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Résumé en francais

Les carcinomes épidermoides de la téte et du cou (CETC) sont la septiéme cause de cancer
dans le monde. En situation de récidive et/ou métastatique, le pronostic des patients est
sombre avec une médiane de survie d’une année en 1’absence de traitement. Le cetuximab, un
anticorps monoclonal ciblant ’EGFR, est la seule thérapie ciblée approuvée dont ’efficacité
en monothérapie reste marginale en 1’absence de biomarqueurs disponibles.
Les altérations (épi)génétiques qui s’accumulent diversement dans les cellules malignes
génerent des sous-clones évoluant dans des niches géographiques distinctes (a 1'origine d'une
hétérogénéité intra-tumorale spatiale) et dont I’importance relative évolue au cours du temps
sous la pression de sélection naturelle et thérapeutique (a 1'origine d'une hétérogénéité intra-
tumorale temporale). Les études disponibles dans les CETC s’accordent sur I’omniprésence
d’une hétérogénéité génétique intra-tumorale dont I’importance semble corréler a une
diminution de la survie globale et a une augmentation du risque d’évolution métastatique. Ces
données établies majoritairement sur I’analyse d’une seule biopsie sous-estiment la part

d’hétérogénéité spatiale et temporale d’une tumeur.

Les objectifs de cette thése étaient les suivants : (i) caractériser 1’hétérogénéité génétique
spatiale des CETC localisés, (ii) caractériser I’hétérogénéité temporale qui émerge au cours de
la récidive tumorale représentée par I’ADN tumoral circulant (ctDNA) et sous thérapie ciblée
et (ii1) préciser la valeur pronostique de 1I’hétérogénéité intra-tumorale spatiale dans les CETC
localisés et d’une maladie résiduelle minimale basée sur la détection du ctDNA dans les

CETC opérés.

Nous avons validé la faisabilité d'un séquengage multirégional du génome et du transcriptome
d’une tumeur primitive guidé par I’annotation spatiale de ses régions histologiquement peu et
bien différenciées. Un score d’hétérogénéité pathologique était calculé pour chaque patient
corrélant significativement a des profils d’expression différentielle de geénes impliqués dans
les voies de signalisation de la jonction cellulaire. Nous avons rapporté une hétérogénéité
génomique chez 37% des patients suivis pour un CETC localisé. Nous montrons que la
présence d’une hétérogénéité spatiale a des implications théranostiques puisque 32% d'entre
eux auraient bénéficié d’une thérapie ciblée différente suivant la région tumorale biopsiée.
L’analyse comparée des génomes des tumeurs primitives et des ctDNA prélevés de fagon
répétée a conforté 1’existence d’une hétérogénéité spatiale chez 14% des patients suivis pour

un CETC initialement localisé et a montré 1’émergence de nouvelles mutations au cours du



temps dans 43% des cas. Les mutations détectées dans le plasma et impliquées dans
I’hétérogénéité intra-tumorale étaient pour la plupart actionnables suggérant I’applicabilité du
ctDNA a la médecine de précision. Nous montrons que le ctDNA est un biomarqueur de
maladie résiduelle minimale dont la détection postopératoire correle a une augmentation du

risque de récidive.

Nos travaux ont identifi¢ des biomarqueurs pharmacodynamiques de 1’activité de 1’afatinib
(un inhibiteur de tyrosine kinase pan-HER) administré en préopératoire dans des CETC
localisés. Ces biomarqueurs étaient définis au niveau cellulaire par des changements de la
composition du micro-environnement tumoral en lymphocytes B et au niveau moléculaire par

I’activité de la voie de signalisation NF-kB.

En définitive, les travaux menés dans le cadre de cette thése ont permis de caractériser
I’importance de I’hétérogénéité génétique qui existe dans des CETC localisés et émergeant au
cours de la progression tumorale et sous traitement, d'en appréhender l'impact en termes de
médecine de précision et d’en préciser les déterminants moléculaires et cellulaires

concourants a ’identification de nouveaux biomarqueurs tissulaires et circulants.
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1 Premiere partie

1.1 Déterminants de ’hétérogénéité génétique intra-tumorale

1.1.1 Approche historique de I’évolution et de I’hétérogénéité du cancer

La théorie de I'évolution suggeére que toutes les especes vivantes sont en perpétuelle
transformation et subissent au fil du temps et des générations des modifications morphologiques
comme génétiques. Ce concept a été présenté par Charles Darwin en 1859 dans son ouvrage
L’origine des especes. Depuis, il a bouleversé la biologie en fournissant la piéce clé pour
expliquer I’instabilité et les variations du vivant. Selon sa théorie, I'évolution peut permettre sur
des échelles de temps plus ou moins longues l'apparition de nouvelles espéces comme la
disparition d'autres a travers différents phénomenes dont la sélection naturelle, ’hérédité et la
variation.

En partant du constat qu’une tumeur est hétérogéne, Peter Nowell a émis 1’hypothese que le
développement du cancer est €galement un phénomene évolutif soumis a des principes
darwiniens ou des clones cellulaires avantagés sont sélectionnés (Figure 1.1-1)'. Lorsque Bert
Vogelstein décrit en 1990 la succession des mutations nécessaires pour engendrer un cancer
colorectal, il procéde a la traduction en termes génétique de 1’évolution?. En somme, un cancer

constitué est le résultat d’une pluralité de causes® :

- Des altérations génétiques aléatoires ;

- L’action déterministe de la sélection naturelle. Elle procéde au tri des meilleurs
génotypes sur la base de leur phénotype. Cette participation différentielle des génotypes
modifie la fréquence des mutations et va donc faire évoluer la structure génétique des
cellules cancéreuses au fil des générations® ;

- Une dérive génétique aléatoire. Elle contribue a 1’évolution des cellules cancéreuses en
rapport avec des éveénements aléatoires indépendants des mutations et de la sélection

naturelle.
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Figure 1.1-1 Mod¢le d’expansion clonale dans les hémopathies et les cancers solides.

D’aprés Nowell'.

L’ hétérogénéité qui existe dans une tumeur est familiére au pathologiste. Sous le microscope,
les cellules malignes se caractérisent par une diversité morphologique et une variabilité
d’expression de marqueurs moléculaires®. La question que posent ces observations est : cette
hétérogénéité refléte-t-elle la capacité des cellules a s’engager partiellement dans un processus
de différenciation, ou traduit-elle la présence de sous-populations différant par leurs altérations
génétiques et épigénétiques ? Grace aux progres de la génomique, en particulier des techniques
de séquencage massivement parallele (NGS), I’existence d’une hétérogénéité génétique intra-
tumorale a pu étre mise en évidence confortant une vision évolutive du cancer®.

Les mutations qui s’accumulent diversement dans les cellules combinées au processus continu
de sélection donnent naissance a des populations génétiquement distinctes (ou clones), chacune
avec sa propre distribution topographique a 1’origine d’une hétérogénéité spatiale’. Une
tumeur peut alors étre pergcue comme un ensemble dynamique de populations cellulaires en voie
de transformation ou déja transformée dont une population numériquement majoritaire
correspondant a celle en phase de dominance clonale. Leur proportion relative varie au cours

du temps a I’origine d’une hétérogénéité temporale. L hétérogénéité génétique intra-tumorale



est finalement faconnée par un équilibre dynamique entre les sous-clones, I’environnement

tissulaire, la pression thérapeutique et la sélection naturelle.

1.1.2 Approche réductionniste du cancer

L’approche réductionniste attribue I’émergence d’une tumeur et son évolution aux mutations’.
Cette émergence est la conséquence d’altérations de I’ADN dans une cellule primordiale
(variations ponctuelles et structurelles du génome, modifications de 1’épigénome) lui conférant
un avantage compétitif en termes de survie et de prolifération dans un environnement donné.
Ces mutations ont un effet oncogénique (également appelé driver). A opposé, d’autres
mutations ont un effet neutre (c’est a dire ni positif, ni délétére) sur la cellule!'®!!,

Les mutations présentes dans toutes les cellules tumorales sont clonales. Lorsqu’elles sont
présentes dans une fraction des cellules tumorales, elles sont sous-clonales!?. Cette diversité
génétique et son évolution au cours du temps sont a 1’origine de I’hétérogénéité génétique intra-
tumorale gouvernée par les caractéristiques de la cellule primordiale, la nature des genes altérés,

le micro-environnement tumoral et la pression thérapeutique.

1.1.3 Complexité de I’évolution et de I’hétérogénéité intra-tumorale

Dans une vision darwinienne de I’évolution, le cancer évolue en accumulant aléatoirement des
mutations et en sélectionnant les cellules qui se multiplient le plus rapidement dans un
environnement donné (Figure 1.1-2)!*!%. Dans le modéle de Nowell, I’évolution est aléatoire et
gouvernée par la sélection naturelle. Dans le mod¢le de Vogelstein, la transformation maligne
oriente 1’évolution'.

Des données récentes de NGS viennent compléter ces modeles historiques et enrichir notre
compréhension de 1’hétérogénéité génétique intra-tumorale'. Ces données soulignent le role
des mutations neutres (non triées par la sélection naturelle), des événements catastrophiques et

des contraintes évolutives.
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Figure 1.1-2 Modele d’évolution darwinienne du cancer.

(a) Au cours de I’évolution, des clones cellulaires dotés d un avantage sélectif's’expandent dans
la tumeur primitive (écosystéme 1), dans la métastases (écosystémes 2 et 4) et sous la pression
thérapeutique (écosystéme 4). La sélection naturelle conduit a I’extinction des clones moins
avantagés créant une hétérogénéité intra-tumorale. (b) Paralléle avec 1’évolution ramifiée
rapportée par Darwin en 1837. CIS, carcinome in situ ; THX, thérapeutique. D’apres Greaves

et Maley'“.

1.1.4 Evolution ramifiée ou linéaire, contraintes et interactions clonales

Les mutations qui s’accumulent diversement dans les cellules malignes sont a I’origine de sous-
clones. Certains d’entre eux peuvent avoir un avantage compétitif sur les autres, d’autres pas.
Ceux qui ont un avantage compétitif peuvent le perdre a 1’occasion d’un nouvel éveénement.
Les effets de I’accumulation de mutations dans les cellules ne sont donc pas linéaires et peuvent
conduire au développement de ramifications (ou embranchements) entre les sous-clones a
’origine d’une hétérogénéité génétique intra-tumorale (Figure 1.1-3A)!7. Ce modéle évolutif a
été rapporté dans les travaux fondateurs de 1’équipe de Charles Swanton dans le cancer du rein

a cellules claires (cRCC)’.



On oppose classiquement le modele ramifié au modele linéaire ou des sous-clones émergents
s’expandent rapidement et remplacent successivement des clones préalablement fixés (clonal
sweep) créant une architecture clonale uniforme (Figure 1.1-3B). Cette évolution est surtout
rapportée dans les hémopathies malignes!®-2°

de VHL?'.

et dans les cRCC liés a des mutations germinales

La réalité biologique n’est pas toujours aussi nuancée. Au cours de 1’évolution linéaire, une
tumeur continue d’accumuler des mutations apres I’étape de fixation clonale. Des branchements
peuvent donc apparaitre en dépit de I’uniformité apparente??.

Cette hétérogénéité intra-tumorale est également faconnée par des contraintes qui prennent la
forme d’une évolution convergente ou parallele. La convergence est définie par la présence de
mutations affectant des geénes ou des voies oncogéniques similaires dans des tumeurs
synchrones non héritées d’un ancétre commun (Figure 1.1-3C). Dans une étude portant sur des
cRCC héréditaires, les mutations dans des tumeurs synchrones concourraient a I’activation de
la voie PI3K-Akt-mTOR suggérant une évolution convergente?!. L’évolution paralléle est
définie par la présence de mutations affectant des genes ou des voies oncogéniques similaires
dans plusieurs sous-clones (Figure 1.1-3D)?*4,

L’interaction entre les sous-clones ajoute enfin un niveau de complexité supplémentaire a notre
compréhension de I’hétérogénéité intra-tumorale. Cette interaction peut consister en une
coopération pour laquelle des clones minoritaires favorisent I’expansion de clones plus
agressifs (Figure 1.1-3E)*26, Cette coopération clonale a été rapportée au cours de la
progression métastatique ou différents sous-clones essaiment ensemble au méme endroit
(Figure 1.1-3H)?". Cette interaction peut inversement consister en une interférence ot un clone
dominant géne 1’expansion d’un clone minoritaire (Figure 1.1-3E). Dans ce dernier cas, la
contrainte sur le clone minoritaire sera levée a I’occasion d’un traitement dirigé contre le clone
dominant, d’une modification du micro-environnement tumoral, ou d’une dissémination

métastatique?®?°.

1.1.5 Evolution neutre

L’évolution neutre est définie par I’absence de sélection (Figure 1.1-31). Les données de NGS
dans le cancer colorectal ont jeté les bases de ce concept de neutralité®®. L’analyse comparée de
biopsies réalisées en deux endroits éloignés géographiquement a permis d’identifier des sous-
clones similaires suggérant leur apparition précoce dans I’histoire naturelle du cancer. Les

cellules ont pu migrer sur de courtes distances au sein de la masse primordiale. Leur éclatement



d’un bout a l'autre de la tumeur a été secondairement amplifié par la croissance tumorale
(modéle en Big Bang). La prévalence d’un clone est alors prédite par son timing plutot que par
un avantage génotypique. Ce modele évolutif a pu étre rapporté dans les cancers du col de
’utérus ainsi que dans des cancers urothéliaux et pulmonaires?!

La neutralit¢é n’est pas constante au cours de I’évolution. La sélection peut venir la
contrebalancer au moment de I’émergence du cancer (sélection de la cellule primordiale) ou

sous la pression de sélection thérapeutique??
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Figure 1.1-3 Complexité des modeles évolutifs.

Figure adaptée de Venkatesan et Swanton'®

1.1.6 Ponctualisme et macroévolution

Dans la conception darwinienne du cancer, 1’accumulation de mutations est graduelle et les
changements qui opérent dans les cellules sont lents et réguliers (gradualisme). Le ponctualisme
désigne au contraire un changement radical de phénotype conférant un avantage sélectif

possiblement relié a un événement moléculaire catastrophique®>33. Ces événements peuvent



consister en des phénoménes de doublement du génome’*, des tempétes mutationnelles au
voisinage des réarrangements génomiques (kataegis)*, des cassures chromosomiques brutales
suivies de réarrangements aléatoires a 1’échelle d’un chromosome (chromothripsie)®® et des
réarrangements en chaine de segments chromosomiques impliquant plusieurs chromosomes
(chromoplexie)*”. Sous ces conditions, le développement du cancer serait un compromis entre
de longues périodes d’équilibre mutationnel et des bonds évolutifs succédant a un événement
moléculaire driver comme cela a été rapporté dans les cancers du sein triple négatifs®®. Ces
phénomenes macro-évolutifs représentent un tournant pronostic dans le cancer bronchique non
a petites cellules (CBNPC)*, le gliome* et le cRCC*!.

En raison de son mode de reproduction clonale, une tumeur se développe a la maniére d’un
organisme asexué. Quand une mutation déléteére apparait, la tumeur a peu de chances de s’en
débarrasser. Or, les phénoménes macro-évolutifs impliquent I’occurrence d’événements
catastrophiques potentiellement déléteres incluant des pertes d’hétérozygotie (LOH) sur de
larges fragments du génome. Un phénomene adaptatif récurrent réside dans le doublement du
génome®**2, La mise a disposition d’alléles sauvages additionnels permet a la cellule maligne

de mieux tolérer les LOH impliquant des génes essentiels a sa survie et a sa prolifération®.

1.1.7 Limites des modéles évolutifs et illusion de la clonalité

Un cancer est souvent réduit a un modele évolutif. En réalité, son histoire naturelle est
déterminée par une succession de processus évolutifs (Figure 1.1-4)?2. Des biais peuvent
¢galement en limiter la perception en raison de I’existence d’une I’hétérogénéité spatiale et
temporale. Une seule biopsie capture 1’architecture clonale en un seul endroit et en un seul
instant exposant au risque d’illusion de clonalité (Figure 1.1-5)%. Si la tumeur est prélevée au
décours de la fixation d’un clone dominant 1’évolution apparait linéaire alors qu’elle est
ramifiée I’instant d’avant.

Une approche innovante de 1’évolution consisterait a récapituler les contributions relatives de
ses déterminants (incluant les mutations, la sélection naturelle et la dérive génétique) pour

pouvoir générer un index évolutif du cancer**.
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Figure 1.1-4 Un cancer est déterminé par une succession de processus évolutifs.
Le diagramme de Miiller récapitule des évolutions linéaires, ramifiées, ponctuées et neutres.
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Figure 1.1-5 Illusion de la clonalité.



Un événement moléculaire driver initie I’expansion d’un clone fondateur (1) qui se ramifie a
mesure que des mutations s’accumulent diversement dans les cellules (2). Une biopsie au repére
(1) permet de capturer le clone fondateur. Une biopsie au repére (2) renvoie une illusion de
clonalité en raison de 1’hétérogénéité intra-tumorale spatiale et temporale. D’apres Alizadeh et

al®

1.1.8 Mutations

1.1.8.1 Instabilité génétique

Les mutations sont les déterminants aléatoires de 1’évolution et de I’hétérogénéité génétique
intra-tumorale. Elles engendrent la diversité génétique sans laquelle la sélection ne pourrait
avoir lieu.

La probabilité d’apparition d’une mutation ponctuelle dans une population cellulaire va
dépendre du taux de mutation a chaque génération, de la taille de la population et de la durée
d’évolution. Les cellules cancéreuses sont caractérisées par une instabilité génétique a I’origine
d’un taux de mutation particuliérement élevé (10 variants/paires de bases/génération) en
comparaison d’une cellule normale (10 variants/paires de base/génération)*>*. A cette
accumulation de mutations ponctuelles s’ajoutent des événements génétiques catastrophiques
qui affectent de larges segments du génome (chromothripsie, chromoplexie et LOH).

Cette instabilité génétique est la conséquence d’anomalies dans les voies de réparation et de
réplication de PADN*"#., Cette propriété acquise trés tot au cours du développement tumoral
est un hallmark du cancer’®®!. L’instabilité génétique équipe la cellule tumorale du potentiel
pour tolérer d’autres altérations génétiques (incluant des événements catastrophiques) et pour
évoluer et s’adapter a un écosystéme particulier’®. En augmentant les chances de diversification
sous-clonale, I’instabilité génétique est un puissant contributeur de I’hétérogénéité génétique

intra-tumorale??,
1.1.8.2 Hallmarks d’instabilité génétique
L’instabilité génétique est a ’origine d’un taux élevé de mutations ponctuelles®>, de

réarrangements chromosomiques>® et de variations de nombre de copies (CNV)>¢>7 propageant

une diversité génétique importante parmi les sous-clones.



11 existe plusieurs types de variants répertoriés selon la taille du génome qu’ils affectent. Les
variants ponctuels sont des substitutions (SNV) ou des insertions/délétions (InDel) n’affectant
qu’un seul nucléotide ou un petit nombre de nucléotides. Les variants ponctuels peuvent
modifier la région codante d’une protéine conduisant a une perte de fonction (cas des mutations
dans des genes suppresseurs de tumeurs) ou un gain de fonction (cas des mutations dans des
oncogenes).

Les variants structuraux sont des variations qui affectent une grande région génique ou
chromosomique impliquant des segments d’ADN ayant généralement une taille plus grande

que 1 kilobase>®%, I en existe plusieurs types :

- Les CNV sont des séquences supérieures a 1 kilobase surnuméraires ou déficitaires
comparativement au génome de référence en raison d’une duplication ou d’une
délétion®! ;

- Les inversions sont des réarrangements chromosomiques ou un segment d’ADN est
inversé par rapport au reste du chromosome ;

- Les translocations sont des réarrangements chromosomiques affectant un ou plusieurs
chromosome(s) en lien avec le déplacement d’un fragment de chromosome plus ou
moins long ;

- Les insertions correspondent a 1’introduction d’une séquence endogéne mobile ou

exogene virale.

