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Résumé

De I'ADN libre circulant (ADNc) dérivant de la tumeur peut étre isolé dans le plasma des
patients présentant un cancer. Cet ADNc tumoral (ADNct) permet un acces indirect a la tumeur
puisqu’il porte les méme caractéristiques génétiques et épigénétiques et permet ainsi une
biopsie liquide. Nous avons évalué lintérét du séquencage ciblé de I'ADNct comme
biomarqueur de réponse a des thérapies ciblées développées en phase précoce en oncologie.
Dans la premiére partie de ce travail, nous avons évalué les mutations identifiables par
séquencage ciblé de I'ADNct d'une cohorte de 39 patients recevant un traitement anti-
cancéreux dans le cadre d’'un essai thérapeutique de phase |. Un total de 157 échantillons de
plasma a été séquencé avec une couverture moyenne de 1685x. A linitiation du traitement,
23 des 39 patients (59%) avaient au moins une mutation identifiable dans '’ADNct. Parmi les
44 mutations identifiées, TP53, PIK3CA et KRAS étaient les génes les plus fréqguemment
mutés avec des fréguences de 41%, 20% et 18% respectivement. Dans un second temps,
I’ADNCc des patients ayant des mutations identifiées a été collecté et séquencés tous les mois
au cours du traitement jusqu’a progression. Parmi les 23 patients, 13 ont recu une thérapie
ciblant directement I'anomalie moléculaire identifiée. Le suivi longitudinal des mutations
identifiees dans ’ADNct et la dynamique des fréquences alléliques pendant le traitement a mis
en évidence des variations associées a la réponse thérapeutique. Par ailleurs, pour les
patients présentant plusieurs mutations identifi€es dans un méme échantillon d’ADNct, le suivi
de ces mutations a mis en évidence la présence de clones évoluant de maniére discordante
au cours du traitement. Les variations quantitatives des fréquences alléliques des mutations
dans ’ADNCct étaient associées au temps jusqu’a progression sous traitement. L’ADNct est un
biomarqueur d’intérét pour le développement des thérapies ciblées en oncologie et fait I'objet

de nombreux développement en oncologie qui seront discutés dans ce travail.

Mots Clés: ADN circulant tumoral, ADNct, biomarqueur, essai de phase précoce.




Abstract

Circulating cell free DNA (ccfDNA) deriving from tumor can be isolated in plasma of cancer
patients. This circulating tumor DNA (ctDNA) shared the same genetics and epigenetics
characteristics with the tumor and represents virtually a liquid biopsy. We evaluated whether
targeted next-generation sequencing (NGS) of circulating tumor DNA (ctDNA) could be used
for patient selection and as a tumor clone response biomarker in 39 patients with advanced
cancers participating in early-phase clinical trials of targeted drugs. Overall, 159 plasma
samples were sequenced with a mean sequencing coverage achieved of 1,685X across
experiments. At trial initiation (C1D1), 23 of 39 (59%) patients had at least one mutation
identified in ctDNA. Out of the 44 mutations identified at C1D1, TP53, PIK3CA and KRAS were
the top three mutated genes identified, with 18 (41%), nine (20%), eight (18%) different
mutations, respectively. In the second part of this work, we performed sequential NGS of
ctDNA for the 23 patients with ctDNA mutation identified at C1D1. The monitoring of mutation
allele frequency in consecutive plasma samples during treatment with targeted drugs
demonstrated potential treatment associated clonal responses. Longitudinal monitoring of
ctDNA samples with multiple mutations indicated the presence of separate clones behaving
discordantly. Molecular changes at ctDNA mutation level were associated with time to disease
progression. Targeted NGS of ctDNA has potential clinical utility to monitor the delivery of
targeted therapies and current and future directions are discussed.

Kew words: circulating tumor DNA, ctDNA, biomarker, early phase clinical trials
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Préambule.

La caractérisation moléculaire des cancers et les développements récents de multiples
thérapies ciblées en oncologie impliquent le développement paralléle de nouveaux
biomarqueurs a visée diagnostique, pronostique et théranostique. Dans ce contexte, 'ADN
circulant d’origine tumoral (ADNCct) a émergé ces dix dernieres années comme un biomarqueur

d’intérét majeur.

Ce travail de thése est fondé sur la mise en ceuvre d’un programme de séquencage de 'ADNct
dans l'unité thérapeutique de phase | du Royal Marsden Hospital de Londres. Le but de ce
programme était de mettre en ceuvre la collecte et 'analyse de 'ADNct chez les patients inclus

dans les essais thérapeutiques de phase précoce.

Pendant 18 mois, entre Novembre 2012 et Mai 2014, j'ai été responsable de la mise en ceuvre
de ce programme sous la responsabilité du Pr Johann De Bono a [lInstitute for Cancer
Research, London. Dans ce travail expérimental, j’ai été responsable de la coordination de la
collection des échantillons, de I'optimisation de I'extraction de 'ADNc, de la mise au point et
I'optimisation de la méthode de séquengage de I’ADNCct sur la plateforme PGM. L’analyse bio-

informatique des résultats a été réalisée conjointement avec le Dr S Carreira.

Cette thése comporte 3 parties. La premiere, synthétise les données connues sur les aspects
biologiques et technologiques de ’ADNct avec une perspective historique. La deuxiéme partie
présente les principaux résultats de ce programme, qui ont fait 'objet d’'une publication en
2015 dans Clinical Cancer Research (1). Enfin, la derniére partie propose une mise en
perspective de ce travail afin d’identifier les étapes nécessaires a la véritable implémentation

de cette technologie dans la routine clinique et les futures applications.
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Introduction.

1. Eléments historiques.

1.1. Premiers travaux mentionnant I’existence d’ADN dans le plasma humain.

Il'y a plus de 70 ans, 5 ans avant la description de la structure en double hélice de 'ADN
par Watson et Crick, Mandel et Métais ont identifieé pour la premiére fois la présence d’acides
nucléiques dans le plasma humain (2). Des concentrations élevées d’ADN dans le sang total
de patients porteurs de leucémie avaient déja été décrites, mais ils ont identifié pour la
premiere fois la présence d’ADN et d’ARN dans le plasma de volontaires sains et de sujets
atteints de pathologies variées telles que la cirrhose, I'insuffisance cardiaque ou la goutte. Les
concentrations moyennes mesurées étaient de I'ordre du milligramme par millilitre de plasma.
lls ont aussi décrit des concentrations d’ADN plasmatique élevées chez la femme enceinte et,

visionnaires, affirment « il y a la une étude a faire que nous proposons de poursuivre ».

Ce champ de recherche est resté longtemps inexploré jusque dans les années 60, avec
l'identification d’ADN dans le sang de patients atteints de lupus érythémateux disséminé (LED)
(3). La présence dans le sérum de ces patients d’un facteur réagissant avec 'ADN était connue
depuis la fin des années 50. Les travaux de Tan, en utilisant le sérum de ces patients et donc
des anticorps réagissant contre ’ADN comme un test diagnostique, ont démontré la présence
d’ADN dans le sérum des patients avec un LED. Ces anticorps pouvaient réagir contre de
'ADN natif ou dénaturé par chauffage ou sonication. On pense a I'époque que ce couple
anticorps/antigene est le mécanisme physiopathologique de cette maladie comme le suggére
la détection de ces complexes sur des Iésions de glomérulonéphrite associée au LED. Des
travaux ultérieurs établissent que I’ADN plasmatique des patients avec un LED est en grande
partie simple brin et I'on voit apparaitre pour la premiére fois en 1973 le terme de « circulating
single strand DNA » préfigurateur d’ADN libre circulant (ADNc) (4).

L’identification de cet ADNc dans des conditions pathologiques a logiquement conduit & son
étude en contexte physiologique avec des résultats discordants, expliqués principalement par
la faible sensibilité des méthodes de mesure. Les travaux de Steinman, comparant 4
méthodes de mesures différentes, ne confirmaient pas avec certitude la présence d’ADNc

dans des conditions physiologiques (5).
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1.2. Premiers travaux dans le champ de la cancérologie.

En 1965, un premier article mentionne un lien possible entre la présence d’ADNc et la
dissémination tumorale, a partir d'un modéle de polyomavirus (6). Ainsi, dans un modele
murin, de 'ADN viral de polyomavirus administré par voie intra péritonéale puis retrouvé dans
le plasma et réinjecté chez d’autres souris, garde des propriétés oncogéniques. Les premiers
travaux observant des concentrations élevées d’ADNc chez des patients atteints de cancers
sont réalisés par Leon, 30 ans aprés la premiére identification de '’ADNc par Métel et Mandais
(7). Dans une série de 166 patients porteurs de différents cancers, ces travaux montrent que
la concentration d’ADNCc était supérieure chez les patients métastatiques et qu’un traitement a
visée oncologique comme la radiothérapie pouvait diminuer cette concentration de 66 a 90%,
2 semaines aprés le début du traitement. La diminution de la concentration d’ADNc était le
plus souvent associée a une réduction de la taille tumorale ou une diminution des symptémes.
En outre, parmi les 17 patients décédés en moins d’'un an, la plupart avaient une concentration
d’ADNc qui avait augmenté ou était restée stable malgré le traitement. On pergoit ici les
premiéres données suggérant la possibilité d’évaluer la réponse thérapeutique a un traitement

oncologique par le biais de variations quantitatives de '’'ADNCc.

Au-dela de ces aspects quantitatifs, 'origine tumorale de 'ADNCc est évoquée 14 ans plus
tard, en 1981 L’équipe de Beljanski a identifié des propriétés inhérentes a I’ADN tumoral, telles
gu’une diminution de la stabilité des brins d’ADN, ainsi qu’une stimulation plus importante de
la synthése d’ADN dans les cellules tumorales comparées aux cellules normales dans les
mémes conditions in vitro (8). La répétition de ces travaux a partir d’ADNc de 53 patients
porteurs de différents types tumoraux et non traités, met en évidence les mémes différences
de caractéristiques physico-chimiques de 'ADNc par rapport au contréle. lls formulent ainsi
'hypothése que 'ADNc isolé dans le plasma est d’origine tumorale compte tenu de ses

caractéristiques physico-chimiques (9).

Ces travaux précurseurs seront confirmés dans les années 90, avec la mise en évidence
dans 'ADNc de mutations d’oncogénes ou génes suppresseurs de tumeurs spécifiques des
cellules cancéreuses, d’altérations du nombre de copies de ces mémes genes ou la mise en
évidence de modifications épigénétiques. Ces observations prouvent de facon concréte
I'origine tumorale de 'ADNCc et son relargage dans le plasma a partir des cellules tumorales

(10-13). Le terme ADN circulant tumoral (ADNct) est alors utilisé.

Par les suites de multiples travaux réalisés partir des années 2000 ont évalué le roéle

diagnostique et pronostique de ce biomarqueur (14, 15).
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1.3. Sémantique.

Sur la base des données précédentes, 2 termes coexistent dans la littérature :
- ADN libre circulant (ADNCc) ou cell free DNA (cfDNA)
- ADN tumoral libre circulant (ADNCct) ou circulating tumor DNA (ctDNA).

L’ADNCc isolé chez les patients porteurs de cancer renferment 2 fractions : 'ADNc, libéré par
des cellules normales et que l'on peut identifier chez des sujets sains dans différentes
situations physiologique et ’ADNCct, libéré par les cellules tumorales et dans lequel on peut
identifier des anomalies génétiques spécifiques de la tumeur, prouvant son origine tumorale.

Ces éléments seront discutés dans la partie 2.2.

1.4. Syntheése.

Tableau 1. Etapes clé de la découverte de ’ADNCc.

1948 Identification d’ADN dans le sang )

1965 Implication de ’ADNc dans 'oncogenése (6)

1966-1975 Détection de concentrations élevégs d’ADNc chez des patients atteints de lupus, | (3.5)
polyarthrite rhumatoide ou de leucémie

1977 Découverte de I'aspect pronostique des concentrations d’ADNc en fonction du @)
stade tumoral

1989 Description de similitudes entre I’ADNc et 'ADN tumoral pour un patient donné 9)

1994-1999 Identification de la présence d’altérations moléculaires dans 'ADNc (10-13)

2000-2010 Role diagnostique et pronostique de '’ADNc dans des pathologies variées. (14, 15)
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2. Aspects biologiques.

2.1. Aspects structuraux de I’ADNCc.

2.1.1. Méthodes de mesure et taille des fragments.

2.1.1.1. Electrophorése d’acide nucléique.

Les premieres mesures de taille de 'ADNc ont été réalisées par des méthodes
d’électrophorése d’acides nucléiques extraits de plasma. Les profils électrophorétiques
montraient de facon typique une succession de fragments dont la taille était un multiple de 180
paires de base (pdb), la taille de la sous-unité nucléosomale (16, 17). Des tracés similaires ont
été observés chez des patients porteurs de cancer ou atteints de lupus érythémateux
disséminé (18, 19). La résolution de cette approche est relativement limitée pour différentier

et quantifier la distribution de taille de 'ADNc.

2.1.1.2. PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative (QPCR).

Le développement des techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative
(gPCR) a permis par la suite un second type d’approche pour estimer la taille des fragments
d’ADNCc. En utilisant des amplicons de tailles différentes couvrant une méme zone d’intérét, le
rendement quantitatif des amplicons testés permet de déduire la quantité relative des
fragments d’ADNc d’'une taille donnée (Figure 1). Ces données quantitatives peuvent étre
traduites en un index d’intégrité de 'ADNCc (ratio entre les fragments de grande taille et de
petite taille) qui estiment le degré de dégradation de 'ADNc (20, 21). Ainsi, plus l'index

d’intégrité est élevé, moins '’ADNCc est dégradé.
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Figure 1. Principe de la mesure de la taille des fragments d’ADNc par la méthode de gPCR. Adapté de Jiang
(22).

(A). Des paires de primer générant des amplicons de taille différente pour une séquence donnée sont synthétisées.
(B). Les amplicons de petite taille ont un rendement apparent meilleur puisqu’ils couvrent tous les fragments au
moins égaux a leur taille.

(C). Les différences de rendement de chaque amplicon permettent de déduire la taille des fragments d’ADNCc.
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Cette approche a été pour I'étude de 'ADNc fecetal chez la femme enceinte. En effet,
'’ADNCc chez la femme enceinte contient des fragments d’ADN provenant du feetus. Une étude
publiée en 2003 a comparé les profils de taille d’ADNc chez 31 femmes enceintes de garcons
et 34 femmes non enceintes en ciblant par le géne de la leptine (ubiquitaire) et le géne SRY,
présent uniquement chez le foetus male (23). Ainsi la distribution de taille des fragments
d’ADNc porteur du géne de la leptine représente préférentiellement 'ADNc d’origine
maternelle tandis que la distribution de taille des fragments d’ADNc porteur du gene SRY
représente 'ADNc d’origine fecetal. Dans cette étude, 'ADNc d’origine foetal était plus

fragmenté que 'ADNc d’origine maternelle.

Chez les patients atteints de cancer, cette approche a été particulierement développée
pour comparer la taille des fragments d’ADNc d’origine tumorale (ADNct) et non tumoral.
Initialement, I'intégrité de 'ADNc chez des patients atteints de cancer semblait plus importante
comparée a des individus sains, avec des fragments d’ADNc de plus grande taille (24-27). Ce
profil était réversible aprés traitement et sa persistance en cours de traitement était de mauvais
pronostic. Des données plus récentes ont infirmé ces données. Diehl a réalisé le séquencage

des produits de PCR couvrant le géne APC (Adenomatous Polyposis Coli) avec des tailles
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d’amplicons variables chez des patients porteurs de cancer du cbdlon (28). En corrélant les
variables « fraction des fragments porteurs de la mutation APC » et « taille de 'amplicon », les
auteurs ont établi que la détection de la mutation était tres fréquente pour les fragments de
petite taille (Figure 2). Par conséquent, la fraction d’ADNc dans laquelle était identifiee la
mutation APC spécifique de la tumeur et donc d'origine tumorale (ADNct) semble plus
dégradée que la fraction d’ADNc dans laquelle il n’est pas mis en évidence de mutation pour
cette méme séquence génique (ADN libre circulant).

Figure 2. L’ADNCct est plus fragmenté que ’ADNc non tumoral. Adapté de Diehl (28).

Relation entre la taille des amplicons et le nombre de copies du gene APC dans 'ADNc chez 3 patients porteurs
de cancer du cbélon (n° 29, 30,32).

(A). Détermination du nombre de copie du géne APC (sauvage + muté) par PCR digitale avec des amplicons de
taille variable.

(B). Fraction des fragments porteurs d’'une mutation du géne APC en fonction de la taille des fragments.
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Des travaux ultérieurs ont confirmé ces observations dans un modéle de xénogreffe
murin et chez des patients porteurs de cancer colorectal KRAS mutés (20, 21, 29). Ce modéle
permet d’analyser avec certitude ’ADNCct puisque les séquences d’ADN humaine identifiée
dans I’ADNc proviennent avec certitude de la xénogreffe tumorale. Dans ce modeéle: i) la
fragmentation de I’ADNCct était corrélée a 'augmentation de la masse tumorale, ii) le nombre
de copies du géne KRAS mutées était plus élevé pour les fragments d’ADNct de taille
inférieure a 150 pdb, iii) la proportion d’ADNc (nombre de copies du géne KRAS muté/ nombre
de copies du géne KRAS sauvage) était inversement corrélée a la taille des amplicons (20%
de la quantité totale d’ADNc détectée avec des amplicons de 400 pdb contre 85% pour des
amplicons de 60 pdb). Ce type d’approche n’est possible que sur des loci prédéterminés et ne
permet donc pas une analyse du génome entier.
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2.1.1.3. Microscopie électronique et de force atomique.

La microscopie électronique et de force atomique ont été utilisées pour observer la
conformation et mesurer la taille de des molécules d’ADNc. Par ces techniques, la mesure de
taille est déduite en estimant la taille d’'une paire de bases a 0.34nm. En microscopie
électronique, la distribution de taille chez des sujets sains variait de 1200 & 1800 pdb alors
gu’une seconde étude a retrouvé plutdt une distribution continue entre 88 et 28500 pdb (16,
30). Ces différences semblent étre expliquée par les méthodes de préparation des
échantillons.