Les CNV peuvent affecter une grande proportion du génome®2. Ces événements copy number
sont la conséquence d’une instabilité chromosomique et impliquent un gain ou une perte d’un
chromosome entier ou d’un segment de chromosome (aneuploidie)®. L’instabilité
chromosomique est la conséquence d’une accumulation d’erreurs au cours de la mitose ou
durant la réplication ou la réparation de I’ ADN®*64,

Au-dela de I’instabilité chromosomique, une aneuploidie peut étre la conséquence d’une
anomalie isolée durant la mitose ou la conséquence d’un événement génétique catastrophique®.
Les implications en termes d’hétérogénéité génétique sont considérables. L’instabilité
chromosomique propage une diversité de génomes aneuploides parmi les sous-clones alors que

I’aneuploidie est circonscrite a un seul sous-clone en cas d’anomalie isolée®-7,

1.1.9 Sélection
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L’avantage sélectif conféré par un génotype a une cellule est défini par le nombre de progénies
viables et fertiles que produit en moyenne chaque cellule de ce génotype a la génération
suivante.

Une sélection positive opére sur des cellules dotées d’un avantage compétitif en termes de
survie et de prolifération et une capacité a échapper aux contraintes imposées par le micro-
environnement tissulaire (définissant des hallmarks du cancer). La sélection négative conduit
inversement a ’élimination des cellules portant des mutations délétéres ou neutres. Par
exemple, certaines mutations ponctuelles produisent des néoantigénes exprimés a la surface des
cellules reconnus par I'immunité anti-tumorale. La détection de ces mutations immunogenes
permet d’ailleurs de prédire I’efficacité de I’immunothérapie®.

L’effet de la sélection sur I’hétérogénéité intra-tumorale est inversement proportionnelle a la
taille de la tumeur*®%®. Un sous-clone émergent sera moins représenté dans une tumeur a un

stade avancé que dans une tumeur a un stade précoce.

1.1.9.1 Sélection des clones métastatiques

La sélection qui opere au cours de I’évolution métastatique faconne I’hétérogénéité entre la
tumeur primitive et ses métastases (Figure 1.1-6). Le mod¢le linéaire de sélection clonale
prévoit que la compétence métastatique est acquise durant 1’accumulation successive
d’altérations génétiques indépendantes par un sous-clone minoritaire d’apparition tardive’. Les
cellules métastatiques emportent la majorité des mutations identifiées dans la tumeur primitive
et I’hétérogénéité entre la tumeur primitive et ses métastases est faible. Ce modele ne permet
pas d’expliquer 1’évolution métastatique dans certains cancers ou la dissémination des cellules
tumorales semble opérer beaucoup plus tot dans I’histoire naturelle’!2.

Le modele de dissémination précoce prévoit que la capacité a disséminer n’est pas acquise de
novo mais résulterait de la réactivation d’un programme génétique utilisé lors de
I’embryogenése (la transition épithélio-mésenchymateuse)’?>~7°. L’analyse comparée des
génomes de tumeurs primitives, de métastases et des cellules tumorales circulantes conforte le
modele de dissémination précoce suivie d’une accumulation paralleéle de nouvelles mutations
dans la tumeur primitive a I’origine d’une hétérogénéité plus importante entre la tumeur

primitive et ses métastases’®.
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Figure 1.1-6 Mod¢le linéaire et dissémination précoce des métastases.

D’aprés Hubert et Abastado””.

1.1.9.2 Sélection des clones sous traitement

La pression thérapeutique faconne I’hétérogénéité génétique intra-tumorale en réduisant
partiellement’®” voire complétement®®3! la part de diversité génétique entre les sous-clones.
Les sous-clones sensibles sont ¢éliminés réduisant la masse tumorale avec un bénéfice apparent
important alors qu’en méme temps les sous-clones résistants sont sélectionnés. Mais cette
évolution sous traitement n’est pas une régle. La pression thérapeutique peut au contraire
accroitre I’hétérogénéité apparente d’une tumeur en perturbant les interactions entre les sous-

clones comme cela a été montré dans la leucémie lymphoide chronique?.

1.1.10 Déterminants non génétiques de I’hétérogénéité intra-tumorale

1.1.10.1 Micro-environnement tumoral

Les mutations qui s’accumulent diversement dans les cellules sont insuffisantes pour permettre

I’émergence d’une tumeur®>%3, Une participation de I’environnement tissulaire a été suggéré

par I’observation que I’incidence des cancers augmente uniformément au-dela de 50 ans
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indépendamment de la cellule d’origine ou de I’exposition a des agents mutagénes®*5>.
L’environnement tissulaire peut longtemps contenir 1’expansion d’un clone malin et son
vieillissement va avoir pour effet de relacher le controle immunitaire des cellules mutées®.
L’hétérogénéité est perceptible au niveau du micro-environnement tumoral a travers une variété
de réponses adaptatives aux agents mutagénes et de charges mutationnelles®’%%. Cette
hétérogénéité est également la conséquence de la capacit¢é du micro-environnement a
sélectionner des cellules malignes sur des criteres physiques de densité cellulaire et
d’accessibilité aux ressources nécessaires au métabolisme. Elle est fagonnée dans les métastases
par la sélection de cellules souches cancéreuses dotées de propriétés d’auto-renouvellement et
capables de reproduire la composition clonale d’une tumeur®®*°.

L’effet oncogénique, neutre ou délétere d’une mutation varie en fonction du tissu dans lequel
elle opére??. Dans les syndromes de prédisposition génétique au cancer, des mutations présentes
dans toutes les cellules de I’organisme et hautement pénétrantes prédisposent invariablement a

des tumeurs circonscrites au systéme nerveux (neurofibromatose)®!, aux tissus mous et osseux

syndrome de Li-Fraumeni)®? et aux glandes mammaires (mutation germinale de BRCA1/2)%.
y g g

1.1.10.2 Plasticité cellulaire

La plasticité cellulaire est définit par un changement adaptatif des propriétés biologiques d’une
cellule sans modification de son génotype en réponse a un stress du micro-environnement ou
une pression thérapeutique®®. Ce processus met en ceuvre des changements a la fois
réversibles et dynamiques au niveau épigénétique et transcriptionnel différents des mutations®’.
Cette plasticité peut conduire a 1’émergence (rapide et transitoire) de phénotypes cellulaires
distincts dans une population de cellules portant un génome identique contribuant a
I’hétérogénéité intra-tumorale®®®®. La réactivation d’un programme génétique utilisé lors de
I’embryogenése (appelé transition épithélio-mésenchymateuse) en est un exemple classique!®.
La transition mésenchymateuse réprime 1’adhérence intercellulaire, provoque la sécrétion de
métalloprotéases matricielles et induit un phénotype motile dans un délai court compatible avec
la dissémination précoce des métastases’’4101,

Cette plasticité cellulaire a ét¢é montrée in vivo dans des modeles PDX (Patient-Derived

Xenografts) de mélanome par le développement de mécanismes de résistance indépendamment

des mutations a I’encontre des inhibiteurs de la voie MAP kinase!%2,
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1.2 Méthodes de caractérisation de I’hétérogénéité intra-tumorale
1.2.1 Principe de la déconvolution clonale

Le génome tumoral (ou plus exactement les différences entre les génomes des cellules
malignes) est une fenétre sur les événements moléculaires ancestraux et les liens de parenté
phylogénétique entre les cellules. Les mutations sont des étiquettes qui permettent de suivre
I’évolution clonale d’une tumeur et d’en appréhender I’hétérogénéité génétique intra-tumorale
(Figure 1.2-1A). Ces mutations peuvent étre caractérisées par des approches de NGS sur un
prélévement tissulaire entier (bulk sequencing) ou sur des cellules individuelles??.

En séquencant le tissu, la détection de mutations présentes dans le pool d’ADN est possible
jusqu’a un certain seuil fixé par la profondeur de séquengage mais I’information relative a la
co-occurrence des mutations (phasing) est perdue (Figure 1.2-1B). Le séquencage des cellules
individuelles permet de reconstituer les lignées cellulaires avec une résolution parfaite des

évenements moléculaires accumulés au cours de 1’évolution (Figure 1.2-1C).
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Figure 1.2-1 Séquencage des tissus ou des cellules individuelles.

14



(A) Les mutations sont des étiguettes qui s’accumulent dans les cellules au cours des divisions.
(B) Les mutations rares et les co-occurrences (phasing) sont manquées par les approches de
bulk sequencing. (C) En séquencant individuellement les cellules, la résolution des événements

moléculaires est parfaite. D’aprés Williams et al.?

Des clusters mutationnels représentant les sous-clones qui composent une tumeur peuvent étre
individualisés par des méthodes de déconvolution clonale en utilisant la fréquence allélique des
mutations (VAF). Les clusters sont ensuite ordonnés le long d’un arbre phylogénétique
retragant les événements moléculaires ancestraux présents dans toutes les cellules tumorales
(tronc de I’arbre) et les liens de parenté entre les sous-clones (branches de I’arbre). Sa
construction est basée sur des principes phylogénétiques. Sa justesse dépend étroitement de la
nature du séquencgage des tissus (unique ou multirégional) ou des cellules individuelles. La
lecture d’un arbre phylogénétique permet finalement d’appréhender I’hétérogénéité génétique
intra-tumorale au niveau spatial et temporal comme cela a été montré historiquement dans les
cRCC.

Une biopsie solide est composée d’un mélange de cellules normales et de cellules malignes
(Figure 1.2-2A). Chaque mutation est présente dans une fraction de cellules tumorales (CCF)
qui peut étre estimée a partir des VAF, du profil de CNV et de la cellularité tumorale. Les
mutations partageant des CCF similaires sont finalement poolées en clusters. Cette étape est
rendue possible par I'utilisation d’algorithmes de clustering. La Figure 1.2-2B illustre 1’espace
de représentation des CCF ou une mutation clonale présente dans 100% des cellules tumorales
apparait dans un cluster au repére 1.0. Les mutation sous-clonales présentes dans 33% et 17%

des cellules tumorales clustérisent différentiellement aux reperes 0.33 et 0.17.
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H \‘\ Cellule non tumorale mutations mutations
s (immunitaire, stromale, fibroblaste...)
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Biopsie tumorale

Figure 1.2-2 Déconvolution clonale des données de bulk sequencing.
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(A) Une biopsie tumorale est composée de cellules normales et de cellules tumorales mutées.
(B) Les CCF des mutations sont estimées en utilisant les données de fréquences alléliques, de
profils de CNV et de cellularité tumorale. Des clusters mutationnels sont générés en poolant les

mutations qui partagent des CCF similaires. Figure adaptée de S.C. Dentro et al.'*

1.2.2 Estimation des fractions mutationnelles

Nous détaillons la méthode utilisée par la plupart des algorithmes bioinformatiques pour la
déconvolution clonale en utilisant les données de bulk sequencing'®*1%. Cette étape de
déconvolution clonale est un préalable indispensable a I’inférence des liens de parenté
phylogénétique entre les sous-clones et a la caractérisation de 1’hétérogénéité génétique intra-
tumorale.

La déconvolution clonale utilise les CCF observées bien que des événements moléculaires sous-
clonaux puissent biaiser leurs estimations®®. Considérons le cas d’une mutation clonale présente
dans toutes les cellules de la tumeur. Un éveénement sous-clonal de type CNV a pour
conséquence la perte de la mutation dans quelques cellules. La CCF observée pour cette
mutation est inférieure a 1 alors qu’en réalité la mutation est clonale (la CCF phylogénétique
est égale a 1).

L’estimation des CCF commence avec I’analyse des données ¢lémentaires de séquencage (les
reads) pour la recherche de variants. Les reads sont successivement filtrés, alignés contre le
génome de référence puis parcourus position par position pour identifier des différences par
rapport a la séquence de référence dans I’étape d’appel de variants. La proportion de reads

contenant un variant donné est la VAF. Etant donné une mutation ponctuelle i ou Tmut,i €t Tref,i

désignent respectivement les reads mutés et de référence, VAF; est donnée par :

VAF, = —muti__ €))
Tmut,i T Tref,i

La VAF varie en fonction des CNV comme illustré dans la Figure 1.2-3. Quatre VAF sont
mesurées dans un échantillon composé de 80% de cellules tumorales. Un variant ponctuel est
clonal en (1) et tombe dans une région du génome diploide. Le variant est sous-clonal en (2) et
tombe dans une région diploide. Les variants (1) et (2) sont directement comparables pour
I’inférence clonale car la cellularité tumorale et les nombres de copies sont similaires. Le variant
est clonal en (3) et apparait avant une délétion sous-clonale de son alléle sauvage. Sa VAF s’en

trouve mécaniquement augmentée. Le variant est clonal en (4) et apparait avant un gain sous-

16



clonal de I’allele mutée. Bien que les mutations (1), (3) et (4) soient clonales, les VAFs sont

toutes différentes.

I Génome de référence

1 2 3 4
[ I | ] [ H i H
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Figure 1.2-3 Variation des VAF en fonction des CNV et de la cellularité tumorale.

Figure adaptée de S.C Dentro ef al.'%

Nous voyons avec cet exemple que ’inférence clonale est liée au nombre de copies des
mutations dans le génome tumoral, également appelé multiplicité. Nous considérons par la suite
un variant ponctuel i. En ajustant la fréquence allélique a la cellularité tumorale et au profil de
CNV, nous pouvons calculer approximativement un nombre de copies u; (les outils d’appels

de CNV n’ayant pas la résolution du nucléotide) li¢ a la multiplicité m; par 1’équation :
u; = CCFimi (2)

Considérons les propriétés de u;. Sous I’hypothese de clonalité, CCF; = 1 et u; > 1 puisque la
multiplicité est un entier naturel non nul. Sous I’hypothése de sous-clonalité¢, CCF; < 1 par
définition, et u; < 1. En faisant abstraction des CNV sous-clonaux, nous pouvons dire que la
mutation est portée par une seule copie, tel que m; = 1. Des assertions précédentes, il découle
que :

(upu; =1
mi_{l,ul-<1 3
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Autrement dit, une mutation est clonale si le nombre de copies observé dans 1’échantillon est
supérieur a 1. La mutation est sous-clonale dans le cas contraire et sa multiplicité vaut 1. Nous
pouvons alors calculer u; a partir de la fréquence allélique VAF; ajustée a la cellularité
tumorale p et aux profils de CNV au locus i dans les cellules tumorales n, ; et dans les

cellules normales n,, ; :

1
u; =VAF, E[ pne ; +@A —piny,; ] 4)

Nous pouvons enfin estimer la prévalence de la mutation (CP) dans I’échantillon tumoral :
CP, = CCF,p (5)

1.2.3 Utilisation des variants ponctuels pour la déconvolution clonale

Les CCF sont des estimations basées sur des VAF dont la précision varie avec la profondeur de
séquencage. Les clusters mutationnels établis sur ces estimations sont également variables et
dispersés sur I’espace de représentation des CCF (Figure 1.2-2B). Il est donc nécessaire de
prendre en compte cette part d’incertitude dans I’inférence de la composition clonale d’une
tumeur pour pouvoir appréhender son hétérogénéité génétique.

Le nombre de reads mutés r; observé dans un séquengage peut étre vu comme une réalisation
d’une loi binomiale de parametres 7y, ; (le nombre total de reads couvrant le locus i) et p; (la

probabilité d’observer un read muté) tel que :

1;~Bin(T1or,i, Di) (6)

Dans I’équation (6), Bin est la loi binomiale et la notation X ~D signifie que la variable aléatoire
X se distribue selon la loi D. Le paramétre p; n’est pas connu a priori et dépend de la fréquence
allélique attendue {; sous I’hypothése de clonalité et de la vraie proportion de cellules tumorales

m; portant la mutation :

pi = {;m; @)

Le parametre {; peut étre estimé a partir de la cellularité tumorale et du profil de CNV. Une
estimation de r permet de distribuer les clusters mutationnels sur I’espace de représentation des
CCF. La procédure est basée sur le processus de Dirichlet (DP) qui permet de s’affranchir de la

connaissance a priori d’un nombre de clusters 2%-33104.106,107,
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Le DP est un processus aléatoire dont les réalisations discrétes sont des probabilités. Ce
processus produit une loi a priori permettant de décrire une infinité de proportions observables
d’un mélange.

Etant donné un set mesurable S, une distribution de base H et un paramétre d’échelle positif a,
DP(a, H) est un processus de Dirichlet dont les réalisations sont des probabilités sur S. Pour

toute partition finie et mesurable de S notée {B;}- :
si X~DP(a, H), (8)
alors (X(By), ..., X(By))~Dir(aH(B,), ..., aH(B,)) 9)

Dans 1’équation (7), Dir est la loi de Dirichlet. Pour I’illustrer, nous avons simulé des
réalisations sur une partition {B;}/=; en spécifiant n = 1000 et B;~N(0,10) pour différentes
valeurs de a comprises entre 1 et 1000 (Algorithme 1.2-1). On remarquera qu’une valeur élevée
de a favorise 1’apparition d’un grand nombre de clusters différents et que la distribution tend

vers H a mesure que a augmente.
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# La distribution de base G _0 est la loi normale centrée réduite
G_0 <- function(n) rnorm(n, 0, 1)
n <- 1000
par (mfrow=c(1,4))
# Nous simulons un processus de Dirichlet selon différents paramétres d'échelle
sur une partition finie et mesurable de G 0
for (¢ in c(1, 10, 100,1000)){
b <- rbeta(n, 1, c)
p <- numeric(n)
pll] <- b[1]
pl[2:n] <- sapply(2:n, function(i) b[i] * prod(l - b[l:(i-1)]))
y<-round(G_0(n),3)
theta <- sample(y, prob = p, replace = TRUE)
plot(table(theta)/100, col="Gray", main=paste("alpha =",c),xlab="x",ylab="Probab

ility")
}
alpha =1 alpha =10 alpha =100 alpha = 1000
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© - o
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-2.265 -0.404 1.557 -1.795 0.023 1.4 -2.464 -0.21 1.76 -3.398 -09 13
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Algorithme 1.2-1 Plusieurs réalisations d'un processus de Dirichlet selon différents parameétres

d'échelle a pour une distribution de base normale centrée réduite.

La composition clonale illustrée dans la Figure 1.2-2B est une distribution de proportions = =
{my, ..., m;} sur D’espace de représentation des CCF (loi a priori du mélange). Chaque
observation a I’intérieur d’un cluster est une CCF 8, dont la distribution de base P, est supposée
connue. Nous pouvons produire une estimation de m a partir de P, et d’un parametre d’échelle

a .
n~DP(aP,) (10)
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Dans I’équation (9), DP est le processus de Dirichlet. Cette approche permet d’estimer un
nombre approprié de clusters, de CCF correspondantes ainsi que le nombre de mutations dans
chaque cluster. En répétant le processus, les proportions mg, assignées itérativement a une
(possible) infinité de clusters convergent jusqu’a estimation de 7.

Etant donné une composition clonale X, une loi a posteriori P(m|X) peut étre inférée & partir

de la loi a priori et de la vraisemblance P (X|m) en utilisant le théoréme de Laplace-Bayes :
Pr(m|X) «< Pr(X|m)Pr(m) (11)

1.2.4 Utilisation des CNV pour la déconvolution clonale

1.2.4.1 Etude des déséquilibres alléliques

L’étude des profils de CNV est indispensable pour pouvoir estimer les CCF!%. La plupart des
outils bioinformatiques effectuant 1’appel des CNV se focalisent sur les déséquilibres de
nombre de copies entre les alléles maternelles et paternelles!®®!13, Une analyse restreinte aux
loci alléliques (allelic copy number) présente plusieurs avantages par rapport a 1’étude d’un
grand nombre de loci (fotal copy number). Elle permet d’identifier des LOH a copie neutre,
c’est-a-dire des pertes d’alléles sauvages associées aux gains d’alleéles mutées. Elle produit
¢galement une estimation plus précise de la cellularité tumorale et de la ploidie.

La Figure 1.2-4 illustre une LOH a copie neutre appréhendée selon deux méthodes (fotal copy
number et allelic copy number). Les profils de CNV sont établis en segmentant le génome sur
des valeurs constantes de log ratio (total copy number) ou de log odds ratio (allelic copy
number). Les ratios sont calculés entre la tumeur et le tissu sain. Le profil de log ratio (Figure
1.2-4A) est plat alors que le profil de log odds ratio (Figure 1.2-4B) identifie deux segments 2-
0 et 2-1 (ou le premier entier désigne le nombre total de copie(s) d’une région génomique et
I’entier en deuxiéme position désigne le plus petit nombre de copie(s) de la région génomique).

Le segment 2-1 est une LOH a copie neutre sur le bras court du chromosome 6.
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Figure 1.2-4 Profils de CNV illustrant une LOH a copie neutre.
Les profils sont rendus a partir d’analyses total copy number (A) et allelic copy number (B) de
données de whole-exome sequencing (bras court du chromosome 6) d’un adénocarcinome

bronchique. La segmentation identifie une LOH a copie neutre. D’aprés Shen et Seshan!’?,

L’¢étude des polymorphismes nucléotidiques (SNP) est particulierement utile pour I’étude des
CNV. Les déséquilibres alléliques sont appréhendés par les SNP hétérozygotes au niveau
germinal. Etant donné un nombre de copies ny; (alléle A) et ng; (allele B), la fréquence de

I’allele B (BAF) est donnée par :

n "
BAF; = — 2% (12)

EnI’absence de déséquilibre allélique, BAF =~ 0.5 (Figure 1.2-5A). Toute déviation de la valeur
0.5 signale un événement somatique de type CNV. Un gain clonal de ’allele A aura pour
conséquence une séparation des BAF ou 2/3 des copies du génome sont portées par 1’allele A
et 1/3 par I’allele B (Figure 1.2-5B). L’estimation des BAF est ¢galement fonction de la
cellularit¢ tumorale et de la profondeur de séquencage. En prenant en compte la cellularité

tumorale p et en posant :
{nA't,nB,t} = nombre de copies dans les cellules tumorale

{nA,n, nB,n} = nombre de copies dans les cellules normales
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Nous pouvons réécrire 1’équation (12) de la fagon suivante :

png: + 1- p)nB,n
p(nar+npg)+ (1 —p)(ngpn +ngn)

BAF,; = (13)
En augmentant la contamination de la biopsie de 35% (cellules normales), I’effet du gain clonal
est atténu¢ (Figure 1.2-5C). En diminuant la profondeur de séquengage de 100x a 40x, la
dispersion des BAF augmente ce qui a pour effet de diminuer la sensibilité de détection des
évenements allelic copy number (Figure 1.2-5D).

La BAF est fonction du caracteére clonal ou sous-clonal du CNV. L’effet du gain allélique est
atténué lorsqu’il est sous-clonal et cette atténuation augmente a mesure que la clonalité diminue
(Figure 1.2-5E-F).

Les BAF rapportées dans la Figure 1.2-5 sont établies sur un intervalle génomique court et y
sont constantes. Une segmentation peut apparaitre sur un intervalle génomique plus large
permettant d’appréhender le caractére clonal ou sous-clonal des CNV. Chaque segment
correspond a un état copy number observé potentiellement différent d’une valeur théorique
obtenu sous I’hypothése de clonalité. Pour I’illustrer, considérons une fréquence allélique
observée hy correspondant a un gain sous-clonal 3-1. h; est le résultat d’une combinaison
d’états copy number 2-1 et 3-1 provenant d’un mélange de cellules normales diploides et
tumorales muté€es et non mutees. Nous observons que hy dévie d’une fréquence théorique 71.]:
attendue si le gain est clonal. Un segment est alors considéré sous-clonal si cette déviation est

statistiquement significative.
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Figure 1.2-5 Variation des BAF selon différentes variables.
L’¢état d’équilibre allélique est montré (A). Les variables testées incluent des CNV (B), la
cellularité tumorale (C), la profondeur de séquencage (D) et la sous-clonalité des CNV (E-F).

D’aprés Dentro et al.'%?

1.2.4.2 Déconvolution clonale avec FACETS

Les SNP hétérozygotes sont dispersés dans le génome et présentent une grande variabilité inter-
individuelle pouvant conduire a une perte de 1’information copy number. Une solution consiste
a implémenter les données de séquencage des SNP homozygotes et hétérozygotes dans un
méme pipeline bioinformatique comme cela a été proposé par certains auteurs (FACETS,
Fraction and Allele-Specific Copy Number Estimates from Tumor Sequencing)'!>.

Les ratios tumeur/tissu sain sont calculés pour tous les SNP homozygotes et hétérozygotes
(logR, log ratio) et pour les SNP hétérozygotes uniquement (logOR, log odds ratio) permettant
I’analyse combinée total copy number et allelic copy number respectivement (Figure 1.2-6A).
La segmentation du génome par région de méme profil copy number identifie des clusters
génotypiques diploides 2-1 et aneuploides 1-0, 3-1 et 4-1 (Figure 1.2-6B-C). Les parameétres

estimés logR et logOR d’un segment peuvent s’exprimer en fonction du nombre de copies
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d’allele maternelle m, d’alléle paternelle p et de la CCF ¢. Les courbes récapitulant différentes
combinaisons d’états copy number et de CCF sont représentées dans la Figure 1.2-6D. Elles
divergent a mesure que la CCF augmente.

Nous nous intéressons ensuite a quelques points remarquables des courbes de logR et logOR
(Figure 1.2-6D). Les états d’équilibre allélique 4-2 et 6-3 correspondent a une valeur nulle de
logOR et une valeur de logR strictement positive. Les LOH a copie neutre correspondent a une
valeur nulle de logR et & une valeur strictement positive de log2OR. Les délétions homozygotes
0-0 (non représentées sur la Figure 1.2-6D) correspondent a un état d’équilibre allélique pour
lequel logOR prend une valeur nulle et logR une valeur strictement négative. En exploitant les
propriétés de logR et logOR, il devient possible d’estimer les états copy number des segments
et les CCF correspondantes. Les distributions de logR et logOR sont modélisées respectivement
par une loi normale et une loi du khi-deux prenant en compte la part d’incertitude liée aux

estimations.
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Figure 1.2-6 Workflow des analyses FACETS.

(A) Analyses total copy number (logR) et allelic copy number (10gOR) en utilisant les SNP
homozygotes et hétérozygotes au niveau germinal. (B) Segmentation du génome par valeurs
similaires de logR et logOR. (C) Clustering des segments du génome par profils de CNV

similaires. (D) Modélisation de logR (abscisse) et log?OR (ordonnée) pour différentes
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combinaisons d’allele maternelle m, paternelle p et de CCF ¢. Figure adaptée de Shen et

Seshan!!3,

Un exemple de sortie de logiciel FACETS est présenté dans la Figure 1.2-7. Les données de
séquencage whole-exome d’un cancer du rein chromophobe de la cohorte du TCGA (The
Cancer Genome Atlas) ont été utilisées''*. L’axe correspondant a la valeur nulle de logR (en
ordonnée) est la médiane des segments génomiques et matérialise la ploidie de I’échantillon.
La médiane est décalée vers le bas par rapport a un état diploide 2-1 indiquant que le génome
est globalement hypodiploide (ploidie inférée a 1.6). L explication réside dans les nombreuses
pertes clonales de chromosomes entiers (signature des cancers du rein chromophobe). Nous
observons également des monosomies sous-clonales. Les segments correspondant ne s’alignent
pas avec les CNV clonaux. En utilisant les valeurs observées de logR et logOR pour chaque
segment, les CCF ¢, ont pu étre estimées.

La déconvolution clonale (Figure 1.2-8) individualise trois clusters aux repéres ¢, = 0.89
capturant les monosomies clonales en {1,2,6,10,13,17,21}, (}5\2 = 0.76 capturant une
monosomie sous-clonale du 11 et ¢; = 0.65 capturant les monosomies sous-clonales en

{18,22} d’apparition plus tardive dans I’évolution.
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Figure 1.2-7 Sortie de logiciel FACETS.

Les résultats sont rendus sur des analyses de SNP homozygotes et hétérozygotes au niveau
germinal. Les données générées proviennent du séquencage whole-exome d’un cancer du rein
chromophobe. De haut en bas : analyses total copy number (log ratio), allelic copy number (log
odds ratio) et profils de CNV des segments génomiques récapitulant le nombre total de copies
et le plus petit nombre de copie par segment. La CCF inférée est également rapportée et souligne

la présence de CNV sous-clonaux. D’aprés Shen et Seshan!!3,
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Figure 1.2-8 Densité de Kernel des CCF.

Les CCF correspondent a des événements de type CNV et ont été estimées par FACETS en
utilisant de données de séquengage whole exome d’un cancer du rein chromophobe. Les CCF
représentent des événements clonaux (repere 0.89) et des événements sous-clonaux plus tardifs

(repéres 0.76 et 0.65). D’aprés Shen et Seshan!!?,

1.2.5 Principes phylogénétiques appliqués a la déconvolution clonale

La phylogénie moléculaire est I’étude des liens de parenté entre des séquences de nucléotides
ou d’acides aminés. Ces liens de parenté peuvent ¢galement étre étudiés a 1’échelle des clones
et des sous-clones tumoraux''>. Les principes phylogénétiques exposent que la somme des CCF
de deux clusters mutationnels dépendants (c’est-a-dire présents sur la méme branche de ’arbre
phylogénétique) est supérieure a 100% (pigeonhole principle) et qu’une progénie a toujours
une CCF inférieure a celle de son ancétre (crossing rule).

L’interprétation conjointe des mutations permet de résoudre les problémes de topologie
phylogénétique®>1?* en identifiant des mutations qui ne peuvent pas apparaitre en méme temps
dans une cellule (une mutation allélique et une délétion sous-clonale par exemple). Lorsque
deux mutations proches sont sur un méme read il devient possible d’affirmer leur appartenance
a une méme lignée cellulaire (Figure 1.2-9A). Les lignées cellulaires sont divergentes lorsque
les mutations proches sont capturées par des reads indépendants (Figure 1.2-9B).

Les CNV peuvent étre interprétés conjointement aux mutations ponctuelles pour inférer la
chronologie des événements moléculaires en comparant la fréquence des mutations dans des

régions amplifiées du génome aux fréquences théoriques d’un génome diploide!!S. Il a pu étre
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montré dans les cancers du sein que les aberrations chromosomiques sont des événements

continus mais non ancestraux

110

. Une autre étude pan-cancer a rapporté que les délétions

homozygotes de génes suppresseurs de tumeur sont des événements précoces contrairement a

’instabilité génétique plus tardive dans I’évolution!!’. Une déviation des valeurs de VAF

permet enfin d’identifier des CNV sous-clonaux (Figure 1.2-9C-F).
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Figure 1.2-9 Principes phylogénétiques.
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La figure illustre des reads (séquencage en paired-end) alignés sur un génome de référence (A-

D). Les densités de Kernel des conjonctures (C) et (D) sont rapportées respectivement en (E) et

(F). Figure adaptée de Dentro et al.!%

L’annotation parentale des SNP hétérozygotes permet de préciser 1’origine des déséquilibres

alléliques sous la forme de profils en miroir (Figure 1.2-10A)*°. L’identification de CNV ne

partageant pas la méme origine parentale est utile pour I’inférence clonale (Figure 1.2-10B). Ce

déséquilibre allélique particulier est un marqueur d’instabilité chromosomique et d’évolution

parallele (Figure 1.2-10C).
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A Mirrored Subclonal Allelic Imbalance B BAF Profile in a Single Tumor Sample
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Figure 1.2-10 Déséquilibre allélique en miroir et inférence clonale.

(A) Calcul des BAF au niveau des SNP hétérozygotes au niveau germinal. L’annotation des
SNP permet de préciser I’origine parentale d’un CNV. R1 et R2 sont deux régions distinctes
séquencées d’'un CBNPC. (B) Profils de BAF obtenus dans plusieurs régions d’une tumeur (R1-
7) et une région germinale (GL). (C) Arbres phylogénétiques de cinqg CBNPC. Les déséquilibres
alléliques en miroir individualisent des sous-clones et identifient des évolutions paralleles.

D’aprés Jamal-Hanjani et al.*®

1.2.6 Apport des préléevements multiples pour appréhender I’hétérogénéité tumorale

En routine clinique, une biopsie tumorale est le plus souvent réalisée en un seul endroit de la
tumeur primitive au site le plus accessible et n’est pas répétée. Le geste est souvent morbide en
raison de la localisation anatomique de la tumeur (par exemple, a proximité de gros vaisseaux),
de la nécessité d’une anesthésie générale et des douleurs associées a la procédure. Les données
de séquencage obtenues a partir d’une seule biopsie sous-estiment 1’hétérogénéité spatiale et
temporale d’une tumeur contrairement au séquencage de prélévements multiples (c’est-a-dire
de plusieurs régions €loignées géographiquement dans une tumeur primitive, des ganglions

régionaux et des métastases a distance)”!18119,
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Les approches de séquencage multirégional permettent de mieux appréhender 1’architecture
clonale d’une tumeur (sa composition clonale et les liens de parenté entre les sous-clones) pour

103 Premiérement, un seul prélévement tumoral ne permet pas de séparer deux

plusieurs raisons
clusters mutationnels de méme CCF. Si les CCF différent dans un autre prélévement, les deux
sous-clones peuvent étre individualisés. Deuxiémement, lorsque les CCF sont faibles, les sous-
clones peuvent étre positionnés en plusieurs endroits de I’arbre phylogénétique. Par exemple,
I’identification de deux clusters mutationnels a 50% et 40% peut amener différentes conclusions
dans lesquelles les clusters pourront étre indépendants (car la somme des CCF est inférieure a
100% d’apres la régle du pigeonhole) ou le cluster a 40% pourra descendre du cluster a 50%.
En appliquant la régle du pigeonhole sur plusieurs prélévements, les topologies convergent vers
une solution. Troisiémement, les prélévements multiples permettent de rattraper un sous-clone
indétectable voire absent d’un prélévement et détectable dans un autre prélévement a la faveur
d’une augmentation de la cellularité tumorale ou de sa CCF.

L’approche de séquengage multirégional est utilisée dans les études TRACERx (Tracking
Cancer Evolution Through Therapy) dont I’objectif principal est de caractériser la valeur

pronostique de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale dans plusieurs sous-types tumoraux :

- Cohorte CBNPC (TRACERx Lung, https://clinicaltrials.gov/study/NCT01888601)
- Cohorte cRCC (TRACERx Renal, https://clinicaltrials.gov/study/NCT03226886)

L’hétérogénéité intra-tumorale y est étudiée sous I’angle de I’évolution. Cette étude est rendue
possible en utilisant des cohortes prospectives de biobanking récapitulant I’histoire naturelle de
la tumeur a différents timepoints (au moment de la chirurgie a visée curative, a la progression

métastatique, a la progression tumorale sous traitement et en post mortem).

1.2.6.1 Travaux fondateurs sur les cancers du rein a cellules claires

Les approches de séquencage multirégional ont permis de démontrer historiquement 1’existence
d’une hétérogénéité génétique intra-tumorale sous la forme d’une évolution ramifiée des sous-
clones. Les travaux fondateurs de 1’équipe de Charles Swanton ont porté sur quatre patients
atteints de cRCC’. Un séquengage whole-exome a d’abord été réalisé chez un premier patient
d’emblée métastatique incluant le séquengage multirégional de la tumeur primitive, des
métastases synchrones et de la picce de néphrectomie avant et aprés exposition a I’everolimus
(un inhibiteur de tyrosine kinase dirigé contre mTOR, Figure 1.2-11A). Les mutations

ponctuelles détectées pouvaient étre communes aux régions séquencées (ubiquitaires),
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partagées entre plusieurs régions ou exclusives (Figure 1.2-11B). Au total, 69% des mutations
ponctuelles retrouvées dans la piece de néphrectomie étaient hétérogénes entre les régions.

Les liens de parenté phylogénétique ont ensuite été inférés en appliquant une méthode
d’ordonnancement clonal'® révélant une évolution ramifiée plutdt que linéaire (Figure
1.2-11C). Une région (R4) partageait des mutations avec la tumeur primitive et les métastases
indiquant la coexistence de plusieurs sous-clones ancestraux (dont dérivent R4a et R4b). Ce
constat était appuyé par 1’identification d’une population cellulaire tétraploide dans R4 et dans
une région métastatique M2b (correspondant aux deux pics subtétraploides) suggérant que M2b

et un sous-clone de R4 appartenaient a une méme lignée cellulaire (Figure 1.2-11D).
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Figure 1.2-11 Workflow des analyses sur I’hétérogénéité génétique par séquencage

multirégional dans le cancer du rein a cellules claires.
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(A) Plusieurs prélévements d’un cRCC sont réalisés chez un patient avant (PreM et PreP) et
apres traitement systémique incluant plusieurs régions tumorales de la piece de néphrectomie
(R1 a R9) et des métastases (M1, M2a-b). (B) Distribution régionale de 101 mutations
ponctuelles et de 32 InDel identifiées par s€quengage whole-exome. Les mutations validées en
Sanger sont annotées en violet et les mutations non validées en orange. (C) Liens de parenté
phylogénétique entre les régions tumorales. R4a et R4b sont des sous-clones de R4. Les
mutations driver sont annotées a proximité de leur branche respective. (D) Distribution
régionale des profils aneuploides. Les autres régions (non figurées) sont diploides. DI, DNA
Index (la quantité relative d’ADN en comparaison d’un génome diploide). D’apres Gerlinger et

al’

Ce modele évolutif a été¢ confirmé chez un deuxiéme patient métastatique en appliquant la
méme méthode approche de séquengage multirégional du génome (Figure 1.2-12). Les
mutations ponctuelles étaient hétérogeénes entre les régions de la piece de néphrectomie dans
63% des cas. Les analyses de ploidie et de déséquilibre allélique menées sur ces quatre patients

ont confirmé une importante hétérogénéité de I’aneuploidie.
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Figure 1.2-12 Hétérogénéité génétique d’un cancer du rein a cellules claires.
(A) Distribution régionale des mutations a travers différentes régions de la tumeur primitive
(R1-9) et d’une métastase hépatique (M). Les mutations validées en Sanger sont annotées en

violet et les mutations non validées en orange. (B) Liens de parenté phylogénétique entre les
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régions tumorales. Les mutations driver sont annotées a proximité de leur branche respective.

D’aprés Gerlinger et al.”

1.2.6.2 Approche de séquencage multirégional dans TRACERx Lung

Les analyses de séquencgage whole-exome chez les 100 premiers patients de TRACERx Lung
ont été réalisées sur 327 régions tumorales correspondant a trois régions en valeur médiane
(intervalle, 2-8) par patient®®. L’estimation des CCF a permis de classer les mutations
ponctuelles et les CNV en altérations clonales et sous-clonales. L’hétérogénéité génétique intra-
tumorale était omniprésente dans ces tumeurs avec respectivement 30% (intervalle, 0.5-93%)
et 48% (intervalle, 0.3-88%) des mutations ponctuelles et des CNV classées sous-clonales
soulignant la présence d’une instabilit¢é génomique et chromosomique. Le séquencage
multirégional du génome offrait une meilleure résolution de I’hétérogénéité génétique intra-
tumorale en reclassant 76% des mutations étiquetées clonales sur un seul prélévement en
mutations sous-clonales.

Les clusters mutationnels ont été secondairement établis pour chaque région tumorale et
incorporés dans un arbre phylogénétique annoté pour les événements driver et les signatures
mutationnelles (Figure 1.2-13). L’interprétation phylogénique a ainsi révélé que des mutations
driver de TP53, KRAS, et EGFR étaient clonales et précédaient un événement de doublement
du génome. Des mutations sous-clonales plus tardives dans 1’évolution ont pu étre observées
dans PIK3CA et dans des geénes de la régulation épigénétique.

Le séquencage d’un seul prélevement tumoral ne produit qu’une mesure statique de la
complexité chromosomique appréhendée par la fraction de génome tumoral affectée par des
CNV (wGIl, weighted Genome Instability Index)'*°. L’approche de séquengage multirégional
permet de souligner la nature dynamique de 1’instabilité chromosomique et d’identifier les
mécanismes par lesquels I’instabilité chromosomique crée de I’hétérogénéité génétique intra-
tumorale. Un mécanisme impliquant une évolution parallele des sous-clones a pu étre identifié
en exploitant les déséquilibres alléliques en miroir (Figure 1.2-10). L’instabilité
chromosomique peut également créer une hétérogénéité mutationnelle par la perte de segments
de chromosome portant des mutations clonales. Ainsi, 13% (intervalle, 0-56%) des mutations

sous-clonales identifiées dans une tumeur sont le résultat de CNV sous-clonaux.
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Figure 1.2-13 Workflow des analyses de déconvolution clonale et d’inférence phylogénétique
par séquengage multirégional dans TRACERx Lung.