La visualisation directe des fragments d’ADNc par microscopie de force atomique
(Nanoscope llla, Veeco, Santa Barbara, CA, USA) a été réalisée chez des patients porteurs
de cancer colorectal (31). La mesure de la taille des fragments a été réalisée par I'acquisition
numérique de 10 images pour chaque échantillon de 2ul d’ADNc. Un total de 1300 fragments
a été mesuré avec une taille variant de 15 a 63 nm (Figure 3). L’ADNCc des patients porteurs
de cancer colorectal était plus fragmenté que les sujets sains avec une taille médiane de 135
pdb versus 180 (Figure 4).

Ces approches méthodologiques nécessitent la mise en ceuvre de procédures assez lourdes,

longues a réaliser et ont été peu développées.

Figure 3. Visualisation par microscopie de force atomique de fragments d’ADNc chez un patient porteur de

cancer colorectal. Adapté de Mouliére (31).
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Figure 4. Distribution de la taille des fragments d’ADNct évaluée par la méthode de microscopie de force

atomique chez un patient porteur de cancer colorectal. Adapté de Mouliere (31).
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2.1.1.4. Séquencage de masse en parallele

Le développement du séquencage de masse en parallele permet désormais de
déterminer la taille de millions de fragments d’ADN en méme temps par la technique du
séquencgage « en paire » des extrémités ou de courts fragments sont séquenceés et alignés au
génome de référence (32, 33). Par opposition aux techniques précédentes, cette méthode

permet une analyse du génome de fagon globale avec une résolution d’une seule base.

En 2010, une étude utilisant une approche génome entier, chez une femme enceinte,
a montré que I’ADNc global était fragmenté avec une prédominance de fragments de 166 pdb
alors que 'ADNc d’origine feetal était constitué en majorité de fragments 143 pdb (34) . La

distribution de la taille des fragments de taille inférieur avait une périodicité de 10 pdb.

Chez des patients porteurs de carcinome hépatocellulaire, un méme type d’approche
confirme ces résultats (35). Ces tumeurs présentent des variations du nombre de copie de
géenes incluant des amplifications de 1q et 8q et des délétions des chromosomes 1p et 8g. De
facon attendue, les régions chromosomiques délétées de ces tumeurs contribuent moins a la
fraction ADNc alors que les régions fréquemment amplifiées du chromosome 1 et 8 sont
surreprésentées dans 'ADNc. La distribution de taille de ces régions d’intérét montre un pic
principal & 166 pdb et une série de pics de taille inférieure répartis toutes les 10 pdb & partir
de 143 pdb (Figure 5). Plus la fraction d’ADNct augmente dans 'ADNc, plus TADNc apparait

fragmenté et inversement.
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Figure 5. Distribution de la taille des fragments d’ADNc déterminée par séquencage de nouvelle génération,
en fonction de I’estimation de la fraction d’ADNct dans I’ADNc. A partir de patients porteurs de carcinome

hépato-cellulaire. Adapté de Jiang (35).

La distribution de taille médiane est représentée par la courbe noire. La distribution de taille chez les patients
porteurs d’un carcinome hépatocellulaire est représentée en fonction de la fraction d’ADNc d’origine tumorale dans
I’ADNCc.
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Ces données ont été confirmées dans plusieurs modéles tumoraux, successivement
dans un modéle de xénogreffe de glioblastome et de carcinome hépatocellulaire, puis chez
des patients porteurs de mélanome avec une mutation de BRAF V600E et des patients atteints
de cancer du poumon avec un mutation de 'TEGFR T790M (36). Dans cette étude de 2016, la
longueur des fragments d’ADNc était principalement de 167 pdb alors que I’ADNct était plus
fragmenté (134 et 144 pdb) avec une distribution de 10 pdb pour les fragments d’ADNct de

traille inférieur.

En conclusion, 'ensemble des études montrent que ’ADNc d’origine tumorale est plus
fragmenté que '’ADNc non tumoral, avec une taille moyenne de 160 pdb environ. Cette
fragmentation est un élément important puisqu’elle implique des approches technologiques
adaptées pour permettre leur détection. D’autres travaux mentionnent la présence de
fragments de grande taille dans 'ADNc, de plus de 10000 pdb (17). Peu d’études ont montré
I'existence de tels fragments probablement pour des raisons technologiques. En effet, les
techniques de séquencgage les plus couramment utilisées ne sont pas adaptées pour
séquencer de si longs fragments et les méthodes d’extraction de ’ADNc couramment utilisées
peuvent sélectionner la taille des fragments recouvrés. Une étude récente utilisant une
technologie de type nano pore chez une femme enceinte a identifié des fragments de d’ADNc
de taille supérieure a 1000 pdb en petite quantité (0,06% a 0,3%) (37).
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2.1.2. Composition.

La composition et la structure de 'ADNc sont relativement peu étudiées dans la
littérature. L'équipe de Stroun a été la premiére a caractériser TADNc via une technique
d’extraction au phénol suivie par une purification sur une colonne concavalin-A puis une
ultracentrifugation (18, 38). Le matériel biologique ainsi isolé était de 'ADN double brin,
résistant au RNAse et pronase mais clivable avec une DNAse 1. Cet ADN n’était pas nu mais
faisait partie de complexes et pouvait étre li€ a la surface cellulaire via des protéines présentant
des caractéristiques spécifiques de liaison a I’ADN (39).

Les travaux plus récents de Holdenrieder ont démontré la possibilité d’'une liaison
I'ADNCc - histones et sa présence principalement sous cette forme nucleosomale. (40). En
comparant deux méthodes de dosage de 'ADNc, l'une classique par PCR et 'autre par
détection immunologique d’ADN nucléosomal, il a démontré une excellente concordance de
ces deux méthodes chez des patients traités pour un cancer du pancréas ou un accident

vasculaire cérébral.

La prédominance d’ADNc sous forme nucléosomale est aussi suggérée par la taille
des fragments isolée. En effet la taille moyenne de 166 pdb correspond a la longueur d’ADN

entourant un nucléosome (147 pdb) plus le lien d’ADN associé a I'histone H1.

2.2. Origines et mécanismes de libération de PADNc dans le compartiment sanguin.

Les mécanismes de libération de 'ADNc dans la circulation sanguine restent relativement
mal élucidés. Deux hypothéses sont évoquées, i) la libération par des cellules lors des
mécanismes de mort cellulaire par apoptose ou nécrose, ii) la sécrétion par des cellules

vivantes.

2.2.1. Libération lors de la mort cellulaire par apoptose ou nécrose.

L’hypothése d’une libération d”ADNc lors de la mort cellulaire par nécrose de cellules
tumorales est formulée des les années 90 sur des observations cliniques: les patients ayant
une forte masse tumorale ont les concentrations d’ADNc les plus élevées (11, 18, 41).

L’hypothése de la libération d’ADNCc lors de la mort cellulaire par apoptose est suggérée par
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la distribution de taille des fragments d’ADNc (aux alentours de 166 pdb). En effet,
I'électrophorése des fragments d’ADNc montre un profil similaire & une échelle (ladder like)
comparable a celui des fragments libérés par des cellules en apoptose et la distribution des
fragments plus petits avec une périodicité de longueur de 10 pdb, évoque la dégradation par
des nucléases clivant le brin d’ADN sur des sites périodiguement exposés, a chaque tour de
la double hélice d’ADN. Il s’agit alors de simples hypothéses formulées sur la distribution de

la taille des fragments observés (16, 41).

Les premiers travaux confirmant ces hypothéses d’un point de vue mécanistique datent
de 2001 (17). Le promoteur du gene CDKNZ2A est fréquemment méthylé dans plusieurs types
de cancer. L’équipe de Jahr a déterminé le statut de méthylation de ce géne dans 'ADNc de
25 patients traités pour un cancer. Parmi les 25 patients, 11 présentaient une hyper
méthylation du promoteur de ce gene dans ’ADNc avec une concordance parfaite avec la
tumeur primitive. Pourtant, le ratio méthylé/non méthylé du gene CDKN2A n’était jamais de
100%, variant de 10 a 90%. Les auteurs émettent I'hypothése que pour les patients ayant une
tumeur avec une méthylation du géne CDKN2A, des ratios méthylé/non méthylé variant de 10

a 90% dans '’ADNc impliquent nécessairement la présence d’ADNc non tumoral dans I'’ADNCc.

Dans un modéle de souris, la méme équipe a étudié les profils d’ADNc aprés l'induction
d’apoptose par injection d’anti CD95 (inducteur d’apoptose dans les hépatocytes) ou de
nécrose par injection d’acétaminophéne (17) (Figure 6). Quatre heures aprés l'induction
d’apoptose, il était observé une augmentation des concentrations d’ADNc avec un maximum
a 8h. L’électrophorése des fragments montrait des fragments de la taille de mono ou di-
nucléosome. L’induction de la nécrose montrait des profils évolutifs de 'ADNc similaires en
termes de cinétiques. En revanche, la taille des fragments libérés était en majorité > 10
000pdb. Ces travaux démontrent pour la premiere fois les différents mécanismes conduisant

a la libération d’ADNCc et la possibilité de les discriminer selon la taille des fragments observés.
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Figure 6. Evolution des concentrations d’ADNc et de leur profil de taille dans un modele murin apreées

induction de 'apoptose et de la nécrose. Adapté de Jahr (17).

(B). Cinétique des concentrations d’ADNCc in vivo aprés induction de I'apoptose par anti-CD95 chez le rat et profil

électrophorétique des fragments isolés.
(C). Cinétique des concentrations d’ADNCc in vivo aprés induction de nécrose cellulaire par acétaminophene chez

le rat et profil électrophorétique des fragments isolés.
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L’ADNCc isolé chez les patients porteurs de cancer contient a la fois de '’ADNct et 'TADNc
provenant de cellules non tumorales. En outre de 'ADNc est isolé chez des individus sains.
La question posée est donc I'origine de cette ADN non tumoral.

Il est possible de déterminer le tissu d’origine d’'un fragment d’ADN par I'analyse du profil de
méthylation du fragment. En effet, le methylome est unique en fonction du tissu d’ou provient
le fragment d’ADN. Par cette approche, il a été identifié de 'ADNc provenant de cellules de
pancréas endocrine chez des patients diabétiques, provenant d’oligodendrocytes chez des
patients ayant une sclérose en plaque ou un traumatisme cranien (42).

La majeure partie de 'ADNCc isolé chez les individus sains et chez les patients porteurs de
cancers provient des cellules hématopoiétiques (43). Cette équipe a pur réaliser une
cartographie du positionnement des nucléosomes sur des fragments d’ADNc par une méthode
de séquencage. lIs font I'hypothése que la taille de fragment d’ADNCc et le positionnement des
sites de clivages des extrémités renseigne sur le positionnement des nucléosomes. Ainsi, le

profil de fragmentation de I’ADNc contient cette empreinte épigénétique et renseigne sur le
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tissu d’ou provient ce fragment d’ADNc. lls démontrent que chez les volontaires sains, les
fragments d’ADNCc portent essentiellement 'empreinte épigénétique des cellules de la lignée
lymphoide et myéloide et déduisent que 'ADNc dans des conditions physiologiques provient
principalement des cellules hématopoiétiques. En revanche, chez des patients porteurs de
cancer, la majeure partie de I'ADNc provenait dautres tissus que les cellules
hématopoiétiques.

2.2.2. Sécrétion de ’ADNCc par des cellules vivantes.

L’ADNCct peut étre identifié & des stades tres précoces du cancer, ou les phénomenes
d’apoptose et de nécrose sont relativement faibles (44). Cet élément souléve I'hypothése
d'une origine alternative de I'’ADNct. Par ailleurs, le profil « ladder-like » de 'ADNct en
électrophorese peut étre observé en dehors de mécanismes d’apoptose, lors d’'un relargage
actif par des cellules viables (38). En condition physiologique, le contenu des cellules
apoptotiques est rapidement absorbé par les macrophages et digéré par des DNAses de type
Il dans les lysosomes (45). On peut formuler 'hypothése que les fragments d’ADN libérés lors
de I'apoptose puissent étre d’abord ingérés par les macrophages puis digérés et sécrétés
activement. Des études in vitro ont montré que les lymphocytes peuvent libérer en continu de
'’ADN dans leur milieu (46).

Les cellules tumorales et non tumorales sécrétent dans leur environnement des
vésicules membranaires collectivement appelées vésicules extracellulaires qui agissent
comme des messagers intercellulaires. On distingue les microvésicules, libérées par
bourgeonnement de la membrane plasmique ou lors de la destruction des corps apoptotiques
lors de la mort cellulaire et les exosomes. Ces derniers sont formés a [lintérieur de
compartiments de la voie d’endocytose, les corps multi vésiculaires, et sécrétés lors de la
fusion des corps multi vésiculaires avec la membrane plasmique. Ces vésicules peuvent étre
isolées dans les liquides biologiques et en particulier dans le plasma et contiennent des
protéines, des ARNm et de 'ADN.

De larges fragments d’ADN ont été isolés dans les exosomes de patients porteurs de cancer
du pancréas. Ces fragment d’ADN portaient des mutations spécifiques (TP53 et KRAS) (47).
Les exosomes contiennent une large fraction d’ADN d’origine tumoral variant de 56 a 82%
selon les patients (48). Une étude récente a comparé les mutations détectées dans la tumeur,
dans I'ADN extrait des exosomes et dans '’'ADNct de 43 patients. Parmi ces patients, des
mutations 'EGFR, BRAF et KRAS ont retrouvées dans la tumeur chez 41 patients. Par

techniques de NGS, ces mutations étaient retrouvées dans 95% des patients dans I’ADN
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issues des exosomes, dans 92% des patients dans ’ADNct par technique de ddPCR et dans
97% des patients dans '’ADNct par technique de BEAMING (49).

Méme si cette fraction ne correspond pas au sens strict a de 'ADNCc, les exosomes sont des
biomarqueurs circulant qui contiennent de ’ADN d’origine tumoral qui peut étre exploité a visée
diagnostique ou théranostique.

2.3. Métabolisme de ’ADNCc.

Les processus d’élimination de I'ADNc sont largement méconnus. Chez la femme
enceinte, de 'ADNCc fcetal peut étre isolé dans le plasma. Aprés I'accouchement, , la demi-vie
d’ADNCc feetal a été estimée entre 4 et 30 minutes dans le plasma maternel (50). Des travaux
montrent une modéle d’élimination en 2 phases, avec une premiére phase rapide avec une
demi-vie d’1H puis une seconde phase avec une demi-vie de 13H (51). Au total, ’ADNc feetal
disparait entre 1 et 2 jours aprés la césarienne.

Les travaux dans le champ de la cancérologie sont assez limités. Plusieurs travaux se sont
intéressés a l'impact pronostique de la persistance d’ADNc aprés chirurgie mais peu de
travaux ont investigué la cinétique d’élimination de TADNc aprés chirurgie d’un cancer localisé.
Dans un modéle de cancer naso-pharyngé induit par I'Epstein Barr Virus (EBV), le suivi
plasmatique de marqueurs du virus présents dans ’ADN tumoral aprés chirurgie montrent une
demi-vie de 139 minutes (52). Dans un modele de cancer du cblon opéré, la demi-vie de
'ADNc tumoral était estimée a 114 minutes (53). Cette demi-vie est relativement courte
puisque I'on considére qu’en 5 demi vies, un biomarqueur est totalement éliminé. L’ADNc est

donc un biomarqueur reflétant la maladie quasiment en temps réel.

La voie d’élimination semble principalement rénale. Dés les années 2000, des séquences
d’ADN spécifiquement masculines sont détectées dans I'urine de sujets féminins transfusées
avec du sang provenant d’'un sujet masculin (54). Plus récemment, de I'ADN fcetal a été
identifié dans les urines de 5 femmes sur les 7 testées, lors du 3™ trimestre de la grossesse
avec un fraction estimée entre 1,92% to 4,73% (55). Enfin il a été démontré la faisabilité de
détecter dans les urines des mutations spécifiques de TEGFR chez des patients traités pour

un cancer du poumon et recevant un inhibiteur de de 'EGFR (56).
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3. Aspects technologiques.

3.1. Eléments pré-analytiques.

La fraction d’ADNct dans ’ADNc est variable en fonction du stade de la maladie, du type
tumoral et peut représenter une trés faible fraction. Il apparait donc primordial de minimiser la
fraction d’ADNc non tumoral dans I'échantillon car elle peut augmenter le bruit de fond et in

fine diminuer la sensibilité de détection d’'une anomalie présente dans ’ADNCct.

Les éléments pré-analytiques a prendre en compte comprennent le mode de préléevement
sanguin utilisé, le type de tube, ses modalités de stockage et de transport. De nombreux
travaux se sont attachés a optimiser 'ensemble des prérequis pré-analytiques. Récemment,

'ASCO a émis des recommandations spécifiques (57).

3.1.1. Sérum versus plasma.

Le premier paramétre a prendre en considération est la fraction du sang a partir de
laquelle 'ADNc peut étre extrait de fagcon optimale. L’ADNc doit étre extrait préférentiellement
a partir du plasma par rapport au sérum. Pour un méme échantillon de sang total, la nature et
la quantité d’ADNc sont trés différentes entre ces 2 fractions : le sérum contient des molécules
d’ADNc de plus haut poids moléculaire (150 a 2000 pdb contre 155 pdb pour le plasma),
probablement produites par la lyse et 'apoptose des leucocytes lors de la coagulation de
I'échantillon qui est un processus biologique relativement « agressif » (58). Ainsi, I'extraction
de 'ADNCc a partir du plasma en comparaison au sérum minimise la contamination de 'ADNct

par de 'ADN génomique provenant des leucocytes (59).
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3.1.2. Type de tube a utiliser pour le prélévement et modalités de stockage.

Le deuxieme parametre a considérer est le type d’anticoagulant présent dans le tube

a partir duquel le plasma est isolé.

Trois anticoagulants sont couramment utilisés pour I'extraction du plasma : l'acide
éthyléne diamine tétra-acétique (K2EDTA), les sels d’héparines ou le citrate de sodium. Les
quantités d’ADNCc recouvrées sont identiques avec ces 3 anticoagulants si le prélévement est
pris en charge moins de 6 heures aprés le prélevement mais 'EDTA, anticoagulant n’'inhibant

pas les réactions de PCR, doit étre préféré pour les applications ultérieures (60).