(A) En utilisant les données de séquencgage whole-exome multirégional, il est possible de définir
des clusters mutationnels pour chaque région séquencée (R1-4). Un cluster mutationnel clonal
présent dans I’ensemble des régions tumorales est ancestral (présent dans le tronc de 1’arbre
phylogénétique). Les clusters mutationnels sous-clonaux partagés par plusieurs régions
tumorales ou exclusifs sont portés par les branches. Les CCF intra-régionales de chaque cluster
sont utilisées pour ’inférence phylogénétique. Les arbres sont finalement annotés pour les

événements driver et les signatures mutationnelles. Figure adaptée de Jamal-Hanjani et al.*°

1.2.6.3 Approche de séquencage multirégional dans TRACERx Renal

Les analyses de NGS ciblé sur 101 patients de la cohorte TRACERx Renal (premiére analyse
intermédiaire) ont été réalisées sur 1 206 régions tumorales correspondant a sept régions
(intervalle, 3-75 régions) par tumeur*!. La détection des variants ponctuels et des CNV affectant
des génes driver était supérieure a celle rapporté par des études de séquencage utilisant une
seule biopsie!?!~123, Cette différence s’expliquait par une meilleure détection des événements
sous-clonaux (Figure 1.2-14).

D’autres équipes ont utilisé cette approche de séquencage multirégional confirmant
l'omniprésence de 1'hétérogénéité génétique intra-tumorale dans un certain nombre de
localisations tumorales incluant le thorax!'!'>124) les glandes mammaires!?>!?°) le systéme
nerveux central'27-128 et I’appareil digestif>*!%°.

Pour conclure, mentionnons que des algorithmes bioinformatiques utilisés pour la
déconvolution clonale sur prélévement unique peuvent étre utilis€és pour des analyses sur
prélévements multiples incluant PyClone!®, SciClone!® et CloneHD!'!2, Une méthode
automatisée pour l’inférence phylogénétique et la construction des arbres est également
disponible dans PhyloSub!?? et une version augmentée est disponible de maniére a incorporer

les mutations ponctuelles aux données de CNV dans PhyloWGS!%,
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Figure 1.2-14 Analyse comparée des mutations ponctuelles et des CNV dans les cancers du rein
a cellules claires selon différentes études incluant TRACERx Renal.

(A) Caractérisation des fréquences mutationnelles de 14 geénes driver rapportées dans
TRACERXx Renal (séquengage multirégional) et dans trois cohortes (TCGA KIRC!?2, Sato et
al.?! et Scelo et al.'*® basées sur le séquencage d’une seule biopsie). Les mutations sous-
clonales sont figurées en bleu pale. (B) Fréquence des CNV dans TRACERx Renal. Les CNV
driver sont également indiqués par région génomique. Les événements sous-clonaux sont
figurés par des couleurs pales. Les pointillés indiquent les fréquences observées dans la cohorte

TCGA KIRC. Figure adaptée de Turajlic et al.*!

1.2.7 Séquencage sur cellules individuelles

Le perfectionnement des méthodes de NGS permet aujourd’hui d’envisager la lecture du
génome d'une seule cellule (SCA) grace notamment a la mise au point de systémes
d’amplification du génome entier qui assurent une représentation équilibrée des séquences
présentes dans 1’échantillon de départ!°. Cette amplification est cependant limitée par des biais
techniques de représentation du génome (défaut de couverture, pertes alléliques)!®! et de
détection de mutations ponctuelles!32,

L’approche de SCA a été utilisée dans un premier temps pour évaluer les profils de CNV moins
sujet aux biais techniques. Différentes améliorations méthodologiques permettent aujourd’hui
d’accéder aux mutations ponctuelles et de poser la question de I’hétérogénéité a ce niveau!33134,
La résolution cellulaire de la technique permet d’appréhender des sous-clones sous le seuil de
détection des approches de bulk sequencing et s’affranchit de 1’étape de déconvolution
clonale?.

L’ hétérogénéité intra-tumorale et les liens de parenté phylogénétique peuvent étre appréhendés

en utilisant les données de séquencage de SCA. Le SCA décrit les lignées cellulaires avec une
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résolution parfaite en quantifiant I’abondance de tous les variants et en identifiant les co-
occurrences des mutations. Pour I’illustrer, nous nous appuyons sur les travaux fondateurs
menés par les équipes du MD Anderson et du Dana Farber dans des cancers du sein (sous-types
luminaux A et triple négatifs). Ces tumeurs étaient naives de (chimio)radiothérapie. Les
résultats de séquengage ont été obtenus a partir de noyaux isolés par cytométrie en flux a la
phase G2/M (tétraploides). Chaque noyau contenait I’équivalent de 12 pg d’ADN. Les génomes
ont été amplifiés selon la méthode MDA (Multiple Displacement Amplification)'*> pour pouvoir
construire la librairie. Le séquencage whole-exome a été réalisé¢ sur une machine Illumina.

Les profils de CNV générés a partir de cellules triple négatives ont identifi¢ deux populations.
La diversité était donc limitée indiquant que les CNV ont eu lieu assez tot dans 1’évolution.
L’analyse des séquences sur 16 cellules tumorales triple négatives et 16 cellules normales
isolées (Figure 1.2-15A) a montré en revanche des profils trés diversifiés. La plupart des
mutations observées en bulk sequencing (374 mutations, popT) ont été retrouvées dans chaque
cellule tumorale (h1-8 et al-8) mais avec des différences notables de I’une a I’autre. Des
mutations non observées par séquencage global (car trop minoritaires) ont été¢ vues dans les
cellules individuelles avec de nouveau des différences entre les cellules. Les cellules normales
(popN et nl1-16) ne montraient aucune mutation a une exception pres. Les profils ont pu étre
regroupés en fonction de leur similitude en trois classes H, Al et A2.

On en arrive donc a une image de tumeur qui évolue (en I’absence de toute pression de sélection
due a un traitement) d’abord par réarrangements chromosomiques puis par des mutations
ponctuelles accumulées au fil des divisions cellulaires (Figure 1.2-15B). La masse tumorale est

hétérogene et cette diversité est persistante au niveau infra-clonal.
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Figure 1.2-15 Séquengage sur cellules individuelles dans un cancer du sein triple négatif.

(A) Mutations observées dans plusieurs cellules tumorales et dans des cellules témoins non

mutées. (B) Modele d’évolution clonale d’un TNBC inféré en utilisant les données de SCA et

de CNV. D’aprés Wang et al.!3¢
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1.2.8 Apport de ’ADN tumoral circulant pour traquer 1’évolution clonale

A défaut d’une quantité résiduelle de tissu disponible avec des biopsies de petite taille pour le
séquencage des tumeurs, les biopsies liquides et en particulier ’ADN tumoral circulant
(ctDNA) peuvent étre utilisées. Les biopsies liquides ont 1’avantage d’étre peu invasives et
peuvent étre répétées au cours de 1’évolution du cancer sous traitement. Le ctDNA correspond
a de I’ADN double brin circulant dans le plasma sous forme libre d’origine tumorale. L’ADN
plasmatique tumoral porte les anomalies moléculaires présentes dans la tumeur primitive ou
dans les métastases (mutations ponctuelles, translocations, amplifications et méthylations) ainsi
que leurs évolutions au cours du temps.

L’utilité en clinique du ctDNA est trés large, du dépistage a la prédiction de I’efficacité d’un
traitement et de la rechute sous traitement. La détection d’une maladie résiduelle minimale
aprés une chirurgie a visée curative est également un enjeu majeur de ces biomarqueurs
circulants. Une meilleure stratification du risque postopératoire permettant de proposer a bon
escient une thérapie adjuvante potentiellement toxique.

Une lecture phylogénétique des mécanismes moléculaires impliqués dans la progression
tumorale est possible en utilisant le ctDNA. Pour I’illustrer, nous présentons les travaux menés
dans le cadre des consortiums TRACERx et PEACE (Posthumous Evaluation of Advanced
Cancer Environment, http://clinicaltrials.gov/study/NCT03004755) sur les 100 premiers
patients de la cohorte CBNPC!7. Les arbres phylogénétiques établis a partir des données de
séquencage whole-exome multirégional de CBNPC localisés dans le cadre de TRACERx
Lung?® ont été exploités pour générer des panels personnalisés couvrant entre 25 et 30 variants
ponctuels. Ces variants provenaient de clusters mutationnels identifiés comme étant clonaux ou
sous-clonaux dans la tumeur primitive (Figure 1.2-16). Les ctDNA ont été extraits du plasma a
différents timepoints avant et apres chirurgie. Les régions d’intérét ont été amplifiées par PCR
(Polymerase Chain Reaction) multiplex pour cibler et enrichir la librairie. Le séquencage des

amplicons a été réalisé sur une machine Illumina.
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Figure 1.2-16 Workflow des analyses d’inférence phylogénétique des récidives par séquencage
de I’ADN tumoral circulant dans TRACERx Lung.
D’aprés Abbosh et al.!?’

Le séquencgage des ctDNA sériés a permis de suivre I’évolution des sous-clones et de proposer
une interprétation phylogénétique des récidives chez 24 patients incluant 14 récidives (Figure
1.2-17). En séquencant les métastases, les panels ciblés générés a partir des tumeurs primitives
ont été élargis (Figure 1.2-18). En particulier, un variant OR5D18 présent dans une métastase
paravertébrale du patient CRUKO0063 et détecté dans plusieurs prélévements plasmatiques a pu
étre rattaché a un sous-clone de la tumeur primitive présent dans une seule région (R3). Cette
approche permettait également de résoudre des problémes de topologie phylogénétique.
Plusieurs mutations étiquetées clonales étaient finalement absentes des métastases hépatiques
du patient CRUKO0035 indiquant un branchement évolutif manqué par le séquengage
multirégional de la tumeur primitive.

Les sous-clones sélectionnés a progression chez le patient CRUKO0063 ¢étaient suivis
rétrospectivement en utilisant un panel ciblé de 103 variants ponctuels. Les variants ponctuels
provenaient d’un cluster mutationnel clonal (20 variants) et de neuf clusters mutationnels sous-
clonaux (4 a 15 variants par cluster) identifiés dans les métastases par séquencage multirégional

post mortem. Trois clusters mutationnels étaient présents dans toutes les métastases et six
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clusters étaient exclusivement présents dans I’une d’elle. En séquencant le ctDNA a différents
timepoints, une maladie résiduelle minimale était détectable 151 jours aprés la chirurgie et
précédait la récidive clinique de 315 jours. Parmi les variants détectés au moment de la rechute,
18 étaient présents dans toutes les métastases et deux étaient exclusivement présents dans 1’une
d’elle.

En définitive, le séquencage ciblé du ctDNA a 1’aide d’un panel NGS personnalisé a rendu
possible (i) une interprétation phylogénétique de la progression tumorale, (i) le suivi des sous-
clones sélectionnés par les métastases et (iii) la détection d’'une maladie résiduelle minimale

indiquant une validité clinique de la méthode (implémentée dans le test Signatera!®).
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Figure 1.2-17 Séquengage ciblé des ctDNA sériés dans TRACERx Lung.
Les arbres phylogénétiques sont rapportés avant chirurgie, a récidive (a-g) et en 1’absence de

progression (h). D’aprés Abbosh et al.!*’
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Figure 1.2-18 Evolution clonale a progression capturée par séquencage ciblé du ctDNA dans
TRACERx Lung.
Les résultats sont montrés pour un carcinome €pidermoide bronchique (CRUKO0063) et un

adénocarcinome bronchique (CRUK0035). D’aprés Abbosh et al.'*’
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1.3 Impact clinique de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale

1.3.1 Caractérisation pronostique de I’hétérogénéité intra-tumorale dans TRACERXx

La wvaleur pronostique de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale a ¢été évaluée
prospectivement dans le cadre des études TRACERx Lung et TRACERX Renal. 1l s’agissait de
I’objectif principal a partir duquel les nombres de sujets nécessaires ont été calculés garantissant
la robustesse des résultats'>®. L hétérogénéité génétique y est appréhendée en estimant les CCF
des mutations ponctuelles et des CNV et en caractérisant le nombre et la proportion d’altérations
moléculaires clonales et sous-clonales par tumeur. L’approche de séquencage multirégional du
génome permettait d’appréhender 1’hétérogénéité intra-tumorale de facon plus précise en
capturant d’avantage de sous-clones cellulaires. En appliquant des méthodes clonales de
déconvolution et d’ordonnancement, 1I’hétérogénéité génétique a pu étre étudiée sous I’angle de

I’évolution.

1.3.1.1 Résultats de TRACERx Lung

Dans TRACERx Lung, les survies ont été estimées en stratifiant les patients selon la proportion
de mutations sous-clonales supérieure ou inférieure aux valeurs médianes de la cohorte (30%
pour les mutations ponctuelles et 48% pour les CNV)?*°. La survie sans progression n’était pas
impactée par la proportion de mutations sous-clonales (Figure 1.3-1A).

La survie des patients avec une proportion ¢élevée de CNV sous-clonaux étaient moins bonne
en comparaison des patients avec une proportion inférieure a la médiane de la cohorte (Figure
1.3-1B). Cette association se vérifiait aprés ajustement sur des variables pronostiques usuelles
dans les CBNPC. Ce résultat fondamental de TRACERx Lung a permis de souligner
I’importance clinique de I’instabilit¢ chromosomique lorsqu’elle opére au cours du temps. Des
événements de doublement du génome majoritairement clonaux (indiquant leur acquisition
précoce dans I’évolution) ont été identifiés dans 76% des CBNPC. Ces évenements
moléculaires adaptatifs atténuent ’effet des mutations somatiques délétéres, propagent
I’instabilit¢é chromosomique et représentent finalement un biomarqueur pronostic

péjoratif*2109:140,
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Figure 1.3-1 Impact pronostique de 1’hétérogénéité génétique intra-tumorale sur la survie sans
progression dans TRACERx Lung.
Les sous-groupes ont été¢ comparés avec un test du log-rank pour les mutations ponctuelles (A)

et les CNV (B). D’aprés Jamal-Hanjani et al.¥

1.3.1.2 Résultats de TRACERXx Renal

Dans la premicre analyse intermédiaire de TRACERx Renal, un index a permis de récapituler
I’hétérogénéité génétique intra-tumorale en calculant le ratio du nombre d’altérations sous-
clonales par le nombre d’altérations clonales*!. Le séquengage était restreint a ~110 génes
driver de telle sorte que I’index d’hétérogénéité et 1I’inférence phylogénétique ont été établis sur
un petit nombre de biomarqueurs génomiques.

Les auteurs ont montré une association entre l’'index d’hétérogénéité et des variables
pronostiques usuelles dans les cRCC (incluant la taille de la tumeur primitive, son stade, le
grade de Fuhrman et la présence de nécrose). La diversité clonale augmentait également avec
le stade tumoral et le grade de Fuhrman.

Sept trajectoires évolutives ont été¢ individualisées (Figure 1.3-2) suggérant la nature
déterministe de 1’évolution qui opére dans I’histoire naturelle des cRCC. Une expansion clonale
de multiples mutations driver (VHL, SETD2 et BAPI) prédisposait a des tumeurs homogeénes
avec un index d’hétérogénéité faible et une fixation précoce et clonale d’un haut niveau
d’aneuploidie. Ces tumeurs partageaient des critéres histopronostiques péjoratifs (incluant un
index de prolifération Ki67 élevé, une prévalence importante de tumeurs Fuhrman 4 et
d’emboles vasculaires) et un délai médian de survie sans récidive de 4.7 mois. Inversement,

une expansion clonale de PBRMI prédisposait a des tumeurs hétérogeénes avec un index
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d’hétérogénéité fort, un haut niveau d’aneuploidie sous-clonale et des événements moléculaires
convergents indiquant des évolutions paralléles. Les critéres histopronostiques étaient moins

péjoratifs et le délai médian de survie sans récidive était plus long (11.7 mois).
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Figure 1.3-2 Caractérisation pronostique de sept trajectoires évolutives établies chez 63 patients
de la cohorte TRACERx Renal.
Pour chacune des sept trajectoires, un arbre phylogénétique est rapporté a titre d’illustration.

Figure adaptée de Turajlic et al.*!

Au-dela de la caractérisation des trajectoires évolutives, la valeur pronostique de 1I’hétérogénéité
génétique intra-tumorale a été étudi¢e. Un impact négatif sur la survie sans récidive a pu étre
montré bien que cette association ne se vérifie pas en analyse multivariée (Figure 1.3-3A). En
raison du lien observé entre un niveau élevé d’aneuploidie et des trajectoires évolutives
agressives, I’effet de la complexité chromosomique (appréhendée par la proportion de génome
affecté par des CNV et mesurée par 1’index wGlII) sur la survie sans progression a également
été étudié. La complexité chromosomique était mesurée pour chaque région tumorale et la
valeur de wGII la plus élevée était retenue de manicre a capturer I’effet du sous-clone
cliniquement pertinent. Cet effet sur la survie sans progression est revenu non significatif en
analyse univariée (Figure 1.3-3B).

En combinant I’index d’hétérogénéité intra-tumorale au wGll, les auteurs ont pu établir que les
profils évolutifs homogénes avec un haut niveau de complexité chromosomique étaient

globalement de mauvais pronostic et disséminaient rapidement (Figure 1.3-3C-D).
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Figure 1.3-3 Impact pronostique de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale dans TRACERx
Renal.

Les effets de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale mesurée par un index et de la complexité
chromosomique mesurée par I’index wGII sur la survie sans progression sont montrés en (A)
et (B) respectivement. Les effets de la combinaison sur la survie sans progression et la survie
globale sont montrés en (C) et (D). Les sous-groupes pronostiques sont comparés en utilisant
un test du log-rank et des modeles de Cox ajustés sur les variables pronostiques usuelles dans

les cRCC. Figure adaptée de Turajlic et al.*!

1.3.2 Impact pronostique de I’instabilité chromosomique
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L’instabilité chromosomique est un déterminant de 1’évolution tumorale et de I’hétérogénéité
génétique intra-tumorale qui agit en propageant des sous-clones aneuploides caractérisés par
une importante diversité de caryotypes et de mutations ponctuelles. Son importance a d’abord
été montrée dans les cRCC*1!1*#! et dans les CBNPC?® avant d’étre formellement démontrée par
une étude pan-cancer sur 394 tumeurs primitives et leurs métastases appariées'4’.
L’hétérogénéité des CNV était un marqueur d’instabilité chromosomique opérant au cours de
I’évolution. Cette étude a aussi mis en évidence des évolutions paralleles et en particulier des
CNV convergents incluant des gains en 5pl15.33 et 8q24.1 (affectant TERT et MYC
respectivement). Les auteurs ont montré que des CNV sous-clonaux identifiés dans les tumeurs
primitives affectant CCND/1 et MYC étaient sélectionnés dans les métastases.

L’association entre I’instabilité chromosomique et la survie n’est pas monotone (Figure 1.3-4).
Des mod¢les murins avec une mutation inactivatrice hétérozygote du géne codant la protéine E

+/-

associée au centrosome (Cenp-e™") ont permis de préciser cette association in vivo. Les souris

Cenp-e"~ développaient plus de tumeurs de la rate et du poumon en comparaison des souris

++

Cenp-e¢”". L’induction de la tumorigenése (chimique ou génétique) était freinée chez les souris

143, L’instabilité chromosomique pouvait a la fois

Cenp-e"" contrairement aux souris sauvages
promouvoir et freiner la croissance tumoral faisant écho a la théorie de I’effondrement
mutationnel'®. Cette théorie prévoit I’extinction d’une population asexuée secondaire a

I’accumulation de mutations délétéres!+*.

Appliquée au cancer, la théorie prévoit que
I’instabilité chromosomique favorise la croissance tumorale au détriment de la survie jusqu’a
un certain seuil. Une instabilit¢ chromosomique excessive freine la croissance tumorale et
améliore paradoxalement le pronostic (Figure 1.3-4)!6. Cette théorie a pu étre vérifiée par une
¢tude pan-cancer sur plus de 2000 échantillons tumoraux montrant qu’un niveau modéré
d’instabilité chromosomique était associ¢ a un pronostic péjoratif alors que des tumeurs avec
un niveau excessif d’instabilité chromosomique étaient de meilleurs pronostics'*~147. Ces

148

résultats ont été récapitulés dans les cancers séreux de haut grade de 1’ovaire'*® et dans une

autre étude pan-cancer recouvrant 12 sous-types tumoraux!'4’.
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Figure 1.3-4 Théorie de I’effondrement mutationnel appliquée au cancer.