Des tubes spécifiques contenant des agents fixateurs ont été développés : Streck Cell-
Free DNA BCT (Streck), PreAnalytiX PAXgene Blood ccfDNA Tube (PAXgene), Roche Cell-
Free DNA Collection Tube (Ariosa), Cell-Save Preservative Tube (Janssen Diagnostics) et
Biomatrica LBgard® Blood Tube (LBgard). lls préviennent la lyse cellulaire pendant plusieurs
jours a température ambiante (61, 62) mais avec un co(t par tube plus élevé. La composition
exacte de chacun de ces tubes est inconnue.
L’ensemble des études montrent que pour un tube EDTA, plus le délai entre le prélevement
et lisolement du plasma augmente, plus la quantité d’ADNc extraite augmente. Ce
phénoméne n’est pas observé pour les tubes commerciaux précités pour des conditions de
conservation a 25°C jusqu’a 14 jours. Une récente étude a montré que la prise en charge d’'un
prélevement dans un tube Cell-Free DNA BCT a température ambiante ou dans une tube
EDTA qui était stocké a 4°C moains de 24h permettait d’isoler des quantités d’ADNc identiques
(63). Les données comparant chacun des tubes commerciaux sont nombreuses. Le tube
Streck Cell-Free DNA BCT permettrait une meilleur prévention de lyse cellulaire pour un
échantillon stocké a température ambiante par rapport au tube PAXgene (61). Une étude
récente semble montrer que le tube Biomatrica LBgard® Blood Tube (LBgard) permet de
garantir une meilleure conservation de ’ADNc pour des conditions extrémes de conservation

a 37°C par comparaison aux tubes précités (64).

En conclusion, un tube simple EDTA est utilisable si le prélevement est stocké a 4°C
et rapidement techniqué, habituellement en moins de 3 a 4h suivant le prélévement. Les tubes
spécifiques présentent un intérét manifeste si 'échantillon doit étre envoyé a I'extérieur pour
étre analysé, particulierement dans le cadre d’essais thérapeutiques multicentriques avec une

analyse centralisée.
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3.1.3. Centrifugation.

II n’existe a I'heure actuelle aucun protocole standard de centrifugations des
échantillons. Celle-ci doit s’effectuer dans une centrifugeuse a rotor mobile pour diminuer les
risques de lyse des leucocytes lors de la centrifugation et la décélération doit s’effectuer sans
freinage brutal. Un protocole de 2 centrifugations successives est souvent utilisé avec une
premiére centrifugation a basse vitesse pour limiter la lyse des leucocytes puis une deuxiéme

centrifugation a haute vitesse.

3.1.4. Stockage.

Le plasma isolé peut étre stocké & -80°c avant l'extraction de I'ADNc. Il est
recommandé de réaliser des aliquots a usage unique pour limiter les cycles de congélation-
décongélations qui peuvent altérer les acides nucléiques

3.1.5. Méthodes d’extraction de ’ADNCc.

Il existe de nombreux kits commerciaux d’extraction de 'ADNc (Tableau 2). Les
paramétres importants a considérer sont la méthode d’extraction utilisée, le volume
d’échantillon a partir duquel I'extraction peut étre réalisée, le volume d’élution, le rendement
d’extraction, la qualité et la pureté de 'ADNCc et la capacité d’automatisation et le temps de
manipulation. Schématiquement, il s’agit d’éliminer les lipides membranaires et les débris
cellulaires du plasma a l'aide de détergents et de centrifugations, d’éliminer les protéines a
l'aide de protéases et de fagon optionnelle d’éliminer les ARN a 'aide de RNase. A lissue de
ces étapes, 'ADNc est précipité puis élué. Certains kits ajoutent une étape initiale de lyse

cellulaire qui peut étre problématique en cas de persistance de leucocytes dans le plasma.

La premiere méthode d’extraction repose sur I'adsorption des molécules d’ADN a l'aide
de silice. C’est une méthode largement utilisée dans les kits courants. L’ADN est adsorbé
spécifiguement sur la membrane/bille/particule de silice en présence de certains sels et a un
pH particulier. Les contaminants cellulaires sont éliminés par les différentes étapes de lavage.
L’ADNc est finalement élué dans un tampon faible en sel ou tampon d’élution. Des sels chao
tropes sont inclus pour aider a la dénaturation de protéines et I'extraction d’ADN. Les

avantages de cette méthode sont la possibilité d’étre incorporée dans des colonnes de
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centrifugation ou des micro-puces et son bon rendement d’extraction. Il s’agit d’'une procédure
plus simple et plus rapide que I'extraction organique et adaptée pour 'automatisation. Les kits

basés sur cette méthode comprennent notamment le QlAamp Circulating Nucleic Acid Kkit.

La méthode de séparation magnétique est aussi largement utilisée. Cette méthode est
basée sur la liaison réversible de 'ADN a une surface solide/bille/ particule magnétique
recouverte par un anticorps liant TADN ou un groupe fonctionnel interagissant spécifiquement
avec ’ADN. Apres liaison de 'ADN, les billes sont séparées des autres composants cellulaires
contaminants, lavées et finalement 'ADNc purifié est élué par extraction a I'éthanol. Son

avantage principal est sa rapidité et son caractére automatisable.

Tableau 2. Principaux kits commercialisés.

Nom du kit Société Technologie Volume de Volume
plasma initial d’élution

QUlamp Circulating Nucleic Acid kit Qiagen Silice l1a5ml 20 a 150 ul

MagMAX Cell-Free DNA Isolation Kit Thermofisher | Billes magnétiques | 500 ula 10 ml | 15 a 50 pl

Maxwell® RSC ccfDNA Plasma Kit Promega Billes magnétiques | 200 pla 1 ml 60 pl

Plasma/Serum Cell-Free Circulating NorgenBiote | Polymeres 10 ula 10 ml 50 a 100 ul

DNA Purification Mini Kit k

EpiQuik™ Circulating Cell-Free DNA Epigentek Polymeéres 20 pl 8-18 ul

(cfDNA) Isolation Easy Kit

chemagic cfNA 5k PerkinElmer | Billes magnétiques |2 a5 ml 100 pl

Kit special H24

NextPrep-Mag™ cfDNA Isolation Kit Bioo Billes magnétiques | 1 a5 mi 12 pl/ml de
Scientific plasma

NucleoSnap DNA Plasma Macherey Silice 1a5ml 20450 ul
Nagel

ZR Serum DNA kit Zymo Polymeéres 1a5ml 10a 20yl
Research

PME Free-Circulating DNA extraction kit | Analytik Jena | Polyméres las5ml 30 pl

NucleoSpin DNA Plasma midi Clontech Silice las5ml 200 pl

Chemagic Circulating NA kit Chemagen Billes magnétiques | 245 ml 60 a 50 pl

De nombreuse études se sont attachées a décrire les rendements d’extraction de 'ADNct (65,
66). Néanmoins au-dela de la quantité d’ADNc extraite, la capacité de ces kits a isoler les
fragments de petites tailles est a prendre en compte. En effet, '’ADNct est souvent trés dégradé
les kits doivent étre capable de récupérer de fragments de petite taille.

La comparaison de 4 kits (QlAamp DNA blood mini kit, QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit
Qiagen, NucleoSpin Plasma XS kit, Macherey-Nagel and FitAmp Plasma/Serum DNA Isolation
kit Epigentek) par des méthodes d’enrichissement en ADN et une validation par gPCR et
séquencage ciblé illustre la variabilité de ces kits en termes de concentrations d’ADNct extrait

et de taille des fragments (67). Les kits Qiagen permettaient de recueillir des concentrations
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d’ADNc 10 fois plus élevées que les 2 autres kits testés. Une autre étude ayant comparé onze
différentes méthodes d’extraction et 3 méthodes de quantification démontre que le kit Qiagen
CNA kit et Norgen Plasma/Serum Circulating DNA sont les plus performants en termes de
rendement d’extraction (68). Néanmoins, le kit QUlamp Circulating Nucleic Acid kit qui est
probablement le plus utilisé dans les laboratoires semble moins performant que le kit

NucleoSnap pour I'extraction des fragments de petite taille (69).

3.1.6. Méthodes de quantification de ’ADNCc.

La méthode de quantification de 'ADNc est une source potentielle de variabilité. La
méthode traditionnelle de type spectroscopie aux ultraviolet (UV) est inadaptée compte tenu
des faibles concentrations d’ADNc dans le plasma. Les méthodes de spectrophotométrie a la
fluorescence en utilisant des agents intercalants sont des méthodes plus précises et plus
sensibles. Pour ces raisons, les méthodes PicoGreen (Thermo Fisher) ou Qubit assays
(Thermo Fisher) sont les plus utilisées. La qPCR est aussi utilisée mais son efficacité est
dépendante des génes cibles.

3.1.7. Conclusion

De nombreux facteurs affectent les concentrations d’ADNc et sa fragmentation. Les

principales recommandations pré analytiques sont reprises sur la figure 7.

Figure 7 : Recommandations pré analytiques pour I’extraction de ’ADNCc.
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3.2. Approches méthodologiques.

Quelle que soit 'approche technologique, la détection de I’ADNCct repose sur I'identification
d’anomalies spécifiques des tumeurs permettant de le distinguer de 'ADN normal. Ces
anomalies spécifiques comprennent des anomalies de séquence (variant nucléotidique,
délétion, insertion, fusion) ou des modifications épigénétiques (méthylation). Elles peuvent étre
situées sur n’importe quelle région du génome méme si les oncogénes et les génes
suppresseurs de tumeur sont localisés des régions d’intérét particulier.

On distingue deux types d’approche : i) les approches ciblées avec une haute sensibilité
mais qui détectent souvent une seule mutation dans une région cible ii) des approches non

ciblées qui interrogent des régions du génome plus larges mais avec une sensibilité moindre
(Figure 8).

Figure 8 : Principales techniques d’analyse de ’ADNc. Adapté de Riva et al (70).
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3.2.1. Approche sur un locus unique.

Les techniques de type PCR spécifique d’alléle ont été utilisées depuis les années
2000 pour la détection de mutations spécifiques dans 'ADNct. Elles permettent la détection
de variants nucléotidiques (SNV) avec une sensibilité de 5 a 10% de fréquence allélique.

L’augmentation de la sensibilité de cette technique repose sur i) le développement
d’ADN polymérases de plus en plus fiables ii) 'augmentation du nombre de molécules d’ADNct
pour chaque réaction iii) des approches digitales. On peut citer les techniques CAST-PCR,

COLD-PCR qui visent a favoriser 'amplification des variants recherchés.

Les approches de type PCR digitale se sont beaucoup développées (71). Elles
permettent de détecter et de quantifier une séquence d’acide nucléique donnée (mutée par
exemple) méme si elle est diluée au sein de nombreuses séguences sauvages. La technique
consiste a réaliser une réaction de PCR, non plus sur un mélange d’ADNc cibles, mais sur des
ADNCc cibles individuels, compartimentés par dilution limite de I'échantillon initial et a compter
le nombre de partitions dans lesquelles une réaction a lieu. Elle permet ainsi une quantification
de la séquence recherchée et détermine une fréquence allélique. Les techniques de PCR
digitale basée sur des plateformes micro-fluidiques ont permis d’augmenter la sensibilité entre
0,01% et 0,1% (1 copie mutée dans 1000 a 10000 copies normales) sous réserve d’un nombre
suffisant d’ADNct lors de la réaction. La PCR digitale et ses variantes droplet-dPCR et
BEAMING (Beads, Emulsion, Amplification, Magnetic) peuvent étre considérées comme la
méthodologie standard de détection de mutations ciblées dans ’ADNct. La limite principale de
ces approches est la difficulté de multiplexage des tests et la recherche ciblée d’anomalie

connue a priori.

3.2.2. Approche de séquencage ciblé.

Par opposition aux techniques précédentes, les approches de séquencage permettent une
approche plus large, sans connaissance a priori de I'anomalie génétique a rechercher. La
sensibilité avoisine 1% mais l'usage de techniques d’optimisation permet d’atteindre 0,1%.
Deux types d’approches sont utilisés. Dans le séquencage des amplicons, ces derniers sont
générés par PCR, poolés puis finalement séquencés. Le séquengage ciblé a haut débit permet
une excellente couverture d'une région d'intérét spécifique, ainsi le séquencage d'amplicons offre

une détection trés sensible des variants. Le procédé permet le multiplexage des échantillons dans
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lesquels il est possible de déterminer des centaines de séquences de fragments de PCR en méme
temps.

La deuxieme approche est le séquencage par capture d’hybride. Le principe de capture
d’hybrides est fondé sur I'hybridation d’une sélection de fragments d’ADN représentant les
régions génomiques cibles avec I'échantillon d’ADN a enrichir. Il existe deux méthodes pour

réaliser cet enrichissement par capture : sur support solide ou en solution.

Les approches NGS ne sont pas toujours capables de détecter des mutations a des
fréquences alléliques rares et plusieurs stratégies ont été développées. Les premiéres visent
a augmenter la couverture des régions séquencées (>10000X) (72, 73). Une autre approche
consiste a optimiser le taux de détection par des méthodes bio-informatiques comme la
méthode BPER (Base-Position Error Rate) développée par Pecuchet et al (74). Par une
méthode de NGS, le taux d’erreur de séquengage sur une base donnée est déterminé dans
un échantillon d’individus sains. Pour un patient donné, pour chaque position donnée, la
fréquence allélique minimale d’'une mutation potentielle est ainsi statistiquement comparée au
taux d’erreur déterminé précédemment. Si elle significativement plus élevée, le variant est
donc retenu comme significatif permettant avec cette méthode un seuil de détection de 0,003%
de fréquence allélique pour les SNV et de 0,001% pour les insertions ou les délétions.

La méthode CaPP-seq (Cancer personalized profiing by deep sequencing)
développée par Dieh et al s’est particulierement développée (75). L’étape cruciale de ce
protocole est le design de sélecteurs biotinilés qui sont complémentaires de régions porteurs
de mutations récurrentes préalablement sélectionnées. Apres hybridation, les « sélecteurs »
sur les régions d’intérét sont purifiés et amplifiés. Dans les cancers du poumon, cette méthode
a pu identifier des mutations dans 95% des patients avec une spécificité de 96% pour des
fréquences alléliques pouvant aller jusqu’a 0,02% (75). Le cout est estimé environ a 200 euros

par échantillon.

La méthode “targeted error correction sequencing” ou TEC-Seq implique elle aussi la capture
d’hybride en solution d’'un panel de génes prédéterminés et un séquencage a une profondeur
de 30000 X. Par cette méthode, et grace a un panel de 58 genes en lien avec le cancer,
I'équipe de Phallen a démontré un seuil de détection de 0,05% et une spécificité de prés de
100% (76). Dans un échantillon de cancers variés, cette technologie a détecté de 'ADNct chez
56% des patients avec un cancer du sein (stade I, IlI), 71% des patients avec un cancer
colorectal de stade précoce et 57% et 56% des patients avec un cancer bronchique et de
'ovaire respectivement. Ces approches sont utilisées en routine mais avec un codt supérieur

et un délai de rendu de résultat plus long.
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3.2.3. Séquencage d’exomes et approches de type génome entier.

Le premier séquencage d’exome entier a partir de '’ADNc a été rapporté en 2013 (77).
L’équipe de Murtaza a suivi 6 patients avec différents types tumoraux et a réalisé le
séquencage de 'ADNc a des temps variés au cours de I'évolution de la maladie et des
traitements. Cette approche pose encore des problémes de colt et de compatibilité avec la

routine clinique.

La détection d’amplifications ou de délétions dans 'ADNct est possible par des
approches de séquencage de génome entier a faible couverture via I'analyse quantitative du
nombre de fragments séquencés pour une zone donnée et sa comparaison par rapport a un
témoin. Ces variations du nombre de copies de génes ou de régions chromosomiques sont
présentes dans plus de 90% des tumeurs. Une des premiéres étude a utilisé une technologie
de type Affymetrix pour I'analyse du plasma de patientes suivies pour un cancer du sein (78).
Dans cette étude, I'équipe de Shaw a détecté a partir de 'ADNc de hauts niveaux
d’amplification de geénes, présents dans la tumeur et détectables chez certains patients jusqu’a
12 ans aprés le diagnostic initial malgré I'absence d’évidence de signe de récidive. D’autres
approches de types séquencage de masse ont été publiées (79, 80). La limitation majeure de
cette approche reste la sensibilité puisque I'analyse d’échantillons comportant mois de 5 a
10% d’ADNct ne donne pas de résultats suffisamment informatifs. Un groupe du MIT de
Harvard a ainsi développé une approche en 2 étapes (81). La premiére étape consiste a
estimer la fraction tumorale d’ADNct par un séquencage du génome entier & une profondeur
de 0,1X a l'aide d’un procédé bio-informatiques appelé ichor CNA. Ce procédé est basé sur
I'étude des variations du nombre de copies d’un segment d’ADN donné. Les échantillons dont
le contenu en ADNCct était supérieur a 10% étaient ensuite séquencés a une profondeur
moyenne de 191X. L’analyse de 1439 échantillons provenant de 520 patients suivis pour un
cancer du sein ou de prostate a montré que 34% des patients avaient un contenu en ADNCct
supérieur a 10%. Le séquengage du génome entier de 'ADNc tumoral et de 'ADNc de 41
patients a montré une concordance de 88% pour les mutations ponctuelles, de 80% pour les

variations du nombre de copie de géne.
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3.2.4. Principaux kits commerciaux développés pour I’'analyse de ’ADNCct.

Tableau 3. Tests commerciaux développés pour I’analyse de ’ADNc en oncologie.

Compagnie Nom Technologie Norr]bre de génes
testés
Foundation Medicine FoundationACT Séquencage 61
Guardant Health Guardant360 Séquencage 73
Personal Genomic Dx PlasmaSELECT R64 Séquencage 64
Neogenomics NeolLAB Séquencage 48
Genomic Health Oncotype SEQ Séquencgage 17
. Variabl f i
Biocept Target Selector PCR kiiJlrlalo © en fonction du
Archer Dx Reveal Séquencage 28
ThermoFisher Oncomine ctDNA Séquencage 11
Roche AVENIO Séquencage 17
Natera Signatera Séquencage Personnalisé
OncoDNA OncoSELECT/ TRACE Séquencage Personnalisé
Siemens / NEO New NEOliquid Sequencgage 39
Oncology
BGI SENTIS Lung Cancer Séquencage 11
AmoyDx Super-ARMS EGFR PCR 1
Cobas Cobas® EGFR Mutation PCR 1
Test v2
ACTMonitor NGS
Lung 11
. Breast te]
ACT Genomics Colon 13
Gastric 10
50 gene 50

38




4. Applications cliniques de I’analyse de ’ADNct en cancérologie : état
des lieux.

4.1. Médecine théranostique : identification de cibles thérapeutiques et de
meécanismes de résistance aux traitements.

Le terme théranostic (ou théragnostic) est un néologisme qui dérive de la contraction
des termes « thérapeutique » et « diagnostic » ; c’est l'utilisation d’un test diagnostique,
identifiant un marqueur, pour orienter la thérapeutique du patient en fonction de son statut pour

le marqueur (statut positif ou négatif pour un marqueur binaire).