L’avantage sélectif de I’instabilité chromosomique sur les cellules tumorales est contrebalancé
par un niveau excessif d’aneuploidie. Les courbes ont été générées dans R en utilisant une
fonction polynomiale de degré 2 définie par f(x) = ax?, de paramétres a = 1 (pour I’instabilité

chromosomique) et a = -1 (pour la survie).

1.3.3 Impact de ’hétérogénéité intra-tumorale sur la médecine de preécision

La médecine de précision (également appelée médecine personnalisée) est batie sur le postulat
que la croissance et la survie des cellules tumorales sont dépendantes de drivers oncogéniques
potentiellement ciblables. Par exemple, 1’utilisation de 1’imatinib dans la leucémie my¢loide
chronique addicte a la translocation BCR-ABL permet d’obtenir des taux de survie a 10 ans de
~85%!"0. La présence au sein d’une méme tumeur d’une diversité de sous-clones portant des
drivers oncogéniques différents, des mutations de résistance primaire et le potentiel adaptatif
qui en résulte sont des obstacles au déploiement d’une médecine de précision'’.

La charge mutationnelle exprimée en nombre de mutations par mégabase d’ADN séquencé
(TMB) contribue au développement de résistance sous thérapie ciblée comme cela a ét€¢ montré
dans des CBNPC mutés EGFR'®!. Ces mutations peuvent apparaitre de novo'>? ou étre déja
présentes a I’initiation du traitement dans des sous-clones minoritaires®®8! (Figure 1.2-1). Leur
détection au moment du diagnostic est li¢e a la nature du prélevement tissulaire et a la
profondeur de séquengage. Des modéles mathématiques intégrant la taille Iésionnelle mesurée

radiologiquement a progression estiment & ~10 le nombre de sous-clones résistants dans des
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lésions tumorales cliniquement détectables'>®. Chez des patients sous ibrutinib pour une
leucémie myéloide chronique, la résistance était attribuable a 1’émergence de mutations dans
BTK et PLCG2 détectables 15 mois avant la progression clinique'*. La résistance peut
¢galement étre polyclonale conduisant a une expansion parallele des sous-clones
génotypiquement avantagés?3:135-156,

L’hétérogénéité génétique qui existe au niveau des drivers oncogéniques ciblables peut altérer
la réponse a la thérapie ciblée. L’amplification clonale de FGFR2 dans le cancer de 1’estomac
prédisait 1’efficacit¢é d’un inhibiteur sélectif de FGFR (AZD4547) contrairement a
157

I’amplification sous-clonale

Plusieurs pistes ont pu étre proposées pour améliorer la réponse aux thérapies ciblées!® :

- Leciblage des drivers oncogéniques présents dans le tronc de 1’arbre phylogénétique et
par conséquent dans toutes les cellules malignes!%1> ;

- Le ciblage des mutations impliqués dans des évolutions paralleles indiquant des
contraintes oncogéniques imposées a I’évolution tumorale?!-160:161 .

- L’utilisation d’une thérapie adaptative alternant augmentation et réduction pour
permettre le maintien d’un clone cellulaire sensible au traitement freinant un clone
cellulaire résistant (interférence clonale)?®162 ;

- L’utilisation d’une thérapie séquentielle définie par 1’ajustement des thérapies ciblées

aux mutations de résistance détectées dans les biopsies solides ou liquides!'é?.
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Figure 1.3-5 Modge¢les d’évolution clonale sous la pression thérapeutique.

(A) Des sous-clones minoritaires (jaune et orange) portent des mutations de résistance qui ne
conferent aucun avantage sélectif avant traitement (évolution neutre). Les sous-clones sensibles
(bleu et rouge) disparaissent sous traitement et les sous-clones résistants s’expandent
parallelement (sélection positive). (B) Une mutation de résistance de novo confére un avantage
sélectif sous traitement et une fixation du sous-clone. L’émergence de la résistance est alors

plus tardive dans I’évolution. D aprés Turajlic ef al.'%*
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1.4 Hétérogénéité génétique intra-tumorale des cancers de la téte et du cou

1.4.1 Généralités sur les cancers de la téte et du cou

1.4.1.1 Epidémiologie

Les cancers de la téte et du cou regroupent des tumeurs développées aux dépens de la cavité
orale, de I’oropharynx, de I’hypopharynx et du larynx'®. Plus rarement, elles trouvent leurs
origines dans le nasopharynx, la cavité nasale, les sinus paranasaux et les glandes salivaires.
Les cancers de la téte et du cou arrivent en septiéme position des cancers les plus fréquents dans
le monde en 2018 (890 000 nouveaux cas et 450 000 déces)!é®. Traditionnellement
diagnostiqués chez des patients agés éthylo-tabagiques, ces cancers liés a une exogénose
connaissent un déclin en partie di a la diminution de la consommation de tabac!'®”-168,
Inversement, les cancers de I’oropharynx liés aux papillomavirus humains (HPV) a hauts
risques sont en augmentation dans les populations nord-américaines et d’Europe du nord
reflétant une latence de développement de 10 a 30 ans aprés contamination!68:169,

En excluant les cancers de la peau et de la thyroide, plus de 90% des cancers de la téte et du
cou sont des carcinomes épidermoides (CETC)!”. Les autres histologies regroupent les
adénocarcinomes, les sarcomes et les lymphomes.

Dans les deux dernieres décennies, les HPV oncogénes (principalement 16 et 18) ont émergé
comme un facteur de risque pour une proportion significative de CETC. L’HPV est
cliniquement significatif dans les carcinomes épidermoides de 1’oropharynx diagnostiqués chez
des patients plus jeunes et moins exposés au tabac'’!. En France, la prévalence de ’HPV a haut
risque dans les cancers de 1’oropharynx détecté par la caractérisation en immunohistochimie du
statut p16 (un marqueur surrogate de la présence d’HPV) et la détection de ’ADN viral par
hybridation in situ est de 37.7%'7%. Bien que ces cancers se présentent souvent au diagnostic a
un stade clinique avancé en lien avec un envahissement ganglionnaire, leur pronostic est plutot
favorable en comparaison des CETC non viro-induits'’>»!73, De meilleures réponses sont
obtenues sous (chimio)radiothérapie chez des patients avec un état général conservé. Ces
résultats ont d’ailleurs conduit a ’incorporation d’une classification dédiée aux cancers de
I’oropharynx liés & HPV dans une édition augmentée du manuel AJCC (8™ édition) en
2017174175 Le groupe coopérateur ICON-S a secondairement validé I’utilité pronostique de

cette 8™¢ &dition!76:177,
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1.4.1.2 Panorama moléculaire

Les données de NGS générées par des groupes coopérateurs (incluant le TCGA) ou des
initiatives individuelles (incluant I’initiative Chicago HNC Genomics Cohorts) ont permis de
mieux caractériser les altérations moléculaires récurrentes et actionnables et de mieux
comprendre les différences selon les étiologies (Figure 1.4-1)178179,

Dans les CETC liés a une exogénose, les altérations moléculaires actionnables recouvrent
essentiellement la voie des récepteurs a activité tyrosine kinase (EGFR [15%], FGFRI-3 [14%)],
HER?2 [5%], PIK3CA [34%] et HRAS [5%]) et la voie du cycle cellulaire (mutations de 7P53
[70%], amplifications de CCND1 [20-30%] et inactivations de CDKN2A4 [80-90%)]).

Dans les cancers de I’oropharynx liés @ HPV ou les oncoprotéines virales E6 et E7 inactivent
respectivement p53 et RB1, des mutations activatrices et des amplifications de PIK3CA sont

rapportées dans 56% des cas!’3180:181,
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Figure 1.4-1 Données de séquencage whole-exome de 279 carcinomes épidermoides de la téte
et du cou de la cohorte TCGA, Nature 2015.

Le statut HPV était défini par la caractérisation en immunohistochimie du statut p16 ou par la
détection de I’ADN viral par hybridation in situ dans des cancers de I’oropharynx. Les
altérations moléculaires actionnables ou dans des genes driver sont rapportées. D’apres le

consortium TCGA!78,
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Dans un effort de synthése et de hiérarchisation des altérations moléculaires actionnables dans
les CETC, j’ai publié¢ au cours de ma premicre année de these de sciences et sous la supervision
des Professeurs Ivan Biéche et Christophe Le Tourneau une classification basée sur les niveaux
de preuves disponibles dans la littérature et implémentée selon les recommandations de
I’ESMO (European Society for Medical Oncology)'®?. L article intitulé Genomic Alterations in
head and neck squamous cell carcinoma: level of evidence according to ESMO Scale for

Clinical Actionability of Molecular Targets (ESCAT) est disponible en Annexe 4.1.1.

1.4.1.3 Stratification pronostique

Actuellement, la stratégie thérapeutique prend uniquement en compte la localisation
anatomique et le stade de la maladie a défaut d’intégrer dans les algorithmes de prise en charge
son étiologie sous-jacente (une exogénose ou une infection par un HPV a haut risque) et ses
caractéristiques moléculaires'®*.

Trente a quarante pour cent des patients sont diagnostiqués a un stade précoce de la maladie
(stade I ou II de la classification AJCC!7). Ces tumeurs sont accessibles a un traitement
unimodal, chirurgical ou de radiothérapie exclusive. Des survies prolongées sont obtenues chez
70% a 90% des patients!83. Soixante pour cent des patients sont diagnostiqués a un stade
localement avancé (stade III ou IV de la classification AJCC!'"). Le taux de récidive locale y
est plus important (15 a 40%) grevant le pronostic de ces tumeurs avec une survie a cinq ans
inférieure a 50%!'%4. Ces tumeurs requiérent des traitements combinés associant chimiothérapie,
radiothérapie et chirurgie!®®. Dans les cancers de I’oropharynx localement avancés et liés a
HPV, des survies prolongées sont obtenues chez 80% des patients!”®. Les données disponibles
dans la littérature sont toutefois insuffisantes pour recommander un changement voire une
désescalade thérapeutique potentiellement délétére en survie!36187,

Malgré les progres de la chirurgie et de la radiothérapie en modulation d’intensité, plus de 50%
des patients atteints initialement d’un un cancer localement avancé développent une maladie
récurrente et/ou métastatique dans les trois ans'®>. Le pronostic des récidives locales inopérables
ou en territoire irradié est sombre et similaire au pronostic des récidives a distance (6 a 9 mois

en I’absence de traitement) %318,

1.4.1.4 Thérapies ciblées et biomarqueurs théranostiques
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La famille des récepteurs au facteur de croissance épidermique humain (HER/EGFR/ErbB,
Human Epidermal Growth Factor Receptor) est composée de quatre ¢léments : ErtbB1/EGFR,
ErbB2/HER2, ErbB3/HER3, et ErbB4/HER4!°%1°!, Ces récepteurs occupent un role pivot dans
la prolifération cellulaire, I’angiogen¢se et la compétence métastatique en assurant la
transduction de signaux oncogéniques et 1’activation des voies PI3K/Akt et MAPK. EGFR est
surexprimé dans la plupart des carcinomes épidermoides et détecté a la surface des cellules
tumorales dans plus de 90% des CETC!%!%3, Les thérapies ciblées anti-EGFR reposent sur
I’utilisation (i) d’anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine extracellulaire du récepteur
et interférant avec la fixation du ligand (incluant le cetuximab) ou (ii) de petites molécules
inhibitrices dirigées contre le domaine catalytique a activité tyrosine kinase des récepteurs
(incluant le gefitinib ou I’afatinib)'**!%, Les mécanismes d’action et de résistance vis-a-vis de
ces deux classes thérapeutiques sont bien distincts ce qui pourrait expliquer la différence
d’efficacité rapportée en clinique.

Dans les CETC, les effets antitumoraux du cetuximab sont gouvernés par une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), une sensibilisation aux agents de
chimiothérapie, une inhibition de la croissance cellulaire et une stimulation des voies pro-
apoptotiques. La fixation du cetuximab a I’EGFR induit également une internalisation et une
dégradation de ’EGFR%!7, Le cetuximab en association a la radiothérapie a démontré un
bénéfice en survie globale en comparaison de la radiothérapie seule (passant de 29.3 mois a
49.0 mois) chez des patients atteints de CETC localement avancés et inéligibles aux platines!®s.
Le cetuximab est également approuvé en association aux platines en premicre ligne de récidive
et/ou métastatique sur la base d’un gain en survie globale et sans récidive associ¢ a une
augmentation du taux de réponse objective!'®”. En monothérapie dans les CETC réfractaires aux
platines, le taux de réponse objective est de 13% avec un délai médian jusqu’a progression de
70 jours indiquant ’acquisition rapide d’une résistance au traitement??°, Plusieurs mécanismes
de résistance primaire ou adaptative ont été¢ évoqués incluant I’activation paralléle d’autres
récepteurs de la famille ErbB potentiellement druggables par des inhibiteurs de tyrosine
kinase!®7-20,

La premiere génération d’inhibiteurs réversibles de tyrosine kinase de ’EGFR (incluant le
gefitinib et ’erlotinib) a été utilisée avec succes dans les CBNPC présélectionnés sur des
mutations de sensibilisation EGFR (incluant des délétions de I’exon 19 et la mutation L858R
de I’exon 21). Ces mutations sont rarement détectées dans les CETC et ’activité du gefitinib
dans des tumeurs récurrentes et/ou métastatiques demeure modeste avec un taux de réponse

objective de seulement 10.6% et un délai médian jusqu’a progression de 3.4 mois?®2,
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L’afatinib est un inhibiteur irréversible de tyrosine kinase pan-HER de deuxiéme génération
avec une affinité supérieure vis-a-vis des récepteurs EGFR sauvages et mutés (incluant la
mutation de résistance T790M) et des récepteurs HER2/HER4?%, L afatinib n’a pas démontré
une supériorité par rapport au cetuximab en termes de taux de réponse objective (8.1% vs 9.7%,
respectivement) chez des patients atteints de CETC récurrents et/ou métastatiques réfractaires
aux platines?. Des données précliniques suggérent que I’association du cetuximab a un
inhibiteur pan-HER pourrait étre plus efficace qu’une monothérapie?®>.

Contrairement aux CBNPC pour lesquels des mutations de sensibilisation aux inhibiteurs de

tyrosine kinase (incluant la mutation L858R) sont rapportées??%-207

, aucun biomarqueur
d’efficacité n’est actuellement disponible dans les CETC. Un essai de phase II randomisé
(LUX-Head and Neck 1) comparant 1’afatinib au méthotrexate dans des CETC en deuxiéme
ligne métastatique a montré une supériorité de I’afatinib en termes de survie sans progression

(2.6 mois vs 1.7 mois, respectivement) sans traduction sur la survie globale?*®

. Les analyses
translationnelles ont permis d’identifier des sous-groupes de CETC p16 négatifs, HER3 faibles,
PTEN forts (en immunohistochimie) et EGFR amplifiés (en hybridation in situ fluorescente) de
meilleurs pronostics sous afatinib bien que le gain en survie sans progression reste marginal
(inférieur a 1.5 mois pour tous les sous-groupes)*”. La valeur prédictive de I’amplification
d’EGFR couplée au statut p16 négatif ou a I’absence d’exposition préalable au cetuximab est
actuellement étudiée dans un étude pilote prospective de ’EORTC portant sur une stratégie
thérapeutique personnalisée basée sur des biomarqueurs ou une immunothérapie dans les CETC
avancés (essai UPSTREAM, https://clinicaltrials.gov/study/NCT03088059). Les biomarqueurs
prédictifs de sensibilité a I’afatinib identifiés dans les analyses translationnelles de LUX-Head

and Neck 1 n’ont pas été confirmés dans I’essai de fenétre d’opportunité de ’EORTC conduit

chez des patients atteints de CETC localisés et opérables dans le setting préopératoire®!°.

1.4.1.5 Immunothérapie

L’étude des mécanismes par lesquels les cancers échappent a I’'immunovigilance a permis de
révéler le role des points de controle immunitaire (€galement appelés checkpoints) qui inhibent
la réponse immunitaire incluant CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4), PD-
1 (Programmed cell Death 1) et PD-L1 (Programmed cell Death-Ligand 1). Les inhibiteurs de
points de controle immunitaire sont des anticorps thérapeutiques qui ciblent ces co-signaux
inhibiteurs entre cellules tumorales ou cellules présentatrices d’antigénes et lymphocytes T

activant ou réactivant une immunité cellulaire T anti-tumorale. L’ immunothérapie représente
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un des piliers de la prise en charge des CETC récurrents et/ou métastatiques notamment avec
I’arrivée de deux inhibiteurs de PD-1 (le nivolumab et le pembrolizumab) récemment approuvés
par la FDA et "TEMAZ?!!-213,

Le nivolumab en monothérapie est approuvé sans présélection sur le statut PD-L1 dans les
CETC réfractaires aux platines. Le pembrolizumab en association aux platines et au 5-FU ou

en monothérapie est approuvé en premicre ligne métastatique en fonction du statut PD-L1.

1.4.2 Méthode utilisée pour la revue de la littérature

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons réalisé une revue exhaustive de la littérature
disponible sur I’hétérogénéité génétique intra-tumorale dans les CETC incluant des articles
publiés en langue anglaise depuis 2013 dans PubMed. Les résultats sont résumés dans le
Tableau 1.4-1 et le Tableau 1.4-2.

L’équation de recherche avec opérateurs boléens était la suivante: (heterogeneity OR clonal OR
(sub clonal) OR evolution) AND ((whole-exome sequencing) OR (whole-genome sequencing)
OR (single-cell sequencing) OR (next-generation sequencing) OR (multi-region sequencing)
OR (ultra-deep sequencing) OR TP53) AND ((head and neck cancer) OR HNC OR HNSCC
OR SCCHN OR (squamous cell carcinoma)).

1.4.3 Hétérogénéité génétique mesurée par dispersion des fréquences alléliques

Les premicres estimations d’une hétérogénéité génétique intra-tumorale ont été établies sur une
seule biopsie en utilisant des données de s€quengage whole-exome et en calculant un paramétre
statistique robuste mesurant la dispersion des VAF (MATH, Mutant-Allele Tumor
Heterogeneity). Dans une tumeur hétérogene, cette dispersion est supérieure a celle d’une
tumeur homogeéne tandis que la valeur de VAF médiane est inférieure (Figure 1.4-2)%!4,
Ce parametre exploite la médiane des déviations absolues MAD et la médiane des VAF
median,,s tel que :

MATH = 100 X ﬂ (14)

median,qs

Son estimation permet de s’affranchir de la nécessité d’identifier et d’énumérer les clusters

mutationnels. En outre, il n’est pas sensible aux valeurs extrémes (correspondant soit aux

mutations rares soit aux mutations présentes dans toutes les cellules ou aux CNV) et reste
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valable pour des distributions éloignées de la loi normale. La formulation (14) prend en compte
de maniécre implicite les données de CNV ainsi que la présence de cellules non mutées présentes
dans I’échantillon.

Le paramétre a été testé sur une cohorte de 74 patients atteints de CETC bien annotée
cliniquement et pour laquelle les données de séquengage whole-exome étaient disponibles!®°,
Les valeurs de MATH étaient supérieures parmi les tumeurs avec une mutation disruptive de
TP53 (une mutation tronquante ou modifiant la polarité dans le domaine de fixation de la
protéine en L2/L3 ou affectant un site d’épissage)?'>.

Les valeurs de MATH étaient également supérieures parmi les tumeurs non liées a HPV. Une
explication résiderait dans le fait que les CETC liés a HPV sont moins mutés que les CETC non
viro-induits'®%21¢, Les oncoprotéines virales E6 et E7 inactivent respectivement p53 et RBI1
épargnant I’inactivation de génes suppresseurs de tumeur de la voie du cycle cellulaire?!”. Les
auteurs ont étendu la comparaison aux tumeurs négatives pour HPV et non mutées pour TP53
afin d’éliminer un facteur confondant de 7P53'%° et ont pu vérifier que cette différence était

maintenue.
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Figure 1.4-2 Mesure de ’hétérogénéité génétique intra-tumorale par analyse de dispersion des
fréquences alléliques (MATH).