4.1.1. Identification des déterminants génomiques d’une réponse a une
thérapie.

L’illustration principale de cette application directe de I'’ADNct est l'analyse des
mutations de 'lEGFR des cancers bronchiques. Le développement des inhibiteurs de 'EGFR
dans le sous-groupe des adénocarcinomes EGFR mutés a modifié profondément la prise en
charge et le pronostic de ces patients. Pourtant la détermination du statut EGFR sur la tumeur
primitive n’est pas toujours aisée compte tenu de l'exiguité fréquente des prélévements

obtenus.

L’agence européenne du médicament a approuve une meéthode de détection des mutations
EGFR basé sur 'ADNct pour guider la prescription des inhibiteurs de 'EGFR (gefitinib,
I'erlotinib et osimertinib) en cas d’'impossibilité d’analyser du tissu tumoral (82-84). Un test est
approuvé par la FDA: cobas EGFR Mutation Test v2 (Roche Molecular Systems, Inc)
(85). Les recommandations stipulent qu’en cas de résultat négatif sur ’ADNct, une biopsie
tumorale est recommandée compte tenu de l'impact thérapeutiqgue. Ces autorisations sont
fondées sur plusieurs essais thérapeutique. Pour l'erlotinib, I'essai de phase Il Ensure a
comparé l'erlotinib a la chimiothérapie pour des patients dont la tumeur présentait une délétion
de I'exon 18 de 'EGFR ou une mutation L858R (86). La détermination du statut EGFR a été
réalisée rétrospectivement sur 'ADNct sur des prélévements collectés durant l'essai
thérapeutique. Deux éléments ont été pris en compte pour assurer la validité clinique de cette
approche : i) la comparaison des taux de survie sans progression avec un hazard ratio (HR)
de 0,34 [0,21-0,54] en faveur de I'erlotinib dans les groupe des patients mutés EGFR sur tissu
et un HR= 0,29 [0,19-0,45] pour les patients dont la mutation était recherchée dans le plasma ;

ii) des analyses de corrélation du test plasmal/tissu avec une positivité du test sanguin dans
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76,6% lorsque le test sur tumeur était positif et une négativité dans 98,2% lorsque le test
tumoral était négatif (87)

Le méme type d’analyse a été conduit pour osimertinib, spécifiquement actif pour les patients
présentant une mutation de 'lEGFR T790M a partir des essais AURAL et AURA2 (88). Les
taux de réponse étaient identiques 61% pour les patients avec une mutation T790M
déterminée sur la tumeur (128/210) ou le plasma (72/117). Dans 58% des cas, si la tumeur
était positive pour la mutation, le test sanguin était positif. Dans 80% des cas, si la tumeur était
négative, le test sanguin était négatif. En revanche, une analyse post-hoc portant sur 18
patients avec une mutation T790M détectée uniqguement dans le plasma et pas dans la tumeur
semble montrer une moindre efficacité de I'osimertinib comparé au patients pour lesquels la
mutation était détectée dans le plasma et le tissu tumoral (89). Le méme type d’analyse a été

conduit avec le gefitinib, un troisieme inhibiteur de 'TEGFR (90).

D’autres test ont été développés dans d’autres types tumoraux portant sur des genes
comme BRAF, ESR1 ou PIK3CA. On peut citer le travail de I'équipe d’Alain Thierry sur KRAS
et BRAF dans les cancer colorectaux (91). La présence d’'une mutation de KRAS est une
contre-indication a ['utilisation d’un inhibiteur de I'EGFR tels que le cetuximab ou le
panitumumab. Dans une étude prospective, ils ont démontré que le test sanguin pour la
détection de 7 mutations de KRAS avait une sensibilité de 92% et une spécificité de 98% avec

une concordance de 96% avec le tissu tumoral.

La validité clinique de ces tests reste encore a démontrer puisqu’a ce jour, les
inhibiteurs de 'EGFR sont les seules thérapies dont la prescription peut étre réalisée sur les

résultats d’un test compagnon basée sur '’ADNCct.

4.1.2. Identification des mécanismes de résistance a une thérapie.

Le développement des thérapies ciblées a permis d’observer des réponses tumorales
parfois exceptionnelles. Pourtant, I'échappement tumoral reste une régle quasi intangible de
la maladie métastatique et I'élucidation des mécanismes de résistance en cause est un vrai
défi. Les analyses basées sur ’TADNc comportent plusieurs avantages théoriques. L’accés au
tissu tumoral pré-exposeé a un traitement est souvent difficile d’un point de vue éthique chez
des patients en contexte de maladie avancé. De plus, 'hétérogénéité tumorale est souvent la
regle et la biopsie tumorale est souvent mal représentative du tissu tumoral dans son

ensemble. Plusieurs exemples illustrent le potentiel de I'analyse de ’ADNCct.
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Comme évoqué précédemment, les mutations de KRAS dans les cancers colorectaux
sont un mécanisme de résistance primaire aux inhibiteurs de 'lEGFR. Les travaux de I'équipe
de Bardelli ont démontré qu’il s’agissait aussi d’'un mécanisme de résistance acquis,
détectable dans 'ADNct de patients exposés aux inhibiteurs de 'lEGFR (92). L’apparition de
la mutation de KRAS dans ’ADNCct pouvait étre détectée jusqu’a 10 mois avant la progression
radiologique. Le méme type de travaux menés par I'équipe de Diaz chez 28 patients a montré
lapparition de mutations KRAS dans 'ADNct chez environ 40 des patients considérés
initialement comme KRAS sauvage et traités par un inhibiteur de 'EGFR (93), La mutation
apparaissait en moyenne 5 mois aprés le début du traitement.

Dans les cancers du sein, des mutations récurrentes du gene Estrogen Receptor 1
(ESR1) ont été identifiées chez des patientes préalablement exposés aux inhibiteurs de
'aromatase (94). Ces mutations sont acquises, « hot spot », avec 4 mutations (D538G,
Y537S/N/C) représentant plus de 75% des mutations décrites (95). Elle entraine une activation
constitutive du récepteur en I'absence de ligand, pouvant expliquer I'échappement tumoral aux
stratégies de privation estrogénique. La fréquence de ces mutations a été jusqu’a présent
largement sous-estimée, les analyses tumorales portant le plus souvent sur du tissu tumoral
non exposé a la thérapeutique.

La premiére démonstration de I'intérét de la détection de la mutation de 'ESR1 dans 'ADNct
a été faite par I'équipe de N Turner (96). Dans une série de 171 patients traitées pour un
cancer du sein métastatique et ayant regu des inhibiteurs de 'aromatase, cette mutation était
détectée chez 36% des patientes ayant recu les inhibiteurs de I'aromatase en contexte
métastatique. L’efficacité des lignes de traitements ultérieures a base d’inhibiteur de
'aromatase était moins bonne pour les patientes présentant la mutation ESR1. La présence
de la mutation ESR1 dans I’ADNCct est aussi un facteur indépendant de mauvais pronostic (97)
Des analyses similaires ont été conduites a partir de I'essai BOLERO2. Dans cet essai
thérapeutique qui a inclus des patientes résistantes a 'hormonothérapie, la fréquence de
mutation d’ESR1 était de 5% pour les analyses portant sur de la tumeur initiale contre plus de
15% pour les analyses portant sur du tissu métastatique (98). Les analyses de la méme étude
portant cette fois sur de ’ADNct ont montré que 28% des patientes a leur entrée dans 'étude
avaient une mutation du géne ESR1 détectable dans 'ADNct (99). D’autres analyses chez des
patientes résistantes a 'hormonothérapie ont identifiée des taux encore plus élevés jusqu’a
39% dans une population multi-traitée (100). Ce mécanisme de résistance, fréquent, situé sur
un exon précis du géne, fait 'objet de nombreux développements thérapeutiques dont une
nouvelle classe de SERD (selective estrogen receptor degrader) potentiellement actif chez les
patientes mutées ESR1. On peut affirmer que c’est I'essor des analyses sur ADNct qui a

permis ces développements.
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Les inhibiteurs de PARP font I'objet de hombreux développement en oncologie. Les
patients avec une mutation ou un grand réarrangement somatique ou constitutionnel des
génes BRCAL ou BRCA2 sont particulierement sensibles a ces traitements et I'olaparib est
une molécule approuvée dans le traitement des cancers ovariens et cancer du sein. Un des
mécanismes potentiels de résistance a ce traitement est la restauration de la fonctionnalité de
la protéine par I'acquisition d’'une nouvelle mutation somatique du gene. Ce phénomene a été
décrit dans les tumeurs dés 2008 et seuls des travaux portant sur quelques cas ont été
rapportés (101-103). Des travaux trés récents ont pu détecter ces mécanismes de résistance
sur '’ADNCct de patients et ouvrent de nombreuses perspectives (104-106).

Enfin, au-dela de lidentification d’'une mutation spécifique, prédictive de I'apparition
d’'une résistance a un traitement donné, les analyses de 'ADNct permettent la caractérisation
de sous clones ayant un rdle potentiellement important dans la résistance au traitement et
I'évolution métastatique. Il est ainsi possible d’établir de véritables arbres phylogénétiques a
partir de 'ADNct, modélisant I'apparition et I'évolution des différents sous clones qui ont
conduit a la résistante a la thérapeutique et in fine a la rechute. L’équipe de C Swanton a

démontré cette possibilité dans les cancers du poumons localisés (107).

4.2. Suivi de la réponse thérapeutique.

L’objectif du suivi thérapeutique en oncologie est double : i) stopper précocement un
traitement potentiellement toxique, colteux et inutile, ii) poursuivre un traitement générant une
réponse anti-tumorale afin d’améliorer les symptdomes et d’allonger la survie des patients.
L’évaluation de la réponse n’est pas toujours aisée comme en témoigne le concept de pseudo-

progression décrit en immuno-oncologie (108).

La demi-vie courte de '’ADNCct et son accessibilité, permettent d’envisager son utilisation
pour 'analyse en temps réel de la masse tumorale et de la réponse a une thérapeutique. Les
travaux de Dawson en 2013 ont étudié les variations de 'ADNct, de marqueurs sériques
(CA15.3) et les réponses scannographiques de 20 patientes traitées pour un cancer du sein
métastatique par chimiothérapie (109). Pour 53% des patientes, l'augmentation des
concentrations d’ADNc sous chimiothérapie était corrélée a une progression tumorale
détectée en moyenne 5 mois avant la progression scannographique. L’étude PLACOLL a
étudié I'impact des variations de concentration d’ADNc sur la réponse tumorale et la survie de

82 patients avec un cancer du coélon traités par une premiére ou une seconde ligne de
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chimiothérapie (110). Trois groupes ont été définis selon les variations de concentration
d’ADNCc entre TO et la 1% ou 2™ cure de chimiothérapie. Une diminution de plus de 80% de
la concentration en ADNc entre C1 et C2/3 permettait prédire un meilleur taux de réponse a la
chimiothérapie a 6 cures (taux de réponse 47,1% vs 0%; P=0,03) et une meilleure survie sans
progression (HR=0,13, IC95% [0,03-0,54], P=0,005).

Au-dela des variations guantitatives sous chimiothérapie, les variations des fréquences
alléliques d’'une mutation ciblée par un traitement spécifique semblent pouvoir définir une
réponse moléculaire. La « réponse liquide » est un concept émergent, par analogie a la
réponse pathologique. Les études ont montré que les variations dynamiques peuvent identifier

des réponses a un traitement plus précocement que I'évaluation clinique ou scannographique.

Des travaux récents ont été réalisés a partir des échantillons de I'étude PALOMAS. Cette
étude a testé I'ajout d’un inhibiteur de CDK4-6 (palbociclib) au fulvestrant chez des patientes
ayant un cancer du sein métastatique et préalablement traitées par hormonothérapie (111).
Parmi les 459 patients pour lesquelles un échantillon sanguin était disponible, 100 (22%) ont
eu une mutation de PIK3CA identifiée sans le plasma et 73 avaient un échantillon disponible
15 jours aprés le début du traitement. En calculant un ratio d’ADNc défini comme le nombre
de copie de mutant PIK3CA entre JO et J15 post traitement, il est montré que tous les patients
recevant le palbociclib ont un ratio inférieur 1 et donc une diminution de nombre de copies de
l'allele muté de PIK3CA. L'intensité de la diminution dans ce groupe était significativement

corrélée a la survie sans progression.

Dans les cancers du poumon, la diminution de la fréquence alléligue de mutations de
I'EGFR est observée dés le 4°™ jour de traitement avec un inhibiteur de 'EGFR tel que
I'erlotinib chez 95% des patients (112). Cette diminution est d’environ 13.5% au jour 4 pour
atteindre en moyenne 63.5% au jour 14 et était directement corrélée au pourcentage de
réduction tumorale. Le méme type d’analyse a été conduit dans des cas de meélanomes
présentant une mutation BRAF V600E recevant une combinaison inhibiteur de BRAF/MEK
(113). L’'augmentation de la fréequence allélique de la mutation BRAF V600E dans le plasma

identifiait une progression tumorale avec une sensibilité de 70% et une spécificité de 100%.
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4.3. Médecine pronostique.

La concentration d’ADNc est globalement corrélée avec la taille tumorale et le stade de la
maladie (44). Des variations interindividuelles et selon le type tumoral sont néanmoins
observées. Une faible vascularisation tumorale peut diminuer le relargage de ’ADNCct dans le
plasma ou a l'inverse, générer une hypoxie favorisant la mort cellulaire et le relargage d’ADNCct.
Les patients avec une tumeur cérébrale ont des concentrations statistiquement plus faibles
d’ADNct que les autres types tumoraux.

Le role pronostique de ’ADNCct est lié a sa représentation indirecte de la maladie résiduelle
apres un traitement & visée curative. Dans une cohorte de 55 patientes traitées pour un cancer
du sein par chimiothérapie néo-adjuvante puis chirurgie, la détection d’ADNct dans un
échantillon de plasma a l'issue de la séquence thérapeutique a permis de prédire efficacement
une rechute métastatique (HR 25,1 ; IC, 4,08 a 130,5; log-rank P < 0,0001) (114) (Figure 9).
La rechute était détectée en moyenne 7,9 mois avant la rechute clinique. La détection d’ADNct

tumoral avant tout traitement n’était en revanche pas un facteur risque identifié de rechute.

Figure 9 : La détection de ’ADNct par ddPCR apres le traitement a visée curative d’un cancer du sein prédit

la survie sans progression. Adapté de Garcia-Murillas (114).

Figure A : Survie sans progression des patients selon la détection ou non d’ADNct par ddPCR dans le plasma
juste apres la chirurgie.
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Fig. 4. Mutation tracking in serial plasma samples predicts early
relapse. (A) Disease-free survival according to the detection of ctDNA
in the first postsurgical plasma sample [HR, 25.1 (95% Cl, 4.08 to 130.5)].
P value determined by log-rank test. Data are from n = 37 patients. (B)
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Le méme type d'analyse a été réalisé dans des cancers coliques par technique de
BEAMING avec un seuil de détection des mutations dans 'ADNct de 0.01% (53). Parmi 20
patients opérés, 16 avaient des mutations dans 'ADNCct détectables dans les 13 & 56 jours
post-chirurgie. La quasi-totalité de ces patients a rechuté (15/16) par opposition aux 4 patients
dont 'ADNCct était devenu indétectable. L’ADNct était plus puissant que I’ACE pour prédire la
récidive. De nombreux travaux ont été réalisés dans le méme contexte (115, 116).

La détection de la maladie résiduelle est un concept bien connue des hématologues
notamment dans le suivi du transcrit de fusion BCR-ABL de la leucémie myéloide chronique
ou la détection de translocations t(14 ;18) ou t(11 ;14) dans les lymphomes folliculaires ou les
lymphomes du manteau. A ce jour en oncologie solide et pour des maladies précoces, il
n'existe pas d’intervention thérapeutique adaptée sur la détection d’'une maladie résiduelle
(MR). Pourtant, on pourrait imaginer de réaliser chez des patients MR+ une intensification de
la thérapeutique ou une consolidation tandis que chez des patients MR-, une thérapeutique
adjuvante moins agressive pourrait étre mise en ceuvre. Ces hypothéses biologiques
nécessitent des confirmations par le biais d’essais thérapeutiques évaluant 'ADNct en

oncologie solide comme marqueur de la maladie résiduelle.

4.4, Dépistage et détection précoce des cancers.

Le dépistage et le diagnostic précoce des cancers permettent de détecter des maladies a
un stade plus précoce et en théorie d’augmenter le taux de guérison et in fine la survie des
patients. Le succés d’un dispositif de dépistage repose sur la sensibilité de la méthode de
dépistage et sa spécificité. Des tests basés sur la détection d’ADNct chez des individus sains

sont donc envisageables.

Des travaux anciens ont montré la possibilité de détecter des mutations dans 'ADNc de
sujets supposé sains (117). Dans cette cohorte prospective de sujets sains, des mutations de
KRAS et TP53 ont été mise en évidence chez 13/1098 (1,2%) et 20/550 (3,6%) des individus.
Parmi ces patients, 16 ont développé un cancer dans un délai médian de 18 mois. Plus
récemment, dans le cadre du diagnostic prénatal d’aneuploidie foetale basée sur 'ADNCc feetal,
il a été mis en évidence chez 3 patients sur 4000, des profils génétiques aberrants ne pouvant
étre attribués a de 'ADN normal feetal ou maternel (118). Ces anomalies ont conduit & des
investigations médicales et conduit au diagnostic de cancer de l'ovaire, de lymphome

folliculaire et de maladie de Hodgkin chez ces trois patientes.
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L’exemple le plus récent et a plus grande échelle est celui du dépistage du carcinome
naso-pharyngé par la détection du génome de I'Epstein-Bar virus (EBV) dans ’ADNCct. Ce type
tumoral est lié a l'infection par le virus EBV et ’'ADNct portant les marques de l'intégration du
genome de 'EBV est un marqueur diagnostic avec une sensibilité et une spécificité de 96% et
93% respectivement (119). Dans une cohorte de 20174 sujets asymptomatiques, les marques
de 'EBV ont été détectées a 2 reprises a 4 semaines d’intervalle chez 309 sujets (1,5%) dans
'ADNc (120). Des investigations complémentaires ont été conduites chez 300 sujets
(endoscopie naso-pharyngée plus ou moins IRM) et le diagnostic de carcinome naso-
pharyngé a éte finalement posé chez 34 patients. Par comparaison a des cohortes historiques,
le diagnostic était posé a des stades plus précoces (71% versus 20%, P<0.001). La sensibilité
du test de dépistage était de 97,1% et la spécificité de 98,6%.

Ces approches, chez des individus supposés sains, pose la problématique des cas
considérés comme faux positifs. En effet, 2 travaux récents illustrent cette question. Des
mutations de KRAS ont été mises en évidence chez 7,4% et 14,8% de donneurs sains dans
les exosomes et I'ADNc respectivement (121). Dans une série de 1059 patients
asymptomatiques considérés comme a haut risque de cancer, des mutations dans '’ADNc ont
été isolé chez 58 patients (principalement GNAS et TP53) (122). Parmi ces patients, 4 ont eu
un diagnostic de cancer et 2 ont un diagnostic de cancer dans I'année qui a suivie. Le suivi
s’est arrété au bout d’'un an. L’origine de ces mutations est mal connue, et la participation
d’'une hématopoiése clonale a été évoqué, particulierement chez les patients de plus de 65
ans (123).

Récemment un test combinant la recherche de mutations dans I’'ADNct et le dosage de
protéine sérique a été évalué dans une population de 1005 patients avec 8 types de cancer
localisés (124). Ce test était positif chez 70% des patients. De fagon intéressante, ce test était
capable de prédire la localisation tumorale dans 83% des cas. C’est une donnée importante
puisque dans une optique de dépistage, pouvoir orienter a priori les investigations cliniques,

pourrait augmenter le taux de détection de cancer et de réduire ainsi les faux positifs.
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4.5. Conclusion.

L’analyse de 'ADNct peut donc étre utile a tous les stades du cancer, du dépistage de la
maladie jusqu’a la surveillance de la récidive. Il permet en outre de mettre en ceuvre des
stratégies d’escalade thérapeutiques pour les patients a haut-risque et d’imaginer des
stratégies de désescalade pour les patients identifies & bas risque. L'ensemble des

applications potentielles sont résumées sur la figure 10.

Figure 10 : Applications potentielles de I’ADNct en oncologie a tous les stades la maladie et concepts
émergents. Adapté de Diehl, ASCO meeting 2017.
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Résultats.
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Suivi longitudinal des mutations détectées dans I’ADNct pour évaluer la réponse
clonale a une thérapie ciblée. (Frenel et al, 2015).

Ce travail expérimental a été réalisé dans le laboratoire de recherche associé a l'unité
de phase | du Royal Marsden Hospital. Ce service, dédié au développement de nouvelles
drogues anti-cancéreuses, traite plus de 300 patients chaque année. Des premiéres

administrations a ’'homme sont réalisées ainsi que des essais d’association de drogues.

L’objectif principal d’'un essai thérapeutique de phase | est la détermination de la sécurité
d’administration et de la tolérance d’'une nouvelle drogue afin d’établir la dose maximale tolérée
et la dose recommandée pour un essai thérapeutique de phase Il. Classiquement, la
détermination de ces paramétres est réalisée selon des schémas d’escalade de dose avec
des paliers progressifs guidés par le recueil de la toxicité. Malgré des succés thérapeutiques,
le développement des anti-cancéreux reste un processus lent, couteux avec un taux d’échec
tres éleve.

Ce schéma de développement a été profondément modifié ces derniéres années compte tenu
de I'essor de thérapies ciblées et de 'immuno-oncologie. En effet, la meilleure compréhension
de la biologie tumorale associée au développement des capacités de séquencgage a permis
l'identification de plusieurs cibles thérapeutiques importantes en oncologie. Les progres
pharmacologiques ont permis I'élaboration de thérapies ciblant spécifiquement ces anomalies
et a la mise sur le marché de drogues qui représentent de réelles avancées thérapeutique. On
peut citer les cancers bronchiques avec le ciblage EGFR, les mélanomes avec le ciblage
BRAF ou le cancer du sein avec le ciblage HER2.

Cette transition d’un arsenal pharmacologique essentiellement cytotoxique vers un large panel
de thérapies ciblées a permis le développement de biomarqueurs a visée théranostique. L’idée
est de sélectionner a priori les patients sur la base d’anomalies moléculaires identifiées au
préalable sur le tissu tumoral et dont on pense qu’elles augmentent la probabilité de répondre
a la thérapeutique ciblée. Le but recherché est le développement accéléré de drogues dans

des populations sélectionnées.

Cest dans ce contexte qua été développé le programme « Molecular
Characterization » en 2011. Son but était la réalisation d’une caractérisation moléculaire de la
tumeur pour chaque patient adressé pour un essai de phase |, et ce afin de I'orienter vers un

essai thérapeutique adaptés aux cibles préalablement identifiées.
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En paralléle de ce programme, I'approche ADNCct a été mise en place de facon expérimentale.

Pour chaque patient, du plasma était prélevé a chaque visite durant le traitement.

L’enjeu était double :

1)

2)

50

Pouvoir identifier par une simple prise de sang les cibles moléculaires identifiées
au préalable dans le tissu tumoral et ainsi guider l'orientation vers un essai
thérapeutique sur la base d’un test sanguin,

Déterminer des marqueurs de réponse précoces de réponse. En effet, I'évaluation
de l'efficacité d’une drogue anticancéreuse en développement est basée sur le taux
de réponse de cibles tumorales préalablement choisies. Cette réponse est souvent
déterminée au 2ieme mois de traitement pas imagerie scannographique.
L’hypothése de travail était que la possibilité de monitorer dans le sang, a des
temps répétés, des anomalies moléculaires ciblées par une thérapie donnée,
pourrait déterminer une « réponse thérapeutique moléculaire » potentiellement

plus pertinente que I'évaluation du taux de réponse.



1. Caractéristiques de la population et sélection.

Il s‘agit d’'une population de patients adressés dans l'unité de phase | au Royal Marsden

Hospital (Sutton, Surrey, Royaume Uni) entre Décembre 2012 et Mai 2014.

Les patients participant au programme de caractérisation moléculaire bénéficiaient d’'un
séquencage ciblé de tissu archivé ou d’une biopsie récente en utilisant la plateforme Miseq
(lumina) et étaient inclus dans la mesure du possible dans un essai thérapeutique, adapté a
'anomalie moléculaire identifiée. En parallele, et aprés signature d’un consentement
spécifique, 20ml de plasma était prélevé a l'initiation de la thérapie et tout le long du traitement

jusqu’a progression.
Pour cette étude, nous avons sélectionnés les patients qui :

- Avaient une anomalie moléculaire identifiée sur la tumeur sur la plateforme Miseq
(Mumina)
- Avaient regu au moins 2 cycles du traitement a I'étude et avaient bénéficié d’une

évaluation de I'efficacité du traitement.

Sur les 84 patients du programme de caractérisation moléculaire, 39 patients remplissaient
ces critéres. Le diagramme CONSORT (Consolidating Standard of Reporting Trials) est
présenté figure 11.

Il s’agissait d’'une population avec un cancer a un stade avancé, assez lourdement prétraitée
avec un nombre médian de lignes de traitement de chimiothérapie de 2 (0-8). Les différentes

caractéristiques des patients sont détaillées dans le tableau 4.

La thérapie allouée a chaque patient était dans la mesure du possible déterminée par le type
de mutation détectée dans la tumeur. Cette étude a été proposée a tous les patients entrant
dans un essai de phase |, en conséquence les traitements recus sont trés variés et refletent
les essais disponibles au moment de cette étude. Schématiquement, les thérapies ciblaient
en majorité la voie PI3BK-AKT-mTOR (n=28) et la voie MEK (n=7). La liste des traitement regus
est figurée dans le tableau 5.

Treize patients ont recu une thérapie ciblant une anomalie moléculaire spécifique présente

dans le tissu tumoral.
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Figure 11. Diagramme CONSORT.

Patients adressés pour un essai de Phase | entre le 01/12/2012 et 06/11/2013
* Signature du consentement pour le programme de caractérisation moléculaire
* Consentement pour le préléevementde plasma

* Absence de tissutumoral disponible (n=14)

* Echec de séquengage sur la plateforme Miseq (n=2)

* Absence de mutation identifiée dans la tumeur sur
la plateforme Miseq (n=17)

« Sortie de I'essai avant le 2'¢me cycle (n=10)

* Absence de mutationidentifiée dans la tumeur sur la
plateforme PGM (n=2)

A 4

Population Cible ‘
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Tableau 4. Caractéristiques des patients inclus dans cette étude.

Caractéristiques des patients

ECOG Performans Status

0 17
1 22
Genre
Homme 18
Femme 21
Histologie
Colorectal 12
Ovaire 9
Sein 7
Vessie 3
Glioblastome 2
Cancer bronchique 2
Endométre 1
Rein 1
Pénis 1
Mélanome 1
Traitements recus antérieurement
Chimiothérapie 38
Nombre de lignes 2 [0-8]
Radiothérapie 15
Hormonothérapie 4
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Tableau 5. Types de traitement regus par les patients et voies moléculaires ciblées.

Thérapies ciblées recues

Voie PI3K-AKT-mTOR n
Inhibiteur de PI3K 10
Inhibiteur de PI3K + inhibiteur de MEK 4
Inhibiteur de mTOR 8
Inhibiteur de mTOR + Taxane 3
Inhibiteur ’AKT 3
Voie MEK

Inhibiteur de MEK + inhibiteur d'IGF1R 5
MEK/RAF inhibiteur 2
Autres

Inhibiteur de PARP 2
Inhibiteur de PIM kinase 2
Analogue de I'Acide oléique 2
Inhibiteur de récepteur aux androgénes 1
Inhibiteur de AGC kinase 1
Inhibiteur de I'acide folique 1
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2. Extraction de ’ADN.

L’ADN tumoral a été extrait a partir de tissus conservés en paraffine ou de biopsies
congelées incluses en paraffine aprés décongélation avec les kits commerciaux FFPE Tissue
DNA kit (Qiagen). Les tumeurs étaient macro-disséquées pour avoir au minimum 70% de

cellules tumorales.

Le sang total était collecté dans des tubes CPT (BD biosciences) (20ml) et le plasma isolé par

centrifugation et congelé moins de 2h aprés le prélevement sanguin.

L’ADN circulant a été extrait a partir de 2ml de plasma en utilisant le Snomag Circulating DNA
kit (Snova biothechnologie) basé sur une technologie de billes magnétiques. La quantification
de 'ADNc a été effectuée a l'aide du Quant-iT high sensitivity Picogreen double strand DNA
(dsDNA) Assay Kit (Invitrogen).
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3. Séquencgage de ’ADN

3.1. Principes de la plateforme PGM

L’ADN tumoral initialement séquencé sur la plateforme Miseq lllumina, a été séquencé a

nouveau sur la plateforme PGM. L’ADNCct a été uniqguement séquenceé sur le séquenceur PGM.

Deux panels commerciaux validés ont été utilisés : lon Ampliseq Cancer Hotspot Panel v2 et
lon Ampliseq Colon and Lung Cancers panels. La liste des génes et des régions ciblées est

disponible en annexe 2-3.

Le lon Ampliseq Cancer Hotspot Panel v2 est un panel de génes initialement développé pour
séquencer de '’ADN génomique ou tumoral issu de tissu en paraffine. Il couvre 2800 mutations
sur des oncogénes ou des genes suppresseurs de tumeur annotées dans la base COSMIC.
Le choix de la plateforme et de ce panel pour le développement du séquencage de 'ADNc a

été dicté par :

- la taille moyenne des amplicons du panel (111-187 pdb, moyenne 154 pdb) ,

compatible avec la dégradation de 'ADNc et la taille moyenne des fragments isolé
dans le plasma
- la quantité d’ADN requise minimale de 10ng pour le séquencgage, compatible avec les

quantités d’ADNc identifiées chez les patients.

Le séquencage se déroule de la fagon suivante.
1) Préparation de la librairie (Figure 12).

La finalité de la préparation de librairie pour le PGM lon Torrent est de lier aux fragments
d’ADN a séquencer un couple d’adaptateurs A et P1. Une premiére étape d’amplification est
réalisée par PCR avec I'ADN cible et le pool de primer. Les produits de PCR sont partiellement
digérés puis une étape de ligation d’'un couple d’adaptateur est opérée. La librairie est purifiée
et monitorée sur puce a ADN (Bioanalyzer, Agilent) avec comme objectifs de calculer la
concentration et d’identifier la taille moyenne des fragments qui la composent. Ces valeurs
permettront ainsi de déterminer la concentration molaire de la librairie et d’y appliquer le facteur
de dilution nécessaire pour favoriser le ratio idéal 1/1 (Fragment ADN de la librairie/lon Sphere
Particle) pour I'étape suivante de PCR en émulsion. A lissue de cette étape, plusieurs

librairies sont mélangées apres ajout d’'un code barre a chaque librairie.
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Figure 12. Préparation de la librairie avant séquencage sur le plateforme lon Torrent. D’apreés
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/ion-torrent.ntml.
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2) Préparation de la matrice de séquencage

Cette étape automatisée permet une amplification clonale (OneTouch2) suivie d’un
enrichissement en « lon Sphere Particles » (ISPs) a la surface desquelles un fragment de
librairie est amplifié. L’amplification clonale est réalisée au cours d’'une PCR en émulsion et
contribuera a atteindre un seuil de détection du signal nécessaire et suffisant au moment du
séquencgage. Malgré une optimisation du ratio 1/1 (ISP / Fragment ADN), plusieurs
configurations de microréacteurs sont  envisageables. Seule la  configuration
de monoclonalité est souhaitée car elle seule, est source de données de séquencage. Les
autres configurations généreront des données qui sont filtrées lors de la primo-analyse.
L’amorce ePCR-A couplée a la biotine permettra I'enrichissement ultérieure par un systéme

de capture sur billes liees a la streptavidine.
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Figure 13. Préparation de la matrice séquencage sur le plateforme lon Torrent.
https://Iwww.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/ion-torrent.ntml.
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La matrice de séquencage couplée aux amorces de séguencage et a la polymérase est
chargée sur la puce lon Torrent selon un protocole bien spécifique. Les puces se déclinent
selon plusieurs capacités de séquencage (Chip 314 >10Mb, Chip 316 >100Mb, Chip 318
>1Gb). Le séquencage en paralléle revient donc au décryptage simultané des fragments
d’ADN couplés aux ISP. A chaque polymérisation de nucléotides non modifiés, la libération
d’'ions H+ entraine une variation de pH, elle-méme détectée au niveau de la couche mince

(technologie des semi-conducteurs) située au fond de chaque puits. L’ensemble des données

3) Séquencage

brutes générées est transcrits sous forme de ionogrammes.

Figure 14. Principe du séquencage sur le plateforme lon Torrent. D’apres

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/brands/ion-torrent.html.
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4) Données de séquencage

A lissue du « run » de séquencgage, le fichier .DAT regroupe I'ensemble des données brutes
(ionogrammes). Ces fichiers sont transférés du PGM vers le Torrent Server. L’algorithme de
«base calling» permet la conversion des données sous forme de lettres en séquences
(A, T,C,G) formant le « read » (séquence au format fasta) associé a un score de qualité (Phred

Score codé en ASCII), les deux types de données étant associés dans un fichier .FASTQ.

Un prétraitement est également appliqué sur la base des « reads » générés et qui équivaut au

nombre d’ISPs vivantes ou « Live ISPs » (On parle d’'ISPs vivantes pour les ISPs associées a
la clef):

— « trimming » : élimination des adaptateurs et/ou portions de reads de mauvaise qualité
— filtres : élimination des « reads » de petites tailles, de mauvaise qualité, ou polyclonaux.

L’ensemble de ces informations est repris au travers du « report » généré a lissue du

séquencgage et du prétraitement. Y sont également renseignés, le nombre de reads générés
ainsi que leur taille moyenne.

Figure 15. Interprétation des données de séquencage lon Torrent.

D’aprés
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3.2. Mise au point.

Plusieurs étapes de mise au point ont été réalisées pour permettre de séquencer des
fragments d’ADNCc, le panel initial étant adapté pour de 'ADN génomique ou tumoral fixée en
paraffine, tout en diminuant la quantit¢ d’ADN minimale requise (initialement 10ng), et ce

malgré la fragmentation de ’ADNCc.

Des expérimentations avec des quantités décroissantes d’ADNc et une augmentation du
nombre de cycles de PCR lors de I'étape d’amplification des cibles ont permis de générer des
librairies en utilisant au minimum 3 nano grammes d’ADN tumoral ou circulant. Un maximum
de 2 librairies était regroupé sur une puce 318v2 pour atteindre une couverture minimale de
500X.
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4. Interprétations des données

Nous avons travaillé sur les données préfiltrées par le serveur lon torrent. Pour chaque
échantillon, les données disponibles étaient la position du variant, sa fréquence, son type
(insertion, délétion, variant nucléotidique), le nucléotide de référence et le variant associé ainsi
qgue la couverture de lecture de chaque amplicon. Ces données ont été annotées
manuellement avec la base de données IGV2.3 (Integrative Genomics Viewer) pour nommer
la mutation identifiée. Une analyse des mutations identifiées a été réalisée dans un second
temps avec la base de données COSMIC (Catalog of somatic mutation in cancer) afin

d’éliminer les polymorphismes nucléotidiques connus.

Un seuil de fréquence allélique de 5% avec une couverture minimale de 500X était requis pour
retenir une mutation. Pour des mutations initialement identifi€ées et suivies au cours du temps,

un seuil minimal de 1% était retenu.
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5. Concordance des mutations identifiées dans ’ADNCct et le tissu tumoral
correspondant.

5.1. Détails des mutations identifiées dans I’ADNCct.

Au total, 159 échantillons d’ADN circulant ont pu étre séquencés. La couverture moyenne était
de 1685X.