(A) Haut: population homogeéne (gauche) ou hétérogéne (droite) pour des mutations
hétérozygotes diploides. Milieu : les VAF sont égales a 0.5 pour une tumeur homogéne et
inférieures a 0.5 pour des mutations sous-clonales dans une tumeur hétérogéne. Bas : graphes
des densités de Kernel. Comparativement a une tumeur homogene (gauche), la dispersion des
VAF d’une tumeur hétérogene (droite) est plus grande et la valeur médiane plus petite. (B)
Graphes des densités de Kernel rapportés pour trois CETC de la cohorte (haut en bas : 98, 102
et 96 loci). La MATH est rendue avec son écart-type calculé par la méthode bootstrap. Figure

adaptée de Mroz ef al.>'*

L’association entre une valeur ¢levée de MATH et une réduction de la survie globale a été

montrée en analyse multivariée ajustée sur des variables pronostiques usuelles (statut HPV,

mutation 7P53, engainement péri-nerveux, stade tumoral et age)?!8. Ces résultats ont pu étre
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vérifiés dans une large cohorte multi-institutionnelle?!®?2°, L’estimation de la MATH
postopératoire permettait de stratifier le risque de déces au-dela des facteurs de risque
conventionnels clinicopathologiques suggérant une utilité clinique pour guider I’intensité du

traitement adjuvant??!

. La valeur pronostique du biomarqueur associ¢ au statut HPV et a
I’expression ERa (mesurée a partir de I’ARN d’ESRI) a pu étre évaluée dans des CETC
localisés et a montré une association significative a la survie globale??2,

En définitive, la MATH est une mesure élémentaire et robuste de I’hétérogénéité génétique
intra-tumorale facilement transposable en clinique et d’intérét pronostique. Les études résumées
dans le Tableau 1.4-1 mettent en évidence la valeur pronostique péjorative de I’hétérogénéité
génétique intra-tumorale dans les CETC comme cela a pu étre montré dans d’autres

localisations?>*224, Jusqu’a présent, la MATH a été testée sur des cohortes rétrospectives et

hétérogenes. Son utilité clinique reste a démontrer dans le cadre d’essais interventionnels.

Tableau 1-1 Etudes sur 1’hétérogénéité génétique des CETC par estimation de la MATH.

NGS Infﬁrﬁ{lce Effectif Contexte clinique Conclusion(s) Auteur
Association MATH
o avec :
WES (150x)  MATH p=741  Tumeuts primitives et Mutation TP53 Mo
ceurrentes Statut HPV ‘
Tabagisme
Tumeurs primitives et Association négative Mroz et
=741

WES (150%) MATH n=74 récurrentes survie al >3
WES (95x) MATH = 305 Tumeurs primitives Association négative Mroz et

opérées survie al?¥?

Tumeurs’prlmltlves Stratification risque post-

C operees op Mroz et

WES (95x) MATH n=389" RT adjuvante . e e

. Suggére une utilité al.
RCT adjuvante clinique
Pas d’adjuvant 4
Tumeurs primitives Biomarqueur composite Patel et
= § i
WES (95x) MATH n=156 RCT exclusive MATH/ERo/HPV al 222

RCT adjuvante

NGS, Next Generation Sequencing ; WES, Whole-Exome Sequencing ; HIT, Hétérogénéité
intra-tumorale ; MATH, Mutant-Allele Tumor Heterogeneity ; RT, Radiothérapie; RCT,
(chimio)radiothérapie ; ICohorte de Stransky et al.'®" ; 3Cohorte du TCGA!"3.
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1.4.4 Hétérogénéité génétique estimée par déconvolution clonale

Au-dela d’une estimation indirecte et quantitative de I’hétérogénéité génétique basée sur la
MATH, son importance et ses déterminants au niveau clonal ont pu étre évalués par des
méthodes de reconstruction phylogénétique a partir des tumeurs primitives et des métastases
ganglionnaires et/ou viscérales appariées.

Les études disponibles sont majoritairement représentées par des cohortes de petites tailles
(moins de 20 patients) rétrospectives et hétérogenes privilégiant le recrutement de tumeurs de
la cavité orale et les approches de bulk sequencing (Tableau 1.4-2). Les approches de
séquencage sur cellules individuelles devraient permettre d’appréhender a un niveau de
précision supérieur les trajectoires évolutives de ces tumeurs comme cela a été rapporté dans le

cancer colorectal®?.
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Tableau 1-2 Etudes sur I’hétérogénéité génétique des CETC par déconvolution clonale.

NGS Inférence HIT Effectif Sous-type(s) Conclusions Auteur

Séquencage d’une seule biopsie

Ganglions synchrones

Déconvolution clonale’ Cavité orale  moins divergents que les Hedbere et
WES (202x) Analyse des ganglions n=18 Larynx récidives métachrones al 226g
Analyse des récidives Pharynx Mutations de novo dans ’
les ganglions
Cavité orale Trajectoires pronostiques
NGS ciblé Clonale dominant _ Larynx J P d Melchardt et
. n=19 Embranchements 227
(152x) Analyse des métastases Pharynx B . al.
CUP Equilibre ponctué
Déconvolution clonale
Inférence _ Origine multiclonale des . 208
WES (200x) e n=18  Oropharynx . Sim et al.
phylogénétique ganglions

Analyse des ganglions

Approche de séquencage multirégionale

Embranchements
Distance génétique’ Acquis:itlion’tardiV.e du 7h
WES Chronologie clonale n=1 Oropharynx p oteptle metastathue ar}%‘et
(44.7x) Faible divergence al.

Analyse des ganglions génétique entre la

tumeur et les ganglions

Déconvolution clonale Embranchements
Inférence _ "y Progression paralléle des Wang et
WES (100x) phylogénétique’ n=10 Cavi orale métastases al*®
Analyse des ganglions Modele linéaire
Interprétation visuelle’ _ . ITH faible (1-3 clones) o opacigar
WES (95x) Analvse des eanelions =5 Cavité orale ~ Progression paralléle des ot al 23
y gang métastases ’
Approche de séquencage sur cellules individuelles
Hétérogeénéité des
Clustering programmes cellulaires
RNAseq compartiment _ . récapitulée par les Puram et
(6000 n=18  Cavité orale . 231
cellules) tumoral/stromal métastases al.
u Analyse des ganglions Programme p-EMT
régulé par le stroma
Profils d’expression
RNAseq Analyse spatiale _ . régionaux Arora et
(24876 . - n=12  Cavité orale . . )
transcriptomique Etats cellulaires al.
cellules)

spatialement déterminés

NGS, Next Generation Sequencing ; WES, Whole-Exome Sequencing; RNAseq, RNA
Sequencing ; HIT, Hétérogénéité intra-tumorale ; CUP, Carcinoma of Unknown Primary
Origin; ‘La déconvolution clonale a utilis¢é 1’algorithme bioinformatique PyClone ;

"L’inférence phylogénétique a utilisé la méthode des plus proches voisins?** ; YL inférence
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phylogénétique a utilisé la méthode du maximum de parcimonie ; L interprétation visuelle a

été confirmée secondairement in silico®3*.

1.4.4.1 Séquencage d’une seule biopsie

L’évolution clonale qui opere a progression dans les CETC a ¢été étudiée dans une cohorte de
19 tumeurs initialement localisées et opérées a visée curative??. Les données de séquengage
whole-exome d’une seule biopsie ont été utilisées pour comparer les tumeurs primitives aux
métastases ganglionnaires synchrones (n = 11) et aux récidives métachrones (n = 8). Une
hétérogénéité génétique a pu Etre montrée entre les tumeurs primitives et les récidives
métachrones (80% de mutations communes et 40% de mutations présentes uniquement dans les
récidives métachrones). Cette hétérogénéité était moins importante entre les tumeurs primitives
et les métastases ganglionnaires synchrones (84.8% de mutations communes et 13.9% de
mutations présentes exclusivement dans les métastases synchrones, Figure 1.4-3A).

Un clustering mutationnel a été réalisé en utilisant I’algorithme PyClone (Figure 1.4-3B-C)!%4,
Quatre-vingt pour cent des mutations présentes dans les métastases ganglionnaires synchrones
¢taient clonales dans la tumeur primitive a I’exception du patient PY-16 pour lequel 44% des
mutations pouvaient étre reliées a des clones privés de la métastase ganglionnaire (clusters 4 et
5, Figure 1.4-3B). Pour deux patients (PY-16 et PY-21), des mutations privées dans C170rf104
et ITPR3 étaient exclusivement présentes dans les métastases ganglionnaires suggérant leur role
driver dans le processus métastatique.

Quatre-vingt-dix pour cent des mutations présentes dans les récidives métachrones étaient
clonales dans la tumeur primitive (patients PY-1, PY-5 et PY-11). Un second primitif essaimant
dans la récidive métachrone du patient PY-8 a finalement été¢ identifi¢ (cluster 2, Figure

1.4-3C).
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Figure 1.4-3 Hétérogénéité génétique a progression dans les cancers téte et cou par I’étude
comparée des tumeurs primitives et des métastases.

(A) Comparaison des données de séquencage whole-exome (une seule biopsie) des tumeurs
primitives, des métastases ganglionnaires synchrones (n = 11) et des récurrences métachrones
appariées (n = 8). Les concordances mutationnelles parmi quatre génes driver sont montrées.
(B) Diagramme des clusters mutationnels présents dans la tumeur primitive et sa métastase
ganglionnaire synchrone (patient PY-16). (C) Diagramme des clusters mutationnels présents
dans la tumeur primitive et une métastase ganglionnaire métachrone (patient PY-8).
L’interprétation révele que la métastase est essaimée par un second tumeur primitif (cluster 1).

D’aprés Hedberg ef al.??¢

L’évolution clonale qui opére a progression a pu étre décrite chez 19 patients en caractérisant
la perte ou le maintien d’un clone dominant entre une tumeur primitive et ses métastases
synchrones ou métachrones??’. Un clone dominant était défini par une VAF (corrigée par la
cellularité tumorale) > 25%. Six patients (32%) ont perdu un clone dominant a progression

indiquant un embranchement évolutif (Figure 1.4-4). Pour 13 patients (68%), la composition
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clonale était stable (sans gain ni perte d’un clone dominant) indiquant un équilibre ponctué.

Une évolution ramifiée était associée a un délai plus court jusqu’a progression métastatique et

une survie globale moins bonne en comparaison de 1’équilibre ponctué.
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Figure 1.4-4 Evolution ramifiée et équilibre ponctué au cours de 1’évolution métastatique dans

les cancers téte et cou.

(A) Evolution ramifiée chez un patient rapidement progressif (délais jusqu’a métastase de 7

mois). Le clone dominant (VAF > 25%) est perdu durant le processus métastatique. Des

mutations de novo sont identifiées dans la métastase. (B) Equilibre ponctué chez un patient

lentement évolutif (délais jusqu’a métastase de 30 mois). La composition clonale est stable au

cours du processus métastatique indiqué par la distribution des VAF autour de la diagonale.

D’aprés Melchardt et al.??’
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Une étude a rapporté récemment les résultats d’un séquencage whole-exome de 18 tumeurs de
I’oropharynx (majoritairement liées a HPV) et de 40 ganglions métastatiques (1 a 3 ganglion][s]
par patient). L hétérogénéité génétique qui existe entre la tumeur primitive et les métastases
ganglionnaires était liée aux mutations de novo de geénes de la voie Wnt identifiées dans les
ganglions en ruptures capsulaires??®, Les clones identifiés dans les ganglions pouvaient provenir

aussi bien des relais ganglionnaires que de la tumeur primitive.

1.4.4.2 Approche de séquencage multirégional

La faisabilité d’une approche de séquencage multirégional du génome a ét¢ montrée chez un
patient suivi pour un carcinome épidermoide de I’oropharynx lié¢ a HPV!'®, Cinq prélévements
tissulaires ¢loignés géographiquement (incluant trois biopsies de la tumeur primitive et deux
biopsies d’une métastase ganglionnaire synchrone) ont été séquencés en whole-exome. Des
distances génétiques ont pu €tre calculées entre les régions tumorales et matérialisées par un
arbre phylogénétique?**. La chronologie des événements clonaux a également été reconstituée
a partir des CCF des mutations??*. Les régions tumorales les plus proches géographiquement
appartenaient a une méme branche. Les sous-clones métastatiques descendaient d’un méme

clone ancestral d’apparition tardive dans I’histoire naturelle (Figure 1.4-5).
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Figure 1.4-5 Inférence phylogénétique et chronologie des événements clonaux par séquengage

multirégional d’une tumeur de I’oropharynx.
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(A) L’arbre phylogénétique a ¢été construit en calculant des distances génétiques entre les
régions ¢loignées géographiquement de la tumeur primitive (T), des métastases (M) et a partir
du sang circulant (N). (B) Chronologie des événements clonaux basée sur 1’estimation des CCF.

D’aprés Zhang et al.''8

Le séquencage whole-exome multirégional de dix tumeurs primitives de la cavité orale non
prétraitées (35 régions tumorales et 7 ganglions métastatiques) a montré que 61% des mutations
étaient hétérogénes entre les régions®”. Les arbres phylogénétiques ont été construits en
utilisant les CCF de toutes les mutations somatiques identifiées (incluant 1 720 mutations non
silencieuses et 433 mutations silencieuses réparties entre 1 287 genes, Figure 1.4-6).

Les auteurs ont pu identifier des événements moléculaires ancestraux incluant des mutations de
TP53, NOTCHI, CREBP et KMT2D et des amplifications de 11q13 (emportant HER4, COTLI
et TRAPPCS). Des évenements moléculaires d’apparition plus tardive incluaient des mutations
de MTOR, KEAPI et FAM135B ainsi que des amplifications de 7p11.2 (emportant NOTCH])
et des délétions de 9p21.3 (emportant CASPS). Le tronc était enrichi significativement en
éveénements driver d’apparition précoce au cours de I’évolution en comparaison des événements
identifiés dans les branches?*. Des mutations convergentes ont pu étre identifiées chez deux
patients (mutations hotspots de SCEL chez le patient OSCC10 et mutations hotspots de NFE2L2
chez le patient OSCCO02) suggérant des contraintes évolutives.

L’analyse comparée des tumeurs primitives et des ganglions métastatiques chez trois patients a
révélé que plusieurs trajectoires évolutives étaient possibles au cours de 1’évolution

5,236

métastatique Une progression parallele (indiquant une dissémination précoce des

métastases) définie par une hétérogénéité¢ des tumeurs primitives et des ganglions a été
rapportée chez deux patients (OSCCO8 et OSCC10). Ce modele a été décrit dans le cancer du

pancréas®’, le cancer du sein®®, le mélanome uvéal?3® et certains cRCC (profil multiclonal

)239

driver)”. Un modele linéaire ou les métastases dérivent d’un clone qui apparait tardivement

dans la tumeur primitive a été rapporté chez un patient (OSCCO02). Ce modele a été décrit dans

240 241

les cancers du sein“* et de la prostate
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Figure 1.4-6 Inférence phylogénétique par séquencage multirégional de dix tumeurs primitives
de la cavité orale.

Les arbres sont construits en utilisant la méthode du maximum de parcimonie. La taille des
troncs et des branches est proportionnelle au nombre de mutations clonales et sous-clonales.
Les profils mutationnels a travers les régions sont présentés dans les heatmaps. Les mutations
driver sont annotées. Les patients OSCCO08 (H) et OSCCI10 (J) sont des exemples de
progression paralléle des métastases et des tumeurs primitives. Le patient OSCCO02 (B) est un
exemple de modéle linéaire. Des mutations hotspots convergentes de SCEL indiquent une

évolution paralléle chez le patient OSCC10 (J). D’aprés Wang et al.??

La progression parallele des métastases ganglionnaires et des tumeurs primitives a été
confirmée par le séquencage whole-exome multirégional de cinq tumeurs de la cavité orale et
des ganglions métastatiques®*°. Contrairement a 1’étude précédente, la composition clonale et
les liens de parenté phylogénétique ont été estimés manuellement a partir des BAF, des
mutations et des CNV (Figure 1.4-7). Les tumeurs étaient globalement homogenes (1 a 3
clone[s] par tumeur). Une progression parallele a pu étre mise en évidence chez trois patients

(1,3, et 5).
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Figure 1.4-7 Inférence phylogénétique par séquengage multirégional de cinq tumeurs primitives
de la cavité orale.

Les arbres sont construits manuellement en utilisant les BAF, les mutations et les CNV. Les pie
charts représentent les biopsies dans différentes régions tumorales (TC, biopsie centrale ; TF,
biopsie antérieure ; TB, biopsie postérieure ; LN, biopsie ganglionnaire) et leur composition
clonale. Les patients 2, 4 et 5 étaient dépourvus de clones privés dans les métastases. Les
patients 1, 3 et 5 sont des exemples de progression paralléle des métastases et des tumeurs

primitives. D’aprés Tabatabaeifar et al.>*

1.4.4.3 Approche de séquencage sur cellules individuelles

Plusieurs études de séquengage sur cellules individuelles sont disponibles dans les CETC
capturant I’hétérogénéité génétique intra-tumorale et ses conséquences fonctionnelles a un
niveau de résolution cellulaire et s’affranchissant des limites imposées par les approches de
bulk sequencing®¥**%.

Nous rapportons les résultats d’une premicre étude sur 18 carcinomes épidermoides de la cavité
orale non prétraités (incluant cinq ganglions métastatiques appariés) et pour lesquels les profils
d’expression ARN ¢tablis sur ~6000 cellules (incluant 2215 cellules malignes et 3363 cellules
du micro-environnement tumoral) étaient disponibles?*!. L analyse du compartiment tumoral a
montré une expression différentielle de programmes du cycle cellulaire, de I’hypoxie, du stress

et de la différenciation épithéliale. Une sous-population de cellules exprimait un programme
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partiel de transition épithélio-mésenchymateuse (p-EMT) se limitant a I’expression de protéines
de la matrice extracellulaire. En comparant les sites primitifs aux métastases ganglionnaires, les
auteurs ont montré que 1’hétérogénéité du compartiment tumoral était récapitulée par les
métastases. Une lecture spatiale a également révélé que les cellules métastatiques exprimant le
programme p-EMT ¢étaient circonscrites au front d’invasion de la tumeur au contact de
fibroblastes exprimant TGFf. Cette observation suggérait que la compétence métastatique
pouvait étre médiée par les cellules du stroma tumoral. Les cellules tumorales exprimant un
programme de différenciation épithéliale étaient plutot circonscrites au centre de la tumeur. Les
auteurs ont pu proposer un modele de progression métastatique impliquant la migration de
clusters de cellules tumorales et stromales plutdt que de cellules malignes individuelles.

Plus récemment, une analyse transcriptomique spatiale sur 12 carcinomes épidermoides de la
cavité orale (analysant simultanément la topographie des cellules dans un espace repéré a deux
dimensions) a confirmé I’existence d’un front d’invasion et d’un centre tumoral

architecturalement et fonctionnellement polarisés®*?

. Les cellules qui composent ces régions
sont caractérisées par des profils d’expression et des interactions ligands-récepteurs uniques
reliés a différents états cellulaires spatialement déterminés. Dans ce modele, 1’hétérogénéité
intra-tumorale semble plutdt gouvernée par une différenciation hiérarchique des cellules (plutot
qu’une évolution clonale) durant laquelle des cellules progénitrices operent une transition vers
un phénotype motile et invasif par 1’acquisition graduelle d’un phénotype épithélio-

mésenchymateux.
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2 Deuxiéme partie

2.1 Contexte général de la thése de sciences

Les CETC sont la septiéme cause de cancer dans le monde!®. En situation de récidive et/ou
métastatique, le pronostic des patients est sombre avec une médiane de survie d’une année en
I’absence de traitement!'®%!%, Traditionnellement diagnostiqués chez des patients 4gés éthylo-
tabagiques, ces cancers liés a une exogénose connaissent un déclin en partie di a la diminution

167.168 ‘Tnyversement, les cancers de ’oropharynx liés aux HPV

de la consommation de tabac
oncogenes (16 et 18 principalement) sont en augmentation dans les populations
occidentales!¢®1%°. Bien que les cancers viro-induits se présentent souvent au diagnostic a un
stade clinique avancé, leur pronostic est plutot favorable en comparaison des CETC non viro-
induits!7>173,

Le cetuximab, un anticorps monoclonal ciblant ’EGFR, est la seule thérapie ciblée approuvée

198

en association a la radiothérapie dans les CETC localement avancés'”® et en association aux

9

platines dans les CETC récurrents et/ou métastatiques'®®. L’efficacité du cetuximab en

monothérapie est marginale en ’absence de toute présélection moléculaire’®. Bien que de
nombreux efforts aient été déployés pour la recherche et la priorisation de biomarqueurs!82-244-
250 “aucun n’est disponible en routine clinique en dehors des essais plateformes guidés par la

génomique®!.