A linitiation du traitement, 44 mutations différentes chez 23 patients ont été mises en évidence

dans ’ADNCct sur les 39 patients testés.

Parmi les mutations identifiées, les géenes TP53, PIK3CA et KRAS étaient les plus
fréquemment mutés avec respectivement 18 (41%), 9 (20%), 8 (18%) mutations retrouvées.
Le nombre médian de mutation par échantillon était de 2 (1-5) et la fréquence allélique de 15%
en moyenne (1-60%). Les patients avec une mutation détectée dans 'ADNc a linitiation du
traitement avaient une concentration d’ADNc statistiquement plus élevée que les patients
négatifs 26,4 ng/mL vs. 9 ng/mL de plasma (p< 0.05). Néanmoins, des mutations ont pu étre
identifiées pour 4 patients dont les concentration d’ADNc étaient de I'ordre de 5ng/ml de
plasma.

Le séquengage d’échantillons ultérieurs d’ADNCct, alors que le traitement avait été initié a
identifié des mutations dans I’ADNCct chez 4 patients supplémentaires : une mutation PIK3CA
E545K (fréquence allélique, 5%), une mutation de PTEN, L70fs*4 (fréquence allélique 10,6%),
une mutation TP53 P190L (fréquence allélique, 7%) et une mutation de BRAF V600 (fréquence
allélique, 5%).

Au total, 27/39 (69%) avaient au moins une mutation identifiée dans ’ADNCct. Le détail des

mutations dans I’ADNCct est reporté table 6 et 7.
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Tableau 6. Concordance des mutations détectées dans ’ADNct et la tumeur.
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Mutation identifiée dans la tumeur

Mutation identifiée dans le plasma

Mutation identifiée uniquement dans le plasma et non retrouvée dans la tumeur

Mutation identifiée dans le plasma au cours du temps mais non présente au début du traitement
Ce sigle indique gue 2 mutation différentes sur le m&me géne sont indentifiées



Tableau 7. Détails des mutations identifiées dans ’ADNct et le tissu tumoral.

ND : non détecté
% : représente la fréquence allélique.
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TUMEUR

PGM PGM
N° Type tumoral Gene Mutation % Couverture | Gene Mutation % Couverture
#1 Colo-rectal KRAS G12v 46 820 KRAS G12v 19 630
TP53 R248Q 31 991 TP53 R248Q 9 1997
TP53 R158fs*11 50 825 TP53 R158fs*11 16 1008
APC A1492fs*15 44 989 APC A1492fs*15 15 746
#2 Sein TP53 H193Y 37 1008 TP53 H193Y ND | 3187
#3 Ovaire TP53 S96fs*53 87 368 TP53 S96fs*53 ND 879
#4 Ovaire KRAS G12D 20 1555 KRAS G12D ND | 473
PIK3CA E545K 23 1717 PIK3CA E545K ND 678
#5 Colo-rectal FBXW?7 S582L 31 1744 FBXW?7 S582L 46 | 1998
PIK3CA E542K 31 1010 PIK3CA E542K 58 | 1994
TP53 R282W 31 1447 TP53 R282W 43 904
#6 Sein KRAS G12s 43 533 KRAS G12s ND | 473
PIK3CA N1044S 39 516 PIK3CA N1044S 9,1 986
#7 Colo-rectal PIK3CA Q546K 26 754 PIK3CA Q546K 31 | 802
TP53 Y234* 28 640 TP53 Y234* 57 1070
KRAS G12C 19 772 KRAS Gil2C 36 484
APC E1374* 30 712 APC E1374* 33 483
#8 Ovaire PIK3CA E545K 16 6676 PIK3CA E545K ND 2333
KRAS G12D 29 6801 KRAS G12D ND 522
#9 Ovaire TP53 Y220C ND 700 TP53 Y220C 5.4 1162
#10 Ovaire PIK3CA E542K 40 7169 PIK3CA E542K ND 3895
#11 Ovaire TP53 R175H 67 255 TP53 R175H ND 858
#12 Ovaire TP53 H179R 90 353 TP53 H179R 13,6 | 655
#13 Ovaire TP53 R175H 23 175 TP53 R175H 7,6 1799
TP53 D281H 17 281 TP53 D281H 2 1756
#14 Vessie CDKN2A H83Y 76 212 CDKN2A H83Y 4 1626
#15 Colo-rectal NRAS G12s 37 2662 NRAS G12s 51 1088
#16 Colo-rectal KRAS G12D 25 907 KRAS G12D 7,9 665
PIK3CA Q546R 24 1130 PIK3CA Q546R 13 1785
TP53 G244D 33 930 TP53 G244D 6,7 2100
#17 Sein TP53 R342fs*2 30 238 TP53 R342fs*2 23 | 1214
#18 Pénis PIK3CA E545K 9,1 1483 PIK3CA E545K 4,9 1763
#19 Ovaire TP53 A138P 64 446 TP53 A138P ND 2413
PTEN EXON3-4S 26 899 PTEN EXON3-4S ND 1237
#20 Poumon KRAS Gl2C 57 2084 KRAS Gil2C ND 849
#21 Endometre TP53 P190L 89 1213 TP53 P190L ND 550
#22 Ovaire PTEN L70fs*4 115 1795 PTEN L70fs*4 ND 546
#23 Colo-rectal KRAS G12v 40 1705 KRAS G12v 4,4 1365
TP53 R175H 58 151 TP53 R175H ND 686
#24 Glioblastome TP53 K132N 65 689 TP53 K132N ND 1235
PIK3CA R115L 31 936 PIK3CA R115L ND 420
PIK3CA E542K 33 954 PIK3CA E542K ND 116
#25 Colo-rectal KRAS G12v 43 2380 KRAS G12v ND 1119
PTEN V317fs* 28 1938 PTEN V317fs* ND 1300
TP53 R273C 65 2231 TP53 R273C ND 373
#26 Colo-rectal KRAS Q61H 75 5376 KRAS Q61H 51 2960
APC S1501A 57 937 APC S1501A 28 1915
APC S1495fs*14 41 2213 APC S1495fs*14 26 1790
SMAD4 G386R 49 1171 SMAD4 G386R 26 280
ATM R337C 42 1179 ATM R337C 18 781
#27 Colo-rectal KRAS G12v 40 1897 KRAS G12v ND 3627
TP53 P151S 45 247 TP53 P151S ND 2776
#28 Sein PIK3CA E545K 16 1183 PIK3CA E545K ND 2327
PTEN L325R 22 851 PTEN L325R ND 1661
PTEN E235fs*2 11 922 PTEN E235fs*2 ND 1495
TP53 N210fs*54 39 524 TP53 N210fs*54 ND 3450
#29 Sein TP53 E171* 70 240 TP53 E171* 6,5 740
#30 Melanome BRAF V600E 58 1395 BRAF V600E ND 2238
#31 Colo-rectal KRAS G12D 8 1845 KRAS G12D 34 567
APC R1114* 9 3491 APC R1114* ND 685
#32 Glioblastome FBXW7 R484K 6 439 FBXW7 R484K ND 5600
#33 Vessie PIK3CA E545K 28 3253 PIK3CA E545K 8,5 778
TP53 E180K 12 899 TP53 E180K 6,1 | 836
TP53 R175H 19 899 TP53 R175H 8 840
#34 Colo-rectal KRAS G12D 33 769 KRAS G12D 45 | 866
TP53 R175H 29 879 TP53 R175H 16 1119
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TUMEUR

#35 Poumon TP53 G154V 16 386 TP53 G154V 4.6 | 1080
#36 Colo-rectal PIK3CA H1074R 56 819 PIK3CA H1074R 40 1503
TP53 R175H 57 205 TP53 R175H 60 1287
#37 Rein TP53 E285K 51 226 TPS53 E285K 16,3 | 632
#38 Vessie PIK3CA E545K 56 2266 PIK3CA E545K 9,4 | 1024
TP53 D281N 44 950 TPS53 D281N 32 | 724
TP53 P278L 44 951 TPS53 P278L ND | 732
#39 Ovaire CTNNB1 S33C 24 678 CTNNB1 S33C ND | 1425
PIK3CA N345K 41 946 PIK3CA N345K 7,8 | 4139
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5.2. Validation des mutations par PCR digitale.

Les mutations identifiées dans 'ADNct ont été validées par PCR digitale en gouttelette
(BioRad) sur 19 échantillons pris au hasard et pour lesquels une mutation de PIK3CA, TP53

ou KRAS était connue sur dans la tumeur analysée.

Toutes les mutations identifiées dans ’ADNct ont été identifiée sur les 2 plateformes avec des

fréquences alléliques variant de 1 a 67%.

Parmi les 8 échantillons d’ADNCct testés en séquencage et sans mutation identifiée, 5 étaient
négatif en ddPCR et 3 ont eu une mutation de PIK3CA identifiée avec une fréquence allélique
inférieure a 1% (Tableau 8). Le coefficient de concordance entre les 2 plateformes était
excellent [0.98; IC 95%, 0.94-0.99; P < 0.0001] (Figure 16).
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Tableau 8. Validation des mutations et des fréquences alléliques sur la plateforme droplet digital PCR

(Biorad) sur 19 échantillons pris au hasard. ND : non détectée.

Echantillons Gene | Mutation | Fréquence allélique Fréquence allélique
(ddpcr) (PGM)
#a T53 R248Q 33,8% 29,7%
#b KRAS G12v 47,6% 55,7%
#e KRAS G12C 41,2% 37,3%
#d KRAS G12D 10,2% 15,0%
#e PIK3CA | E545K 6,4% 7,0%
#f PIK3CA | E545K 11,9% ND
#9 PIK3CA | E545K 4,8% 1%
#h PIK3CA | E545K 9,8% 6,9%
#i PIK3CA | E545K 20,3% 12,9%
# PIK3CA | E545K 4,6% 2%
#k PIK3CA | E545K 1,5% 3,2%
#l PIK3CA | E542K 0,7% ND
#m PIK3CA | E542K 0,9% ND
#n PIK3CA | E545K ND ND
#0 PIK3CA | E545K ND ND
#p PIK3CA | E545K ND ND
#q PIK3CA | E545K ND ND
#r PIK3CA | E545K ND ND
#s PIK3CA | E542K 69 67,1
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Figure 16. Corrélation des fréquences alléliques pour un méme échantillon en séquencage sur la plateforme

PGM et en PCR digitale sur la plateforme Biorad.

Linear regression

80 1

60 4

201 L]

ot

20 40 60 80

Allele Frequency on PGM platform

Allele Frequency on ddPCR platform

Coefficient de corrélation: 0,98; IC 95% [0,94-0,99], p<0.0001

5.3. Concordance des mutations identifiées dans la tumeur et ’ADNct.

Toutes les mutations identifiées dans I'’ADNct avaient été identifiées dans les
échantillons correspondants de tissu tumoral a I'exception d’'une mutation de novo du géne
TP53 Y220C (fréquence allélique 5%) retrouvée chez une patiente avec un cancer de 'ovaire.
Les données de séquengage de cette tumeur sur la plateforme Miseq d’illumina et de 'ADN
germinale ont confirmé I'absence de cette mutation sur le tissu tumoral ou en constitutionnel.
Le détail des mutations identifiées dans le tissu tumoral et la concordance avec le plasma sont

détaillées dans les tableaux 6 et 7.
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6. Dynamique des mutations identifiétes dans I’ADNct ou cours du
traitement.

Le séquencage de 'ADNct a été réalisé de facon longitudinale pour tous les patients
traités. Au total, 159 échantillons d’ADNCct représentant des temps différents du traitement ont

été séquencés chez les 39 patients.

Le type de mutations identifiées, leur fréquence allélique ont été corrélés avec I'évolution
clinique et I'efficacité de la thérapie évaluée de maniére conventionnelle par scanner selon les
critéres RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors).

Pour les 23 patients présentant une mutation identifiée dans ’ADNCct a l'initiation du traitement
(JO), des variations de fréquence allélique ont été observée au cours du traitement. Différents

scénarios sont décrits ci-dessous.

Les données concernant I'ensemble des patients sont présentées en annexe 4.
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6.1. Patients présentant une diminution de lafréquence alléligue des mutations dans
I’ADNCct en cours de traitement.

Patient #1.

Il s’agit d’'une femme de 76 ans traitée pour un cancer colorectal métastatique présentant dans
'’ADNCct des mutations de KRAS (G12V), TP53 (R248Q and R158fs*), APC (A1492fs15) a des
fréquences alléliques respectives de 19,9%, 9%, 16%, 15,5%.

Cette patiente a recu I'association d’un inhibiteur de PISBKCA et de MEK. Apres 63 jours de
traitement, les fréquences alléliques des mutations dans 'ADNct ont diminué jusqu’a de trés
faibles niveaux 4,1%, 2%, 1,3%, 2% respectivement, suggérant une réponse clonale.
L’évaluation scannographique a montré une stabilité des Iésions tumorales maintenue pendant
119 jours. A la progression sous traitement, les fréquences alléliques des mutations
plasmatiques ont augmenté & 18%, 5,8%, 9%, et 10%, respectivement. A I'arrét du traitement,
on a pu constater une évolution tres rapide des fréquences alléliques des mutations a 21,6%,
55,7%, 26,7%, et 56,3% respectivement.

Figure 17. Patiente #1. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations identifiées

dans I’ADNCct et évolution de la concentration totale de PADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I' ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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Patient #18.

Il s’agit d’'un patient de 53 présentant un cancer de la verge métastatique avec une mutation
tumorale de PIK3CA E545K (9,1% dans la tumeur) identifiée dans 'ADNct avec une fréquence

allélique de 4,9%.

Ce patient a recu un inhibiteur de PI3KCA et aprés 40 jours de traitement, la fréquence
allélique de la mutation PIK3CA E545K dans ’ADNCct a successivement diminué de 4,9% puis
1%. L’évaluation scannographique a montré une stabilité tumorale en critere RECIST mais
avec une cavitation des lésions pulmonaires suggérant une réponse tumorale. Apres 68 jours
de traitement, la fréquence allélique de la mutation a augmenté a nouveau a 8,7% et le patient
a progressé radiologiquement au jour 131 de traitement.

A l'arrét du traitement, la fréquence alléligue de la mutation PIK3CA E545K a rapidement

augmenté jusqu’a 18,6% malgré 'administration d’'une seconde thérapie ciblée, ciblant mTOR.

73




Figure 18. Patient #18. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations identifiées
dans ’ADNct et évolutions de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente. Evolution

des images scannographiques au cours de temps.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I’ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient regoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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Patient #23

Il s’agit d’'une femme de 40 ans traitée pour un cancer colorectal KRAS muté (G12V) traitée
par une combinaison d’un inhibiteur de MEK et de IGF1R. Cette mutation était détectée dans
le plasma a 4.4% et est devenue indétectable apres 28 jours de traitement. D’un point de vue
RECIST, la maladie était considérée comme stable. Elle est sortie de I'essai au terme de 139
jours de traitement pour toxicité sans que la mutation KRAS soit redevenue détectable dans
I'’ADNCct.

Figure 19. Patiente #23. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations

identifiées dans ’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I’ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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Patient #39

Il s’agit d’'une patiente de 38 ans traitées pour un cancer de l'ovaire a cellules claires muté
PIK3CA (N345K) et CTNNB1 (S33C). Cette patiente a été traitée avec un inhibiteur d’AKT
avec une diminution progressive de la mutation PIK3CA dans 'ADNCct de 7,8% a 3,1% apres

45 jours de traitement avec une stabilité tumorale sur le scanner.

Figure 20. Patiente #39. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations

identifiées dans I’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I'ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient regoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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En conclusion, pour ces 4 patients, une diminution de la fréquence allélique des mutations
identifiées dans 'ADNCct a été observée au cours du temps. Cette diminution était associée a
une réponse tumorale ou a une maladie considérée comme stable et donc a une efficacité de

la thérapie a I'étude. La dynamique de 'ADNct semble suggérer une réponse moléculaire.
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6.2. Patients présentant une augmentation de la fréquence allélique des mutations
dans I’ADNCct en cours de traitement.

Patient#29

Cette patiente de 58 ans présentant un cancer du sein muté TP53 a recu un inhibiteur de
MTORC1/2. La mutation TP53 dans 'ADNct a rapidement augmenté de 6,5% a 37% lors de

la progression tumorale. Le traitement a été stoppé rapidement.

Figure 21. Patiente #29. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations

identifiées dans ’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I'ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des Iésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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Patient #5

Ce patient de 65 ans traité pour un cancer colorectal muté PIK3CA, FBXW7 et TP53 a recu
un inhibiteur de PIK3CA. Les 3 mutations ont été identifiées dans 'ADNct et ont montré le
méme profil évolutif sous traitement avec une augmentation des fréquences allélique de 58 a
72%, de 46 a 60%, de 43 a 58% pour PIK3CA, FBXW?7 et TP53 respectivement apres 42 jours

de traitement. Le patient est rapidement sorti d’étude pour progression tumorale.

Figure 22. Patiente #5. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations identifiées

dans I’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I'ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des Iésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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En conclusion, pour ces 2 patients, une augmentation de la fréquence allélique des mutations
identifiées dans '’ADNCct a été observée au cours du temps. Cette augmentation était associée

a une progression tumorale et a un arrét rapide du traitement a I'étude.
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6.3. Patient présentant une évolution discordante entre la variation de la fréquence
allélique des mutations de ’ADNct et la réponse au traitement.

Deux patients ont présenté une « réponse moléculaire » et scannographique discordantes.

La patiente #6 présentait un cancer du sein métastatique osseux, pleural, péricardique et
péritonéal. La tumeur présentait une mutation PIK3CA (N1044S) et KRAS (G12S). Ces deux

mutations ont été identifiées dans '’ADNCct.

Elle a regu un inhibiteur de PIK3CA qui a permis de faire disparaitre la mutation PIK3CA de
9,1% a linitiation du traitement jusqu’a un niveau indétectable. De maniére concomitante, le
scanner a montré une aggravation de I'épanchement pleural, péricardique et de l'ascite. La

patiente est sortie rapidement de I'étude pour progression et est décédée rapidement.

Figure 23. Patiente #6. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations identifiées

dans I’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I' ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des Iésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.