Finalement, la stratégie thérapeutique prend uniquement en compte la
localisation anatomique et le stade de la maladie a défaut d’intégrer dans les algorithmes de
prise en charge son étiologie sous-jacente (une exogénose ou une infection par un HPV a haut
risque) et ses caractéristiques moléculaires!$186.187,

Les cellules malignes au sein d’une méme tumeur se caractérisent par une diversité
morphologique et une variabilité d’expression de marqueurs génétiques a 1’origine d’une
hétérogénéité génétique intra-tumorale®. Le processus continu de mutation et de sélection donne
naissance a des populations génétiquement distinctes (encore appelées clones cellulaires),
chacune avec sa propre distribution topographique a 1’origine d’une hétérogénéité spatiale.
L’architecture clonale varie dans le temps et entre une tumeur primitive et sa métastase’-3%2%2,
Elle est fagonnée par un équilibre dynamique entre les sous-clones, 1’environnement tissulaire,
la pression de sélection thérapeutique et la sélection naturelle a I’origine d’une hétérogénéité
temporale. Il est bien établi que plus une tumeur est hétérogene, plus le pronostic est

sombre??39-223:224 [ *hétérogénéité intra-tumorale peut étre pergue comme une réservoir de
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diversité génétique pour lequel les chances de voir émerger un sous-clone avec une compétence
métastatique ou résistant aux traitements augmentent au cours de 1’évolution2233-234,
Les études disponibles dans les CETC s’accordent sur I’omniprésence d’une hétérogénéité

génétique intra-tumorale dont I’importance semble corréler & une diminution de la survie

214,218,219,222 227

globale et a une augmentation du risque de progression métastatique=“’. Les mode¢les
privilégient des évolutions ramifiées des sous-clones plutot qu’une évolution linéaire avec une
méme cellule accumulant successivement des événements oncogéniques??*-23%-25° [’analyse
comparée des génomes des tumeurs primitives et des métastases conforte 1’idée d’une
dissémination précoce suivie d’une accumulation en paralleéle de nouvelles mutations dans la
tumeur primitive et absentes des métastases®>*-23,

La plupart des études sur I’hétérogénéité des CETC reposent sur le séquencage en masse d’une
seule biopsie qui sous-estime la part d’hétérogénéité spatiale et temporale d’une tumeur et

214,226-228

limitent les possibilités d’inférence clonale . D’un autre c6té, les études de séquencage

multirégional ou sur cellules individuelles privilégient les tumeurs de la cavité orale?*-232
limitant I’extrapolation des résultats aux autres localisations anatomiques.

L’analyse de I’ADN plasmatique d’origine tumorale obtenu par biopsie liquide permet de
caractériser plus facilement et itérativement les altérations moléculaires présentes dans
I’ensemble de la tumeur primitive et ses métastases ainsi que leurs évolutions au cours du
temps?>%257, Plusieurs études ont montré la faisabilité d un séquengage ciblé du ctDNA dans les
CETC localisés et métastatiques révélant une hétérogénéité spatiale et une émergence de

variants a progression et sous traitement®>8-261,

2.2 Hypotheéses et objectifs

L’hétérogénéité génétique intra-tumorale des CETC associée a une faible prévalence de
mutations actionnables limitent la détection de nouveaux biomarqueurs et le déploiement d’une

180-182,262,263 Nous faisons 1’hypothése qu’une meilleure compréhension

médecine de précision
des processus évolutifs et des déterminants génétiques impliqués dans I’hétérogénéité intra-
tumorale spatiale et temporale devrait permettre d’identifier de nouveaux biomarqueurs

d’intérét pronostique et théranostique.

Les objectifs de ma these de sciences étaient les suivants :
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Caractériser une hétérogénéité génétique intra-tumorale par le séquencage
multirégional du génome et du transcriptome de CETC localisés guidé par
I’annotation spatiale des régions histologiquement peu et bien différenciées ;
Caractériser une hétérogénéité intra-tumorale temporale :

a) Par I’analyse comparée des génomes de CETC opérés a visée curative, des
maladies résiduelles minimales et des récidives a distance représentées par
I’ADN tumoral circulant ;

b) Par des analyses multiomiques de biopsies tissulaires avant et aprés exposition a
une thérapie ciblée pour la recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques ;

Estimer la valeur pronostique :
a) De I’hétérogénéité intra-tumorale spatiale dans des CETC localisés ;
b) D’une maladie résiduelle minimale basée sur la détection de I’ADN tumoral

circulant dans des CETC opérés.
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3 Troisieme partie

3.1 Résultats sur I’hétérogénéité intra-tumorale spatiale

3.1.1 Introduction

Les cellules cancéreuses au sein d’'une méme tumeur se caractérisent par une diversité
morphologique et une variabilité d’expression de marqueurs moléculaires®. Le processus
continu de mutations et de sélection donne naissance a des populations génétiquement
distinctes, chacune avec sa propre distribution topographique a ’origine d’une hétérogénéité
spatiale’.

La composition clonale et I’hétérogénéité génétique des CETC sont a ce jour peu caractérisées.
Les études sont majoritairement basées sur le séquencage de prélévements tumoraux uniques
qui sous-estiment la part d’hétérogénéité spatiale et temporale d’une tumeur et limitent les

possibilités d’inférence clonale?!4226-228

. D’un autre coté, les études basées sur le séquencage
de prélévements tumoraux multirégionaux ou de cellules individuelles privilégient des
carcinomes épidermoides de la cavité orale?*23? limitant ’extrapolation des résultats aux
autres localisations anatomiques. Par exemple, la propension des tumeurs de la cavité orale a
métastaser en dehors des ganglions est plus faible comparativement aux CETC développés aux
dépens de 1’oropharynx ou du larynx (6% vs 16%, respectivement) suggérant des déterminants
oncogéniques de I’évolution différents?®4,

Une autre limitation de ces études principalement basées sur des techniques de séquencage
whole-exome réside dans la faible profondeur de séquengage et le manque de sensibilité pour
la détection des sous-clones tumoraux minoritaires.

Les premiers travaux réalisés dans le cadre de ma thése de sciences ont consisté a caractériser

I’hétérogénéité intra-tumorale spatiale de CETC localisés et opérés dans SCANDARE
(NCTO03017573). Les objectifs étaient les suivants :

- Caractériser et quantifier une hétérogénéité histologique spatiale et en préciser sa valeur
pronostique ;

- Valider la faisabilit¢ d’un séquengage multirégional du génome et du transcriptome
guidé par I’annotation spatiale des régions tumorales histologiquement peu et bien

différenciées ;
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- Caractériser une hétérogénéité génomique et transcriptomique intra-tumorale, en
préciser les impacts en termes de médecine de précision, la valeur pronostique et les
voies de signalisation cellulaires impliquées ;

- Caractériser une hétérogénéité du micro-environnement tumoral ;

- Inférer la composition clonale des CETC a partir des données de séquencage du génome
et identifier des trajectoires évolutives redondantes et pronostiques en exploitant des

modeles d’arbres phylogénétiques.

J’ai pu collaborer a I’annotation spatiale des régions tumorales en microscopie optique, a la
caractérisation du microenvironnement tumoral (infiltrat lymphocytaire et expression de PD-
L1), a la mise au point d’un score d’hétérogénéité pathologique intra-tumorale et a
I’interprétation des variants pathogénes. Ma contribution a également consisté a implémenter
et a consolider la base de données cliniques incluant une actualisation des données de survie.

Ces travaux sont encore a un stade préliminaire pour les deux derniers objectifs. Aprés avoir
présent¢ 1’étude SCANDARE et les méthodes utilisées pour répondre aux objectifs, je

détaillerai les principaux résultats obtenus jusqu’a présent.

3.1.2 Etude SCANDARE

Les prélevements tissulaires ont été réalisés chez des patients avec un diagnostic de CETC
localisé et primo-traités par chirurgie a visée curative a I’Institut Curie (Paris et Saint-Cloud,
France) entre le 05/01/2017 et le 04/07/2019 dans le cadre de I’étude institutionnelle
SCANDARE (investigateur principal : Professeur Christophe Le Tourneau). Les patients ont
tous été inclus apres signature du formulaire de consentement. Les autorisations réglementaires
ont ¢ét¢ obtenues en juillet 2016 pour I’autorisation de 1’Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé¢ (ANSM) et en décembre 2016 pour I’avis du Comité de
Protection des Personnes (CPP Ile de France III).

SCANDARE est une étude prospective de biobanking (tissulaire, plasmatique et sanguin) dont
I’objectif principal est d’évaluer les liens entre les altérations moléculaires au niveau tumoral,
le micro-environnement et la réponse immunitaire. Cette étude destinée a promouvoir la
recherche translationnelle ne formule aucune hypothése a priori. L’étude est ouverte aux
cancers de 1’ovaire et aux cancers du sein triple négatifs éligibles a une chirurgie premiere a

visée curative ou a une chimiothérapie néoadjuvante, aux CETC ¢éligibles a une chirurgie
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premigére a visée curative et aux cancers du col de 1’utérus non prétraités avec une indication de
(chimio)radiothérapie.

Initialement, 100 patients ont été inclus dans la cohorte CETC (fermeture des inclusions en
juillet 2019). Un amendement approuvé par le CPP et I’ANSM a autorisé la réouverture de la
cohorte en novembre 2020 pour augmenter le nombre d’inclusions a 200 patients (fermeture
des inclusions prévue en janvier 2024). La période de suivi dans I’étude est de 3 ans. Les
patients sont traités dans SCANDARE conformément aux recommandations des sociétés
savantes.

Pour la cohorte CETC, des prélevements tissulaires réalisés pendant la chirurgie premiére a
visée curative et au moment de la récidive avant traitement sont inclus en paraffine et
fraichement congelés. Des prélévements sanguins réalisés sur tubes EDTA et tubes secs sont
¢galement collectés pendant puis aprés la chirurgie (a la premicre consultation postopératoire)
et a progression (avant le premier cycle de traitement systémique si indiqué). En I’absence de
récidive précoce, les prélévements sanguins sont collectés six mois aprés la chirurgie puis a
progression. Dans le cadre de ce travail de thése sur 1’hétérogénéité spatiale, seuls les

prélevements tissulaires réalisés pendant la chirurgie ont été exploités (Figure 3.1-1).

r 4

SCANDARE (NCT03017572) ~
PI : Pr. Christophe Le Tourneau | N StltUt

Surgery
f After Surgery \\‘*\\
Basel ine (1st post-surgery follow-up) -

->
D

Before cycle 1 Before cycle 2 At progression

Surgical
specimen
Surgical o7 o+ i Surgical
specimen = lumor sample + normal tissue specimen

Figure 3.1-1 Workflow de 1’é¢tude SCANDARE pour les cancers de la téte et du cou.
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3.1.3 Hétérogénéité histologique intra-tumorale

3.1.3.1 Matériel et méthodes

Pour pouvoir appréhender I’hétérogénéité histologique intra-tumorale, nous avons examiné en
microscopie optique les lames colorées a 1’hématéine-€osine-safran (HES) issues de blocs
paraffines (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) recueillis a chirurgie pour 90 patients
de la cohorte SCANDARE. Nous avons isolé 1 a 5 région(s) géographiquement éloignées par
patient (281 régions au total) sur la base de critéres histologiques de différenciation. Les lames
HES ont été cerclées puis annotées selon deux modalités bien différencie (n = 147) ou peu
différencié (n = 134).

Pour chacune des régions cerclées, nous avons quantifié¢ la surface tumorale (intervalle, 2-300
mm?), I’infiltrat lymphocytaire (TILs) et le statut HPV par recherche de séquence d’ADN viral
par PCR. Un immunomarquage complémentaire a été réalisé pour évaluer le niveau
d’expression de PD-L1 en utilisant le clone Dako 22C3%%°, Un score CPS (Combined Positive

Score) a été calculé de la fagon suivante :

CPS Nombre cellulespp_; 4. 100 (15)
- X
Nombre de cellules tumorales viables

Les cellules évaluées pour PD-L1 correspondaient aux cellules tumorales, aux lymphocytes et
aux macrophages.

Nous avons finalement implémenté un score d’hétérogénéité pathologique intra-tumorale
incluant quatre niveaux en utilisant la proportion relative de contingents tumoraux (définis par

la surface des cerclages) bien et peu différenciés :

- Le niveau I était défini par la présence de plus de 80% de contingent tumoral bien
différencié (tumeur homogene) ;

- Le niveau II était défini par la présence de plus de 80% de contingent tumoral peu
différencié (tumeur homogene) ;

- Le niveau 0w (III-L) était défini par la présence de moins de 30% de contingent
tumoral peu différencié (tumeur hétérogene) ;

- Leniveau Illxign (I1I-H) était défini par la présence de plus de 30% de contingent tumoral

peu différencié (tumeur hétérogeéne).

76



Des modeles de Cox pronostiques (univariés et multivariés) pour la survie sans récidive (RFS)
ont été ajustés pour le score d’hétérogénéité¢ pathologique, les variables cliniques (incluant
I’age, le sexe, le statut éthylo-tabagique, les stades T et N de la classification AJCC et le statut
HPV) et les variables histologiques (incluant le grade histologique, les TILs et le score CPS).
Pour chaque patient, nous avons retenu les valeurs de TILs et les scores CPS qui
correspondaient a la région avec la surface la plus grande. L’association entre le score

d’hétérogénéité pathologique et les variables clinicopathologiques a également été testée.

3.1.3.2 Résultats

Au total, 88 patients ont été inclus dans I’analyse (deux patients ayant retiré leur consentement).
Les caractéristiques des patients a I’inclusion sont présentées dans le Tableau 3.1-1. Les profils
tumoraux étaient dominés par des carcinomes €épidermoides de la cavité orale (51%). Les
tumeurs étaient majoritairement de petits stades (T1-2, 59%), négatives pour le statut HPV
(74%) et plutdt infiltrées en lymphocytes (TILs > 10%, 83%). Une minorité des tumeurs étaient
négatives pour I’expression de PD-L1 (CPS <1, 23%). Aprés un suivi médian de 17 mois, 37
patients (42%) ont présenté une récidive avec une médiane de RFS de 18 mois (intervalle de
confiance [IC] a 95%, 14-40 mois).

Le score d’hétérogénéité pathologique n’était pas pronostique en analyse univariée (p = 0.9).
En analyse multivariée, le stade tumoral corrélait a une augmentation du risque de récidive (T3-
4 vs T1-2, Hazard Ratio [HR] = 2.5, p = 0.02). L’infiltrat lymphocytaire, quant a lui, corrélait
a une réduction du risque de récidive (TILs > 10% vs TILs < 10%, HR = 0.2, p = 0.01, Figure
3.1-2). Ce dernier résultat devait toutefois étre nuancé compte tenu des effectifs faibles (n = 5)
dans la classe TILs < 10%.

Nous avons identifié¢ une plus grande proportion de tumeurs homogenes I-1I chez les fumeurs
en comparaison des non-fumeurs (19% vs 3%) et une plus faible proportion de tumeurs

hétérogenes I11-L chez les fumeurs (48% vs 65%, p ajusté = 0.05).
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Tableau 3-1 Caractéristiques clinicopathologiques de 88 patients SCANDARE.

Total
(n=88)
Sexe, n (%)
Femme 29 (33%)
Homme 59 (67%)
Age, années
Median 64
Range 22-83
Site primitif, n (%)
Hypopharynx 5(5.7%)
Larynx 9 (10%)
Cavité orale 45 (51%)
Oropharynx 29 (33%)
Consommation d’alcool, n (%)
Non 47 (53%)
Oui 41 (47%)
Tabagisme, n (%)
Non 40 (45%)
Oui 48 (55%)
Stade T avant chirurgie', n (%)
T1 25 (28%)
T2 27 (31%)
T3 15 (17%)
T4 21 (24%)
Stade N avant chirurgie’, n (%)
NO 46 (52%)
N1 22 (25%)
N2 20 (23%)
Grade histologique, n (%)
Bien différencié 56 (64%)
Modérément différencié 22 (25%)
Peu différencié 8 (9.1%)
Indifférencié 2 (2.3%)
Statut HPV, n (%)
Négatif 65 (74%)
Positif 23 (26%)
TILs, n (%)
<10% 5 (6%)
> 10% 83 (94%)
CPS, n (%)
0-0.9 20 (23%)
1-19 41 (47%)
>20 27 (31%)

IAmerican Joint Committee on Cancer, 7" Edition staging; HPV, Human Papillomavirus; TILs,

Tumor Infiltrating Lymphocytes; CPS, Combined Positive Score.
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Subgroup N (event) HR (C195%) p-value N (event) HR (C195%) p-value

Age 0.585
<65 44 (15)
265 44 (22) —— 1.2 (0.62-2.33)
Sex 0.065 0.855
Female 29 (9) 29 (9)
Male 59 (28) —8—> 1,97 (0.92-4.2) 59 (28) ——— 0.91(0.35-2.38
Tobacco 0.176 0.620
No 40 (14) 40 (14)
Yes 48 (23) p=m— 1.57 (0.81-3.07 48 (23) —_— 1.21 (0.56-2.63
Alcohol 0.398
No 47 (19)
Yes 41(18) r— 1.32 (0.69-2.53
Statut HPV 0.234 0.305
Negative 65 (32) 65 (32)
Positive 23 (5) L ) 0.58 (0.23-1.5) 23 (5) = 0.59 (0.2-1.7)
Score ITH 0.547
1 10 (6)
In-L 49 (18) - 0.6 (0.24-1.5)
1I-H 29 (13) - 0.59 (0.22-1.57
Stade T 0.003 0.015
T1/T2 52 (15) 52 (15)
T3/T4 36 (22) ——u—> 74 (1.41-5.3) 36 (22) > 2.54 (1.18-5.48
Stade N 0.049 0.147
NO 46 (16) 46 (16)
>NO 42 (21) = 1.92(1-3.69) 42 (21) Mt 1.74 (0.82-3.68
Differenciation 0.764
Undifferentiated. 8 (3)
Moderately/Well 75 (33) = 1.19(0.37-3.91
TILs 0.048 0.010
<10% 5(4) 5(4)
210% 83 (33) -— 0.29 (0.1-0.84) 83 (33) - 0.15 (0.04-0.53
CPS 0.300
0-0.9 20 (1)
1-19 41 (16) o 0.8 (0.37-1.73)
+20 27 (10) T 0.52 (0.22-1.23
0.0 1.0 2.0 3.0 0.0 1.0 2.0 3.0
HR Cox regression -ll-Univariate -l-Multivariate HR

Figure 3.1-2 Diagramme en forét des risques instantanés relatifs de récidive chez 88 patients
SCANDARE pour plusieurs variables clinicopathologiques.
Les HR et les intervalles de confiance a 95% sont estimés en utilisant des modeles de Cox

univariés (bleu) ou multivariés (rouge).

3.1.4 Hétérogénéité génétique intra-tumorale

3.1.4.1 Matériel et méthodes

En tirant parti de la délinéation régionale des tumeurs par niveau de différenciation
histologique, nous avons pu caractériser 1’hétérogénéité génétique intra-tumorale par un
séquengage multirégional du génome.