Patient#6 Breast Cancer

PI3K inhibitor
201

~®— PIK3CA (N1044S)

Allele Frequency
=

cfDNA (ng/miplasma)

Days

79




Le second patient (patient #16), présentait un cancer colorectal métastatique osseux muté
KRAS (G12D), PIK3CA (Q546R) et TP53 (G244D) traité par un inhibiteur de RAF/MEK.

Aprés 29 jours de traitement, une IRM précoce réalisée en raison d'une aggravation de
douleurs dorsales a montré la majoration d’'une épidurite en regard de la vertébre T11. Le
patient est sorti d’étude pour progression tumorale. Néanmoins, le suivi des mutations dans
'ADNct a montré une diminution successive de I'ensemble des fréquences alléligues des
mutations identifiées ;: KRAS de 34,1% a 21,7%, PIK3CA de 41,3% a 19,5%, TP53 de 45,4 a
16,7%. Le marqueur tumoral ACE était lui aussi en diminution passant de 124 U/l a 82 U/l

malgré cette progression clinique.

Figure 24. Patiente #16. Variations de la fréquence allélique au cours du traitement des mutations

identifiées dans ’ADNCct et évolution de la concentration de ’ADNct au cours du traitement pour la patiente.
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6.4. Potentielle évolution clonale mise en évidence par le suivi de plusieurs
mutations dans I’ADNct au sein d’un méme échantillon.

La technologie de type séquencage permet de suivre en méme temps la présence et la
fréquence allélique de plusieurs mutations présentes au sein d’'un méme échantillon. Ainsi, la
coexistence de plusieurs mutations dans 'ADNct a été mise en évidence au sein d’'un méme
échantillon chez 10 patients.

Deux scénarios évolutifs ont été mise en évidence.

Pour les patients #5 et #26 (Figure 21), la dynamique des fréquences alléliques semblait
superposable pour les 3 mutations identifiées.

En revanche pour les patients, #1, #13 et #33, cette dynamique ne semblait pas superposable,

suggérant une possible évolution clonale disparate sous traitement.
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Figure 25. Suivi au cours du temps des fréquences alléliques d’échantillons d’ADNct avec plusieurs

mutations différentes identifiées.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I’ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.

Les patients #5 et # 26 montrent ont une évolution en parallele des différentes mutations
identifiées.
Les patients #1, #13, #33 ont une évolution différentielle des FA selon la mutation, suggérant

la présence d’une réponse clonale.
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6.5. Variations quantitative de la fréquence allélique des mutations dans ’ADNct et
réponse au traitement.

Pour les 23 patients avec une mutation identifiée au début du traitement, nous avons

corrélé la variation quantitative des fréquences alléliques avec I'évaluation RECIST.

Deux groupes ont été séparés : groupe A avec une diminution de plus de 30% de la fréquence
alléligue au cycle 2 par rapport au baseline (n=9) et groupe B (n=14) pour les patients restants.
Ce delta de 30% a été choisi par analogie aux critétres RECIST qui établissent qu’une

diminution des Iésions cibles de 30% en imagerie correspond a une réponse thérapeutique.

Le temps a progression des patients du groupe A était significativement différent : 111 jours
contre 55 jours (P=0.0165). Parmi les 9 patients du groupe A, 7 patients avaient une maladie
stable en critéere RECIST, et 2 ont progressé. Parmi les patients du groupe B, 12 ont progressé
tandis que 2 avaient une maladie stable.

Le temps médian a progression des patients ayant un déclin de fréquence allélique et les
patients ayant une stabilité en criteres RECIST étaient identiques (111 jours versus 111 jours,
p= 0.728). Le temps jusqu’a progression des patients du groupe B était similaire a ceux des
patients ayant une maladie progressive : 55 jours versus 42 jour, p= 0.35. (Tableau 9).
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Tableau 9. Temps a progression selon le delta de fréquence alléligue des mutations identifiées

I’ADNCct entre C2D1 et C1D1 (seuil de 30%) et corrélation avec I’évaluation selon les criteres RECIST.

dans

Delta de fréquence allélique
(C2D1 versus a C1D1)

AAF=-30% AAF<-30%
n 9 14
Temps a progression (médiane) 111 jours 55 jours

Evaluation RECIST apres 2 cycles

Maladie Stable

Progression

12

Temps a progression (médiane

111 jours

42 jours
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Discussion générale.

Nous avons démontré la faisabilité de lidentification d’altérations moléculaires a partir de
I’ADNct dans une série de patients adressés pour I'inclusion dans un essai thérapeutique de
phase | et porteurs de divers types tumoraux. Notre approche était un séquencage ciblé, a
partir de panel de genes commerciaux et validés au préalable. La concordance des mutations
dans ’ADNCct et le tissu tumoral était variable et nous avons par ailleurs mis en évidence des
variations dynamiques des mutations de 'ADNct au cours du traitement suggérant une

réponse moléculaire. Ces observations font de '’ADNct un biomarqueur d’intérét majeur.

1. Analyse des mutations dans ’ADNct : validité du statut de
biomarqueur.

La qualification d’un biomarqueur est un processus complexe. Cette qualification est
classiquement réalisée selon le modéle ACCE (Analytic validity, Clinical validity, Clinical utility
and associated Ethical, legal and social implications) (125).

Il doit étre mesuré avec fiabilité, précision et de facon reproductible. Ces qualités sont
regroupées dans la notion de validité analytique. On distingue aussi la validité clinique, qui est
la capacité du test a prédire de maniére précise et reproductible un sous-groupe de patients a
risque ou de prévoir une évolution clinique liée ou non a un traitement. Le niveau ultime de
qualification d’'un biomarqueur est son utilité clinique. Pour cela, on évalue la capacité du test
a améliorer le pronostique (ex: augmenter la survie), a reclassifier le risque par rapport a des
outils existant, a changer la décision médicale ou a prédire qui va bénéficier d’'une intervention

thérapeutique (126).

Le préalable nécessaire a ce modéle de validation est la maitrise des paramétres pré-
analytiques. Dans le cadre des analyses de I'ADNc, le type de tube de prélévement, les
conditions de transport, et de stockage, de centrifugation de I'échantillon impactent la qualité
et la quantité de ce biomarqueur. L’'hnomogénéisation de ces paramétres reste encore un
élément primordial & opérer. A ce titre, une initiative internationale doit étre mentionnée. Le
CANCER-ID est un consortium formé par la Innovative Medicine Initiative (IMI) et financé par

I'Union Européenne. Il regroupe 33 partenaires de 13 pays visant a établir des protocoles
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standard pour la validation clinique des biomarqueurs circulant. Il regroupe des acteurs

académiques et industriels et des compagnies pharmaceutiques (127).

La validité analytique de I'approche ADNCct est communément évalué dans les études
par la concordance entre les mutations détectées dans 'ADNCct et le tissu tumoral. A ce titre,
nous avons montré des concordances variant de 0 & 100% pour les patients entre la tumeur
et le plasma. Cette approche nécessaire est imparfaite puisque I'hétérogénéité tumorale, la
date de la biopsie par rapport a I'’échantillon sanguin testé, le stade tumoral et les
concentrations d’ADNc affectent ces parameétres. Ainsi la discordance ADNCct et tissu tumoral
peut étre expliquée aussi bien par des facteurs analytiques que biologiques. Les futures études
testant la validité analytique d’une technologie donnée basée sur 'ADNCct test devront inclure
I'évaluation d’échantillons standardisés, avec des mutations spécifiques dont la fréquence

allélique est connue.

La validité clinique de l'identification de mutations somatiques a partir de 'ADNct en
tant que biomarqueur est un processus déja avancé puisqu’un test d’identification de mutation
du gene EGFR basé sur ’ADNCct a été approuvé initialement par 'TEMA puis la FDA en 2016.
Il s’agit du test cobas® EGFR Mutation Test v2. Ce test compagnon est indiqué pour la
sélection des patients pouvant bénéficier de I'erlotinib (TARCEVA®) en cas de délétion de
I'exon 20 ou de mutation L858R ou de I'omisertinib (TAGRISSO®) en cas d’identification de
mutation T790M. |l s’agit d’'une extension d’indication de ce test déja approuvé sur tissu
tumoral. L’identification des mutations de 'EGFR dans '’ADNCct est prédictive d’'une meilleure
survie sans progression pour les patients recevant l'erlotinib par comparaison avec la
chimiothérapie. Dans le cas de l'identification de la mutation T790M, ce test n’est indiqué que
lorsqu’une biopsie tumorale n’est pas possible. Dans les 2 indications, en cas de résultat
négatif, un test de I'échantillon tumoral doit étre réalisé.

De nombreux autres essais sont en cours pour démontrer la validité clinique de I'analyse de
’ADNCct dans d’autres types tumoraux. On peut citer par exemple un essai prospectif américain
dans le cancer du sein (NCT02743910) en situation néo-adjuvante. L’'objectif est d’évaluer les
modifications de I’ADNCct en cours de chimiothérapie et de corréler la réponse compléte dite

« liquide » avec la réponse pathologique compléte histologique.

L'utilité clinique des analyses basée sur 'ADNct reste a établir. Le développement
d’essais randomisés comparant une décision thérapeutique basée sur 'ADNCct versus une

attitude standard, sont primordiaux. Plusieurs essais de ce type sont en cours.
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L'essai DYNAMIC (Circulating tumour DNA (ctDNA) analysis informing adjuvant
chemotherapy in Stage II Colon Cancer) (ACTRN12615000381583) est un essai
thérapeutique australien compare 2 stratégies d’indication de traitement adjuvant pour des
cancers du c6lon stade Il opérés. Les patients du groupe expérimental auront une détection
d’ADNCct post-opératoire et la décision de réaliser une chimiothérapie adjuvante sera fonction
de la détection ou non du biomarqueur. Le bras comparatif sera une décision de
chimiothérapie adjuvante basée sur les facteurs standards actuels. L’objectif principal est de
savoir si une décision médicale de chimiothérapie adjuvante basée sur des résultats d’ADNct
impacte le nombre de chimiothérapie réalisée en comparaison avec une attitude standard et

la survie sans récidive.

2. Analyse de I’ADNct dans divers fluides biologiques.

Nous avons analysé les mutations dans ’ADNct extrait du plasma. De fagcon intéressante
pour une patiente de cette cohorte (patiente #6), de 'ADN extrait d’'un liquide pleural a été
collecté. L'extraction d’ADNct a partir de ce liquide pleural a permis d’identifier les mémes
mutations PIK3CA (N1044S) et KRAS (G12S) présentes dans la tumeur et dans 'ADNct

(donnée non publiées).

La présence d’ADNct dans d’autres fluides biologiques tels que les urines, la salive est
une observation ancienne.
Il'y a plus de 20 ans, Zhang a identifié des fragments d’ADN issus de chromosome Y dans les
urines de patientes ayant regcu une greffe rénal d’'un donneur masculin (128). Dix ans plus tard,
le mécanisme de filtration trans-rénale de 'ADNc (clairance de 'ADNc) a été identifi€,
expliquant la présence d’ADN trans-rénal dans les urines (54). L'urine est donc une source
potentielle d’ADNct qui peut étre collectée de maniere véritablement non invasive.
Les études sont relativement peu nombreuses et les études comparatives tumeur, plasma et
urine suggeérent une bonne concordance entre ces 3 sources biologiques au sein d’'un méme
patient avec une sensibilité relativement similaire (56, 129). Une étude récente illustre la
potentialité de 'ADNCct isolé dans les urines en monitorant les mutations de 'lEGFR détectées
dans les urines de patient traités pour un cancer bronchique par osimertinib (130). Les auteurs
décrivent la présence d’'une augmentation rapide des concentrations des mutations suggérant
une apoptose massive puis une diminution des fragments mutés dans les urines. Cette étude

est 'une des premiéres réalisant ce type de suivi.
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L’obstacle principal au développement de cette approche est la concentration d’ADNc urinaire
plus faible que dans le plasma, en partie expliquées par I'activité urinaire de DNAse 100 fois
plus importante que dans le plasma (131). Ainsi, ’ADNc urinaire est aussi tres fragmenté, avec
des études réalisées chez la femme enceinte retrouvant des fragments inférieurs a 100 pdb
avec un pic a 29 pdb (55). Plusieurs études sont en néanmoins cours, notamment dans le
cadre de la surveillance de cancers bronchiques opérés (NCT02696525) ou pour la détection
de mutations des génes IDH chez des patients suivis pour des gliomes de bas grade
(NCT02597335).

Le LCR représente un autre fluide biologique potentiellement intéressant. Les travaux de
Bettegowda ont montré que de 'ADNCct était détectable dans moins de 10% des patients
atteints de gliomes avec des concentrations faibles rendant difficile une réelle application
clinigue a la différence des autres types tumoraux (44). De la méme maniére, des
concentrations trés faibles d’ADNct ont été retrouvées pour les patients présentant
uniguement des métastases cérébrales (114, 132). L’explication communément admise est la
présence de la barriere hémato-encéphalique qui géne le relargage dans le plasma des
fragments d’ADN tumoral.

Par opposition au plasma, le LCR, secrété par le plexus choroide et en contact direct avec les
cellules cérébrales incluant les cellules tumorales. Il semble relativement enrichi en ADNct
avec dans certains cas des fréquences alléliques au-dela de 50% (132-134). Les travaux les
plus récents ont montré la possibilité de détecter des mutations dans plus de 50% de patients
suivis pour un gliome, de mettre en évidence des mutations restreintes au LCR et de détecter
des effets pharmacologiques d’'une drogue comme le temozolomide par la détection de
variants nucléotidiques C>T/G>A spécifiques de la mutagenése induites par les alkylants
(133). Cette approche, certes invasive, représente une alternative intéressante. En effet, les
biopsies cérébrales sont des procédures assez lourdes, parfois génératrices d’épisodes
hémorragiques avec des conséquences fonctionnelles lourdes. L’approche diagnostique

moléculaire sur LCR pourrait présenter une balance bénéfice/risque plus favorable.
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3. Problématique des mutations dans ’ADNct avec une frequence
alléliqgue >50%.

La fréquence alléliqgue (FA) correspond a la fréquence d'un alléle donnée par rapport au
total des alléles du méme géne existant dans un pool génique. Dans 'ADNc, il correspond au

ratio entre le nombre d’alleéle mutés détecté dans 'ADNc/nombre d’allele séquencé. Cette

fréquence peut théoriguement varier de 0% a 100%, avec dans ce dernier cas la totalité des
alleles séquencés considérés comme mutés. Dans le cas de mutations somatiques portant
sur un oncogeéne, celle-ci porte classiguement sur un seul alléle et la fréquence allélique est
alors de 50%. Pour les génes suppresseurs de tumeur, il est classiguement retrouvé une
mutation sur un alléle, associée a une inactivation de l'autre alléle par des mécanismes variés
tels qu’'une mutation de l'autre alléle sur un autre site ou des régulations épigénétiques. Ainsi
la fréquence allélique d’'une mutation somatique est rarement supérieure a 50% sauf dans le

cas d’'une mutation germinale associée.

Pourtant, nous rapportons le cas de 4 patients pour lesquels les fréquences alléliques des
mutations identifiées dans 'ADNCct étaient supérieures a 50% :
- Patient # 5 : cancer colorectal avec une mutation PIK3CA E542K a une FA de 58%
- Patient # 7 : cancer colorectal avec une mutation TP53 Y234* a une FA de 57%
- Patient # 26 : cancer colorectal avec une mutation KRAS Q61H a une FA 51%
- Patient # 36: cancer colorectal avec une mutation R175H a une FA de 60%.
Dans la mesure ou '’ADNc ne comporte pas uniquement de ’ADNCct, et méme dans I'hypothése
improbable ou '’ADNCct représenterait 100% de la fraction de ’ADNc, 'ensemble des mutations

devraient avoir une FA inférieure a 50%.

Plusieurs niveaux d’explications peuvent étre avancés. Le premier est la présence dans
de la mutation dans le tissu tumoral, associée a des anomalies du nombre de copie des génes.
Si la mutation de 'oncogéne se trouve sur une région du génome elle-méme amplifiée, le ratio
allele muté/alléle normal devient trés supérieur a 1 et la FA peut étre supérieur a 50%.
Inversement, la mutation d’'un géne suppresseur de tumeur peut étre associée a une perte
d’hétérozygotie par une délétion de l'alléle non muté. Ainsi la FA d’'une mutation d’un géne
comme TP53 peut étre supérieure a 50% dans 'ADNct. C’est d’ailleurs ce que I'on peut

retrouver dans le tissu tumoral.

Tres récemment, une hématopoiéese clonale a été proposée comme une source potentielle
de résultats de séquencage faux positifs a partir de TADNc. Les premier travaux de 2014 ont
montré la présence dans les leucocytes de mutations somatiques dans plus de 10% des sujets

de plus de 65 ans sans hémopathie pré-identifiée (123). Chez 58 patients porteurs de cancers
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bronchiques, le séquencage de 'ADNCct ainsi que des leucocytes a montré que pour 2 patients
avec un mutation KRAS G12X identifiee dans I'ADNct, celle-ci était présente dans les
leucocytes (135). Sur les 108 mutations TP53 identifiées dans 'ADNc, 5 étaient présentes
dans les leucocytes de fagcon concomitante et absentes dans le tissu tumoral. Ce mécanisme
ne peut étre mis en cause pour les 4 patients avec des FA>50%, ces mutations ayant été
identifiées dans le tissu tumoral. En revanche, pour la patiente 9, avec une mutation dans
'ADNc TP53 Y220Ca une FA de 5,7%, il pourrait s’agir de ce mécanisme, cette mutation
n’ayant été retrouvée ni dans le tissu tumoral ni au niveau germinal. Ainsi, le séquencage des
leucocytes en association au séquengcage de I'ADNc pourrait devenir nécessaire,
particulierement lorsque des mutations intéressant des génes de I'hématopoiése sont

identifiées.

4. Quelles applications potentielles de ’ADNc a I’ére de 'immuno-
oncologie ?

Nous rapportons l'intérét de I'’ADNc dans le contexte du développement de thérapies
ciblant une anomalie moléculaire précise. Cette approche suppose lidentification d’'une
mutation précise pour laguelle un médicament ciblant spécifiquement I'anomalie est

développé.

Depuis les 3 dernieres années, 'immuno-oncologie s’est considérablement développée
avec la mise sur le marché de plusieurs drogues dans des indications thérapeutiques variées.
Cet essor a été possible par la mise au point d’inhibiteurs spécifiques de checkpoint ciblant la
voie PD1/PDL1 et CTLAA4. Ces nouvelles approches posent 2 problémes. L’'évaluation de la
réponse tumorale n’est pas toujours aisée avec des phénomeénes de pseudo-progression
parfois difficiles a distinguer d’'une progression ou d’une hyper-progression tumorale (108).
Dans ce contexte, TADNc représente une approche séduisante et fait 'objet de nombreux

développements.

Tout d’abord, I'analyse de I’ADNc permet la détection de la maladie résiduelle qui
correspond a une charge tumorale trés faible. Plusieurs travaux ont montré que la réponse
aux inhibiteurs de point de contréle était inversement corrélée a la masse tumorale estimée
par le niveau de LDH, la taille tumorale ou la présence de métastases hépatiques (136-140).

Ainsi, I'efficacité maximale de ces thérapies dans un contexte de masse tumorale faible ouvre
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la possibilité en situation adjuvante d’une intervention thérapeutique dans une perspective
curative. Un premier essai dans le cancer du sein triple négatif a été initi€ (NCT03145961).
Les patients, a l'issue du traitement bénéficieront d’'un screening tous les 3 mois de 'ADNCct.
En cas d’apparition ou d’augmentation de 'ADNct, les patientes seront randomisée entre une
thérapie par pembrolizumab ou une simple surveillance. L’objectif principal de cette étude est

de démontrer une diminution de '’'ADNCct chez les patientes recevant le pembrolizumab.

L’analyse de 'ADNCct permet aussi la détection de biomarqueurs prédictifs de I'efficacité

de 'immunothérapie tels que la détection de linstabilité des microsatellites ou la charge
mutationnelle. La charge mutationnelle correspond au nombre de mutations non synonymes
identifiées dans une tumeur donnée. Les seuils de définition d’une charge mutationnelle
élevée varient entre > 5 et >20 mutations par mégabases. Ces mutations augmentent
potentiellement le nombre de néoépitopes présent a la surface des cellules tumorales et ainsi
leur immunogénicité. La détection de la charge mutationnelle a partir de 'ADNct a été réalisée
initialement par une approche de séquencage du génome entier (141). Dans cette étude, la
corrélation avec le tissu tumoral était trés bonne mais il s’agit d’'une technologie couteuse et
peu compatible avec un usage en routine clinique. Des approches par séquengage ciblé sont
faisable pour déterminer la charge mutationnelle et deux études prospectives ont démontré la
corrélation entre une charge mutationnelle élevée basée sur 'ADNc et le bénéfice de
I'atezolizumab en terme de survie globale et sans progression dans des cancers bronchiques
(142). Dans ces 2 études, la charge mutationnelle élevée était définie par la détection de =216
SNVs dans 394 genes ciblés en utilisant le test FoundationACT.
L’instabilité micro satellitaire a aussi émergé comme un marqueur pan-tumeur permettant de
prédire le bénéfice des inhibiteurs de checkpoint. L’équipe de MH Stern a mis au point une
technique de ddPCR permettant une excellente concordance avec le tissu tumoral et une limite
de détection de 0.1% (143).

Le suivi de I'ADNct des patients métastatiques traités par immunothérapie permet
d’évaluer l'efficacité des traitements et pourrait permettre de stopper précocement une
thérapie inefficace. Deux travaux récents illustrent le potentiel de cette approche.

Les travaux de I'équipe de Curie ont évalué la cinétique de 'ADNc sur une série de 15 patients
traités par nivolumab ou pembrolizumab (144). Chez les 10 patients avec des mutations dans
I’ADNCct détectable lors de I'initiation du traitement, 2 patients ont eu une disparition totale de
'ADNct aprés 8 semaines de traitement avec pour ces 2 patients une réponse partielle
scannographique. Les 8 patients avec des variations plus modérées de la quantité d’ADNct

avaient une maladie stable ou progressive.
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Des observations similaires ont été faites dans une cohorte de patients traités pour un
mélanome avec des inhibiteurs de PD1 (145). Le taux de réponse était de 77% pour les
patients ayant une disparition de 'ADNct & 12 semaines versus 6% pour les patients dont
'’ADNCct restait détectable.

Par ailleurs 'ADNct semble discriminant pour définir les pseudo-progression. Dans une
cohorte de 125 patients traités pour un mélanome par anti PD1, les mutations de BRAF et
NRAS ont été suivis dans I'ADNct (142). Parmi ces patients, 29 ont progressé
radiologiquement dont 9 avaient une pseudo progression définies comme I'absence de
confirmation d’une progression radiologique lors de I'évaluation suivante. Parmi ces 9 patients,
tous avaient un profil favorable d’évolution de 'ADNCct défini comme I'absence de mutations
identifiées a baseline ou une diminution de plus de 10 fois de la fréquence allélique des

mutations.

Ces études « preuve de principe » démontrent que des modifications précoces de I'’ADNct
sont associées a la réponse a l'immunothérapie. Compte tenu des relativement faibles

effectifs, des études portant sur de plus larges cohortes sont nécessaires.
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Travaux en cours et perspectives.

Le séquencage de '’ADNCct est désormais une technologie implantée au sein de I'lCO
en routine diagnostique ainsi que dans le cadre de la recherche. En parallele, le
développement d’approche de type PCR digitale a été mis en place et notamment la détection

des mutations ESR1 dans les cancers du sein (Pr A Morel).

A mon retour au sein de I'ICO, jai rejoint I'équipe de PF Cartron dont la thématique de
recherche est I'étude des mécanismes moléculaires de méthylation/déméthylation de I'ADN et
le développement de stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses utilisant des "epidrugs".
L’objectif de notre binbme « médecin-chercheur » est désormais I'étude des variations et des
modifications épigénétiques observées dans '’ADNc dans plusieurs tumeurs types tumoraux,
au diagnostic et au cours de I'histoire naturelle de la maladie. Cette collaboration repose sur
bio collection spécifique appelée ICO-Circ dans laquelle le plasma des patients de I'ICO est
collecté au diagnostic et au cours de I'histoire naturelle de la maladie et des traitements regus.

Elle a été mise en place par mes soins depuis 2015.

Les premiers travaux ont été réalisé chez des patients porteurs de glioblastome. Le traitement
de cette tumeur au pronostic sombre, repose sur une association de radiothérapie et de
chimiothérapie par Temozolomide. |l s’agit du traitement standard qui n’a pas évolué depuis
plus de 10 ans avec des médianes de survie denviron 18 mois. Plusieurs essais
d'immunothérapie sont en cours dans cette pathologie avec des résultats discordants et de
maniére générale, le statut PD1-PDL1 comme marqueur théranostique pour les inhibiteurs de
PD1-PDL1 est imparfait. Notre hypothése de travail est que la détermination du statut de
méthylation de PDL-1 dans 'ADNc est un biomarqueur d’intérét.

Dans une cohorte de 19 patients, traités pour un glioblastome par radio-chimiothérapie, le
niveau de méthylation du promoteur de PDL1 dans ’ADNc a été déterminé par une technique
de « Methylation Sensitive Restriction Enzyme ». Cette approche utilise des enzymes de
restrictions sensible a la méthylation : quand un ilot CpG est méthylé, 'enzyme clive 'ADNc et
les produits de PCR sont abolis. Le niveau de méthylation est exprimé en pourcentage par
rapport a un témoin dont le niveau de standard est de 100%. Dans cette cohorte, 6 patients
avaient un niveau de méthylation de PDL1 considéré comme élevé (seuil 20%) et donc une
potentielle absence d’expression de PDL1. Pour les 6 patients dont la tumeur était disponible,

la corrélation méthylation PDL1 dans ’ADNCc et dans la tumeur était excellente.
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Figure 26. Niveau de méthylation du promoteur de PDL1 dans I’ADNc de patients et corrélation avec le

niveau de méthylation dans le tissu tumoral.
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Le statut PDL1 dans 'ADNc a ensuite été corrélé aux données de survie. Pour les

patients dont la méthylation de PDL1 était élevées la survie sans progression était

significativement meilleure : 11,9 mois versus 6,8 mois, p= 0,0333. La survie globale n’était

pas statistiquement différente : 14 mois versus 11,4 mois, p=0,55.
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Ce travail est en cours de révision : PD-L1 methylation in tumor and circulating tumor DNA
predicts outcome in glioblastoma patients. Arulraj Nadaradjane, Joséphine Briand, Gwenola
Bougras-Cartron, Valentine Disdero, Lisenn Lalier-Bretaudeau, Marie-Pierre Joalland, Didier
Lanoé, Francgois M Vallette, Jean-Sébastien Frenel, and Pierre-Francois Cartron. (In revision)

Le méme type d’approche est développée dans le contexte des cancers ovariens
traités par inhibiteur de PARP.
Le programme 20TEC (optimisation du traitement par olaparib au travers de considérations
épigénétiques) a été financé par un appel d’offre du canceropéle grand ouest. Dans ce
programme, toutes les patients recevant un inhibiteur de PARP dans le cadre du soin courant
ou d’'un essai thérapeutique ont une collecte de plasma jusqu’a progression. Le but de ce
programme est de développer des combinaisons de traitement avec les inhibiteurs de PARP.

A I'heure actuelle, 7 patientes sont inclues et en cours de recueil.
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Abstract

Purpose: We evaluated whether next-generation sequencing
(NGS) of circulating cell-free DNA (¢fDNA) could be used for
patient selection and as a tumor done response biomarker in
patients with advanced cancers participating in early-phase clin-
ical uials of targeted drugs.

Experimental Design: Plasma samples from patients with
known tumor mutations who completed at least two courses of
investigational targeted therapy were colleced monthly, untl
disease progression. NGS was performed sequentially on the
lon Torrent PGM platform.

Results: cfDNA was extracted from 39 patients with various
tumor types. Treatments administered targeted mainly the
PI3K-AKT-mTOR pathway (n = 28) or MEK (n = 7). Overall,
159 plasma samples were sequenced with a mean sequencing
coverage achieved of 1,685X across experiments. At trial initi-
ation (C1D1), 23 of 39 (59%) patients had at least one muta-

Introduction

Next-generation sequendng (NGS) is becoming a key tool for
molecular sereening programs in anticancer drug development
(1). The identification of patients with oncogenic driver muta-
tions provides the opportunity to use the genomic information of
individual tumors to guide the selection of rational therapeutics
in an attempt to improve the outcome of patients with advanced
cancers (2). The discovery of genomic aberrations like BRAF
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tion identified in fDNA (mean 2, range 1-5). Out of the 44
mutations identified at C1D 1, TP53, PIK3CA and KRAS were the
top 3 mutated genes identified, with 18 (41%), 9 (20%), 8
(18%) different mutations, respectively. Out of these 23
patients, 13 received a targeted drug matching their tumor
profile. For the 23 patients with cfDNA mutation at C1D1, the
monitoring of mutation allele frequency (AF) in consecutive
plasma samples during treatment with targeted drugs demon-
strated potential treatment associated clonal responses. Longi-
tudinal monitoring of (fDNA samples with multiple mutations
indicated the presence of separate clones behaving discordantly.
Molecular changes at ¢fDNA mutation level were associated
with time to disease progression by RECIST criteria.

Conclusions: Targeted NGS of ¢fDNA has potential clinical
utility to monitor the delivery of targeted therapies. Clin Cancer Res;
21(20); 4586-96. ©2015 AACR

mutations and ALK rearrangements, and the subsequent acceler-
ated development of vemurafenib or crizotinib for that targeted
patient population, is an example of such a suecessful biomarker-
driven drug development (3, 4).

However, the known spatial and temporal heterogeneity of
tumors transforms such analyses into a much more complex
challenge (5-7). Moreover, patients participating in early-phase
clinical trials form a highly heterogeneous cohort comprising a
mixture of tumor types, prior treatment exposure, and the pres-
ence of multiple sites of disease that may each be molecularly
heterogeneous. Thus, the validity of utilizing molecular charac-
terization studies of archival tumor tissue acquired at diagnosis,
often several years before, is questionable. In addition, the anal-
ysis of one wmor lesion may not provide sufficient information
on this heterogeneity, but serial biopsies and sampling multiple
lesions remain impractical.

Recent technological advances have delivered on the potential
of circulating cell-free DNA (fDNA) genotyping for the molecular
characterization of tumors (8). Proof-of-concept studies have also
shown that sequencing dDNA can reveal imponant information
on tumor-related genetic and epigenetic alterations relevant to
oncogenesis and cancer progression (9, 10), tumor heterogeneity
(11, 12), and mechanisms of response and resistance to therapy
for a given patient (13, 14). In most of the reported studies, only a
few mutations or genomic rearrangements have been interrogated
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Annexe 2. Liste des genes ciblés dans le lon Ampliseq Cancer Hotspot Panel v2.

The lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 targets

50 genes

ABL1 EGFR
AKTT FRBE?
ALK FRBB4
APC EZH2
ATM FBXW7
BRAF FGFR1
CDH1 FGFR2
CDKN2A FGFR3
CSFIR FIT3
CTNNB1 GNAT1

GNAS
GNAQ
HNFTA
HRAS
IDH1
JAKZ
JAK3
IDHZ2
KDR
KIT

KRAS
MET
MLH1T
MPL
NOTCH1
NPM1
NRAS
PDGFRA
PIK3CA
PTEN

PTPN11
RB1

RET
SMAD4
SMARCB1
SMO

SRC
STK11
TP53

VHL

Applied Biosytems™ TagMan™ Mutation Detection Assays are available for the genes listed above.

Annexe 3. Liste des genes ciblés dans le lon Ampliseq Colon and Lung Cancers panels.
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FGFR2

KRAS, EGFR, BRAF, PIKSCA, AKT1, ERBB2, PTEN, NRAS, STK11, MAP2K1, ALK,
DDR2, CTNNBT1, MET, TP53, SMAD4, FBX7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4, FGFR1, and



Annexe 4. Cinétiques de FA pour ’ensemble des patients analysés dans I’étude.

Les fréquences alléliques de chacune des mutations dans I'ADNct sont représentées sur I'axe gauche en ordonnée.
La somme des lésions cibles sur le scanner est représentée sur I'axe droit des ordonnées.
SD : Stable Disease ou maladie stable. PD : Progressive disease ou progression tumorale.
Le carré coloré représente la période pendant laquelle le patient recoit le traitement ciblé. Le second graphe décrit

I'évolution des concentrations d’ADNct au cours du traitement.
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Evaluation de ’ADN tumoral circulant (ADNct) comme biomarqueur de

réponse aux thérapies ciblées développées en phase précoce en oncologie

Serial next-generation sequencing of circulating cell-free DNA evaluating tumor clone
response to molecularly targeted early phase drug administration.

Résumé

De 'ADN libre circulant (ADNc) dérivant de la tumeur peut étre
isolé dans le plasma des patients présentant un cancer. Cet
ADNc tumoral (ADNct) permet un acces indirect a la tumeur
puisqu’il porte les méme caractéristiques génétiques et
épigénétiques et représente une biopsie liquide. Nous avons
évalué lintérét du séquencage ciblé de I'ADNct comme
biomarqueur de réponse a des thérapies ciblées développées
en phase précoce en oncologie. Dans la premiere partie de ce
travail, nous avons évalué les mutations identifiables par
séquengage de 'ADNct d’'une cohorte de 39 patients recevant
un traitement anti-cancéreux dans le cadre dun essai
thérapeutique de phase I. Un total de 157 échantillons de
plasma a été séquencé avec une couverture moyenne de 1685x.
A l'initiation du traitement, 23 des 39 patients (59%) avaient au
moins une mutation identifiable dans I’ADNct. Parmi les 44
mutations identifiées, TP53, PIK3CA et KRAS étaient les genes
les plus fréquemment mutés avec des fréquences de 41%, 20%
et 18% respectivement. Dans un second temps, 'ADNc des
patients ayant des mutations identifiees a été collecté et
séquencés tous les mois au cours du traitement jusqu’a
progression. Parmi les 23 patients, 13 ont recu une thérapie
ciblant directement 'anomalie moléculaire identifiée. Le suivi
longitudinal des mutations identifié¢es dans I'ADNct et la
dynamique des fréquences alléliques pendant le traitement a
mis en évidence des variations associées a la réponse
thérapeutique. Par ailleurs, pour les patients présentant
plusieurs mutations identifiées dans un méme échantillon
d’ADNct, le suivi de ces mutations a mis en évidence la
présence de clones évoluant de maniére discordante au cours
du traitement. Les variations quantitatives des fréquences
alléligues des mutations dans I'ADNct étaient associées au
temps jusqu'a progression sous traitement. L’ADNct est un
biomarqueur d'intérét pour le développement des thérapies
ciblées en oncologie fait I'objet de nombreux développement en
oncologie qui seront discutés dans ce travail.

Mots clés : ADN circulant tumoral, ADNct, biomarqueur,
essai de phase précoce
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Abstract

Circulating cell free DNA (ccDNA) deriving from tumor can be
isolated in plasma of cancer patients. This circulating tumor
DNA (ctDNA) shared the same genetics and epigenetics
characteristics with the tumor and represents virtually a liquid
biopsy. We evaluated whether targeted next-generation
sequencing (NGS) of circulating tumor DNA (ctDNA) could be
used for patient selection and as a tumor clone response
biomarker in 39 patients with advanced cancers participating in
early-phase clinical trials of targeted drugs. Overall, 159 plasma
samples were sequenced with a mean sequencing coverage
achieved of 1,685X across experiments. At trial initiation
(C1D1), 23 of 39 (59%) patients had at least one mutation
identified in cfDNA. Out of the 44 mutations identified at C1D1,
TP53, PIK3CA and KRAS were the top three mutated genes
identified, with 18 (41%), nine (20%), eight (18%) different
mutations, respectively. In the second part of this work, we
performed sequential NGS of ctDNA for the 23 patients with
cfDNA mutation identified at C1D1. The monitoring of mutation
allele frequency (AF) in consecutive plasma samples during
treatment with targeted drugs demonstrated potential treatment
associated clonal responses. Longitudinal monitoring of cfDNA
samples with multiple mutations indicated the presence of
separate clones behaving discordantly. Molecular changes at
cfDNA mutation level were associated with time to disease
progression. Targeted NGS of ctDNA has potential clinical utility
to monitor the delivery of targeted therapies and future
directions are discussed.

Key Words : circulating tumor DNA, ctDNA, biomarker,
early phase clinical trials