Les préléevements tissulaires de 90 patients (280 régions tumorales au total) ont été extraits en
acides nucléiques (ADN et ARN). Quatre-vingt-trois patients disposaient d’une quantité

suffisante d’ADN (230 régions tumorales avec un crossing point < 30, Figure 3.1-3) et deux
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patients ayant retiré leur consentement ont été exclus des analyses. L’identitovigilance de
chaque échantillon a pu étre vérifiée. Les patients ont ensuite été séquencés en NGS avec un
panel ciblé in-house de 571 geénes d’intérét pronostique et théranostique (panel DRAGON). Les

variants pathogénes ont été filtrés en utilisant un algorithme astringent :

- Profondeur de séquengage > 100x ;

- VAF>10%;

- Fréquence du variant dans la population générale < 0.5% (fréquence des SNP) ;

- Absence de biais de brin (déséquilibre de représentation d’un variant sur le brin sens ou
anti-sens) ;

- Variants validés dans la database OncoKB?% (https://www.oncokb.org/);

- Pour les génes suppresseurs de tumeur, validation des mutations perte de fonction, des
mutations tronquantes et des délétions homozygotes incluant les mutations sur les sites
d’épissage en positions -1, -2, +1 et +2 ;

- Pour les oncogenes, validation des mutations Aotspots et des amplifications focales ;

- Pour TERT, validation des mutations hotspots dans le promoteur (g.1295228, g.1295250
et g.1295501) quelles que soient la fréquence allélique et la profondeur de séquengage ;

- TMB < 40 mut/Mb.

Chaque région tumorale a pu étre annotée pour la présence d’un variant et pour la présence de
variants hétérogénes impliquant des VAF < 10% et des biais de brin. L’analyse intégrative des
altérations moléculaires et des données clinicopathologiques était rendue sous la forme
d’oncoprints créés sur R en utilisant les fichiers de variants somatiques standardisés MAF
(Mutation Annotation Format) et le package maftools®®’.

Les variants pathogenes étaient priorisés par niveau d’actionnabilité en utilisant la classification

pan-cancer OncoKB?% et la classification ESCAT dédiée aux CETC!82,
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90 patients SCANDARE
280 régions tumorales

Extraction acides nucléiques 2 patients exclus
Crossing point < 30 Retrait de consentement

83 patients SCANDARE
230 régions tumorales

Séquencage NGS panel in-house
DRAGON, 571 genes

78 patients SCANDARE
200 régions tumorales

18 patients exclus
Une seule région tumorale par patient

22 patients hétérogénes 39 patients homogeénes
70 régions tumorales 112 régions tumorales
Inlzrgi (é/a/iz}))r]: d(e)x \ja;(i;;ms 1 patient exclu
L“”f”,"f e nco Cellularité tumorale insuffisante
ESCAT ORL
7 patients (Groupe 1) 14 patients (Groupe 2)
HS geénes actionnables HS génes non actionnables

Figure 3.1-3 Flowchart des patients SCANDARE pour I’analyse de I’hétérogénéité génétique

intra-tumorale.

3.1.4.2 Résultats

Soixante-dix-huit patients séquencés pour I’ADN (200 régions tumorales au total) ont passé les
controles qualités. Parmi eux, 18 (23%) n’avaient plus qu’un seul échantillon tumoral et
n’étaient pas exploitables pour 1’analyse de I’hétérogénéité génétique. Sur 60 patients avec au
moins deux échantillons disponibles, 22 (37%) ¢étaient hétérogénes pour des variants
pathogenes (Figure 3.1-3).

Parmi les 22 patients hétérogenes, un patient a été exclu pour cellularité tumorale insuffisante
(5%), sept (32%) étaient hétérogenes du point de vue de variants pathogénes actionnables
(Groupe 1) et 14 (64%) étaient hétérogeénes du point de vue de variants pathogénes non
actionnables (Groupe 2, Figure 3.1-4).

En utilisant OncoKB, nous avons identifi¢ une hétérogénéité de biomarqueurs théranostiques
(PIK3CA, EGFR et TSC2, Niveau I) et hypothétiques (ARIDIA, PTEN et CDKN2A4/B, Niveau
IV). En utilisant ESCAT, nous avons identifi¢ une hétérogénéit¢ de biomarqueurs
investigationnels (EGFR et CDKN2A/B, Echelon 1IA), hypothétiques (PIK3CA et PTEN,
Echelon IITA) et en développement (TP53, Echelon V). Nous rapportons enfin une
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hétérogénéité de biomarqueurs actionnables non annotés dans les classifications OncoKB et

ESCAT (NOTCHI1, POLE et KMT2C, Figure 3.1-5).
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Figure 3.1-4 Oncoprint réalis¢ sur 21 patients SCANDARE (71 régions

hétérogénéité génétique

intra-tumorale.
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Differentiation
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Differentiatior

02-061 = 02-159 02-057 = less_diffe
01-104 = 01-112 NA = well_diffe
01-140 01-159 NA
01-121 02-132

au total) avec une

Pour chaque patient, I’oncoprint récapitule les variants pathogeénes détectés dans les régions

tumorales séquencées.

Les profils d’altérations moléculaires sont annotés par niveau

d’actionnabilité (groupe 1 actionnable et groupe 2 non actionnable), par grade histologique,

pour la charge mutationnelle et pour le statut microsatellitaire (MSI). Seuls les variants avec
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une fréquence allélique > 10% sont validés. Les variants hétérogeénes impliquant des VAF <

10% et des biais de brin sont matérialisés par un point blanc.
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Figure 3.1-5 Oncoprint réalisé sur sept patients SCANDARE (23 régions au total) avec une

hétérogénéité génétique intra-tumorale actionnable.

3.1.5 Hétérogénéité transcriptomique intra-tumorale

3.1.5.1 Matériel et méthodes
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Nous avons caractérisé I’hétérogénéité du transcriptome chez 78 patients contributifs en
DRAGON en utilisant la méthode 3’ TAG-RNA-Seq. Les 1000 geénes codants les plus variables
(comptages bruts) entre les régions tumorales ont été sélectionnés pour des analyses
exploratoires (analyses en composantes principales [ACP] et regroupements hiérarchiques) et
des analyses d’expression différentielle de génes. Les comptages ajustés sur la profondeur de
séquencage et la taille des génes a I’étape de normalisation sont rapportés en TPM (Transcripts
Per Kilobase Million).

En utilisant des comptages normalisés transformés rlog (Regularized Log Transform), les ACP
ont été réalisées par région tumorale (annotée selon le niveau de différenciation histologique,
I’infiltrat lymphocytaire, la charge mutationnelle et le score CPS) et par patient (annoté selon
I’age, le sexe, le statut éthylo-tabagique, le sous-type anatomique tumoral, le stade T, le stade
N, le statut HPV 16 et le niveau du score d’hétérogénéité pathologique). Dans les ACP rendues
par patient, la moyenne des comptages bruts des régions tumorales a été calculée. Les effets
batch (dates de processing, run et site de conditionnement des blocs FFPE) ont été
préalablement éliminés.

Les analyses d’expression différentielle ont été réalisées en utilisant les comptages normalisés
selon la méthode TMM (Trimmed Mean of M values)*®3. Pour pouvoir estimer I’abondance des
transcrits selon plusieurs conditions et tester les différences, nous avons ajusté un mod¢le de
régression linéaire multiple sans constante incorporant les variables sélectionnées a 1’étape
d’analyse non supervisée. Le modéle linéaire a été ajusté avec limma dans R?%° en exécutant le
script : model.matrix(~0 + variables).

Les genes les plus contributifs pour la variabilité des axes principaux en ACP et les genes les
plus significatifs pour D’expression différentielle ont ¢été testés dans des analyses

270

d’enrichissement de voies de signalisation en utilisant g : Profiler-’® et les bases de données

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)*’! et Reactome?’2,

3.1.5.2 Résultats

Soixante-dix-huit patients (197 régions tumorales au total) ont été¢ séquencés en ARN en
3’TAG-RNA-Seq. Les comptages bruts étaient disponibles pour 57 820 transcrits. Pour chaque
région tumorale, ~15 000 transcrits (TPM > 1) étaient exprimés.

Nous présentons dans un premier temps les résultats obtenus avec les ACP. Pour les ACP

rendues par patient (n = 78), le pourcentage d’inertie expliqué par les quatre premicres
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dimensions était de I'ordre de 41% (Figure 3.1-6A). Autrement dit, les deux premicres

dimensions de variabilité permettaient d’expliquer 27% de I’information contenue dans le set

d’expression et les dimensions 3 et 4 permettaient d’en expliquer 14%. Nous avons caractérisé

les geénes contribuant le plus fortement a la construction des dimensions 1 a 4 (Figure 3.1-6B).

Ces contributions permettaient de savoir si un axe était surtout construit a cause d’un seul ou

de quelques transcrits. Nous rapportons enfin les voies KEGG et Reactome impliquées dans

cette variabilité (Tableau 3-2).

A B
Dim1 Dim2 Dim3 Dim4
TOP Gene Gene Gene Gene
1[DsG1 SYNPO2 ATP13A4 MLXIPL
Scree plot 2|KRTEB ENO3 FUT3 CHRM3
2 3|KRT6C cA3 ADGRF1 GPX2
4|LcE3D SRL CLDN4 MPPED1
80 5[LCE3E AMOT TTCY RAB3B
5 6[IvL PRKAA2 TMPRSS11A CYP2s1
g 7|KLK7 MYH2 SCNN1A B4GALNT4
Eis- 8|SPRR2G MYOM2 CLCA4 NOSL
S 9|GSDMA CMYAS LIPH SCN9A
S0 10[HEPHLL RBFOX1 SPRR3 CXCL10
) 11|KRTDAP MYBPC1 CEACAMS ARFGEF3
5 12[SPRR2B CcAsQl POF1B D01
&Eu 5= 13(IL36RN DUSP26 FUT6 B4GALNTL
14|RNF222 MB cXcL17 GLI1
.- 15|CRCT1 TNNC2 SCEL FOXL2
; : : H : : B : : 5 16|CDA ATP1A2 CEACAMG SLC6A8
Dimensions 17|CDSN MYOZ1 KRT24 IGF28P2
18[TUBB2A BEST3 CSTA SAMDS
19|DEFB103A COX6A2 FAM3D GDA
20[sDRaC7 PGAM2 KRT13 NKX2-1

Figure 3.1-6 Pourcentage d’inertie des axes de I’ACP (78 patients) et génes contributifs.

(A) Pourcentage d’inertie expliquée par chaque axe. (B) Geénes les plus contributifs (top 20).
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Tableau 3-2 Analyses d’enrichissement des genes contributifs de I’ ACP.

Dimension 1

Dimension 2

Dimension 3 Dimension 4

Dataset si l‘lla(;;:a(::on'”
g Intersection
ATPIA2
. ATPIA2, TNNCI, ’
KEGG Cardiac mpscle CASQ2, COX642, COX6A42,
contraction ACTCL MYL2 TRDN, ATP2A1,
’ MYH7, ACTCI
Hyvpertrophi TNNCI, DES, PRKAA2, TTN,
KEGG Cargﬁinmp ai; TTN, ACTCI,  ATP2Al, MYH?,
yopathy SGCA, MYL2 ACTCI, MYL2
TTN, ATP2A1
. TNNCI, DES, ’ ’
KEGG Dllated TTN. ACTCI. MYH7, ACTCI,
cardiomyopathy SGCA MYL2 MYL2,
’ CACNAIS
PPP2RC2, ATPIA2,
KEGG Adrenergic signaling PPPIRIA, ATP2A41, MYH7,
in cardiomyocytes ATPI1A2, TNNCI, CAMK?2B,
ACTCI, MYL2 ACTCI, MYL2
LCN2, MMP1I,
IL-17 signaling MMPI3,
KEGG pathway S10048, MMP3,
S10049
. .. FUT3, FUT6
Glycosphingolipid U v
KEGG : 8
biosynthesis
psG1, Karss,  SPRRS KRT24
Reactome Keratinization KRT6C, LCE3D, ! ’
LCE3E, IVL KRI7S,
’ SPRRIA, KRT4
Developmental DSGI, KRT6B,
Reactome o 1p . KRT6C, LCE3D,
rology IVL, SPRR2G
Devel tal SPRR3, KRT24,
Reactome evgigﬁ)men a CSTA, KRTI3,
gy CDH?2, KRT78
MYBPCI,
. CASQI, TNNC2
§ , ,
Reactome Muscle contraction ATP142, TIN,
TRDN, NEB
Insulin-like Growth IGF2BP2,
Reactome Facror-2 mRNA IGF2BPI,
Binding Proteins IGF2BP3

Les analyses d’enrichissement ont été faites en utilisant les génes du top 200 contribuant & la

construction des quatre premiers axes de I’ACP ; $Voies de signalisation enrichies parmi les

genes du top 20.
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Dans I’ACP par région tumorale (n = 197), nous avons annoté les régions selon le niveau de
différenciation histologique (peu différenci¢ vs bien différenci¢). Les régions tumorales
n’étaient pas séparées dans le plan composé des deux premicres dimensions de variabilité
indiquant que la différenciation histologique n’était pas une source de variabilité des transcrits
(Figure 3.1-7A). Dans I’ACP par patient (n = 78), le statut HPV 16, le sous-type tumoral et le
score d’hétérogénéité pathologique permettaient de séparer les patients le long du premier axe
indiquant leur role dans la variabilité des transcrits (Figure 3.1-7B-D).

Nous avons identifié les génes différentiellement exprimés les plus significatifs selon le statut
HPV 16 (négatif vs positif), le sous-type tumoral (cavité orale vs les autres localisations) et le
score d’hétérogénéité pathologique (I-1I vs III). Des regroupements hiérarchiques des 50 génes
les plus significatifs ont été réalisés confirmant visuellement le clustering des patients selon les
modalités de la variable de regroupement (Figure 3.1-8A-C).

Les génes les plus significatifs définis par p < 0.05 et un log ratio classe d’intérét/classe de
référence (FC, Fold Change) |logFC| > 1 ont été sélectionnés pour les analyses d’enrichissement

(Figure 3.1-8A-C). Nous rapportons :

- Une voie KEGG IL-17 signaling pathway (incluant CCLI11, PTGS2, MMPI1/3 et
MAPK10) impliquée dans I’expression différentielle selon le sous-type tumoral ;

- Des voies Reactome cell junction et tight junction interaction (incluant CLDNI1/4,
COL17A41, CDH2 et LAMC?2) impliquées dans I’expression différentielle selon le score
d’hétérogénéité pathologique ;

- Des voies KEGG cytokine-cytokine receptor interaction et viral protein interaction with
cytokine and cytokine receptor (incluant RPA2, ZNF541, CCNE2, CDKN2A et POLE?)

impliquées dans I’expression différentielle selon le statut HPV 16.
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Figure 3.1-7 ACP rendues pour 78 patients et 197 régions tumorales.
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Les régions tumorales annotées selon le niveau de différenciation histologique n’étaient pas

séparées dans le plan d’inertie formé des deux premiers axes (A). Les patients annotés selon le

statut HPV 16 (B), le sous-type tumoral (C) et le score d’hétérogénéité pathologique (D) étaient

bien séparés le long du premier axe indiquant un role de ces variables dans la variabilité des

transcrits.
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Figure 3.1-8 Analyses par regroupement hiérarchique rendues pour 78 patients selon le sous-
type tumoral (A), le score d’hétérogénéité pathologique (B) et le statut HPV 16 (C).

Les regroupements hiérarchiques ont utilisé les 50 genes différentiellement exprimés les plus
significatifs pour lesquels p ajustée < 0.05 et |logFC| > 1. Les analyses d’enrichissements ont
utilisé tous les genes significatifs pour lesquels p < 0.05 et |logFC| > 1. Le score d’hétérogénéité

pathologique a été regroupé en deux niveaux faible (score I-II) et fort (score III).

3.1.6 Discussion

En utilisant les préleévements tissulaires de CETC localisés et collectés dans 1’étude prospective
de biobanking SCANDARE, nos travaux ont validé la faisabilité¢ d’un séquengage multirégional
du génome et du transcriptome guidé par ’annotation spatiale des régions tumorales
histologiquement peu et bien différenciées. En orientant les séquengages vers des régions
tumorales de forte cellularité et hétérogenes d’un point de vue histologique, nous avons cherché
a augmenter la sensibilité des analyses moléculaires (c’est-a-dire la détection de variants avec
des fréquences alléliques faibles) et les chances de détecter une hétérogénéité génétique intra-
tumorale.

Nous avons mis au point un score d’hétérogénéité pathologique récapitulant la part relative de
contingent peu et bien différencié d’une tumeur. Nous rapportons une association significative

entre I’hétérogénéité qui existe au niveau histologique et 1’exposition au tabac. Nous avons
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¢galement confirmé la valeur pronostique positive des TILs dans des modéles de survie
multivariés®’32"#, Toutefois, le score d’hétérogénéité pathologique n’était pas pronostique dans
notre cohorte. Il n’est pas exclu que les événements cliniques au moment des analyses aprés un
suivi médian de 17 mois aient été insuffisants pour détecter une association avec le risque de
récidive. Une actualisation des données de survie réalisée en aoiit 2023 devrait permettre de
consolider ce résultat.

Sur le plan génomique, le séquengage de ’ADN de plusieurs régions tumorales par patient a
montré une hétérogénéité génétique intra-tumorale chez 37% d’entre eux. Parmi ces patients
hétérogenes, 32% présentaient une hétérogénéité du point de vue de variants actionnables
incluant des biomarqueurs théranostiques avec le plus haut niveau de preuve de la classification
OncoKB (PIK3CA, EGFR et TSC2).

Sur le plan transcriptomique, les analyses exploratoires non supervisées ont identifi¢ des profils
d’expression de geénes variables selon la localisation tumorale, le statut HPV 16 et le score
d’hétérogénéité pathologique validés secondairement dans des modeles de régression linéaire.
Nous avons précisé¢ les voies de signalisation impliquées dans ces profils d’expression
différentielle. En particulier, nous montrons que le score d’hétérogénéité pathologique est li¢ a
I’activation différentielle des voies Reactome de la jonction cellulaire.

La caractérisation de 1’hétérogénéité génétique a été rendue possible dans SCANDARE grace
(1) au recrutement prospectif des patients, (ii) au recueil de plusieurs prélévements par patient,
(ii1) a I’application de méthodes standardisées de prélévements, de processing et de séquencage,
(iv) a 'implémentation d’analyses multiomiques, (v) a I'utilisation de formulaires €électroniques
pour le recueil des données cliniques et (vi) a 'utilisation de pipelines bioinformatiques

reproductibles?”.

3.1.7 Perspectives et publications

Les résultats obtenus pour les travaux sur I’hétérogénéité histologique intra-tumorale seront
présentés au congres annuel de ’ESMO 2023 en session poster. L abstract Prognostic value of
pathological intratumor heterogeneity in patients with head and neck squamous cell carcinoma
treated with upfront surgery est disponible en Annexe 4.1.4.

En tirant parti de I’actualisation des données de survie réalisée en aott 2023, nous travaillons
actuellement a la caractérisation pronostique de I’hétérogénéité génétique intra-tumorale ainsi
qu’a la mise au point d’une signature d’expression pronostique basée sur les 100 génes les plus

variables entre les patients.
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Nous préciserons I’abondance du micro-environnement tumoral en cellules immunitaires et
¢épithéliales dans les régions tumorales identifiées a I’étape d’annotation des lames HES en

utilisant respectivement I’algorithme de déconvolution MCP-counter?’®

et une signature
d’expression de 14 génes testée dans les CETC?!. L hétérogénéité du micro-environnement
tumoral sera évaluée en comparant les régions entre elles et en évaluant I’association entre
I’abondance du micro-environnement en cellules immunitaires et le score d’hétérogénéité
pathologique.

Nous caractériserons la composition clonale des CETC en incorporant les données de cellularité
tumorale, de CNV et de VAF (obtenues par séquencage multirégional du génome) dans
I’algorithme bioinformatique PyClone!'%* pour I’inférence des clusters mutationnels. Les arbres
phylogénétiques seront construits secondairement en utilisant ’algorithme CITUP?"7. Nos
résultats devraient permettre d’identifier des trajectoires évolutives redondantes dans les CETC
et d’en préciser leur valeur pronostique.

L’ensemble des résultats décrits dans ce chapitre et les analyses a venir devraient permettre la

rédaction d’un manuscrit a ’hiver 2023.

3.2 Résultats sur I’hétérogénéité intra-tumorale temporale a récidive

3.2.1 Introduction

Une tumeur peut étre congue comme un écosystéme constitué de plusieurs sous-populations de
cellules malignes (clones cellulaires) en voie de transformation ou déja transformées (dont une
population cellulaire numériquement majoritaire correspondant a celle en phase de dominance
clonale) et dont les proportions relatives varient au cours du temps a 1’origine d’une
hétérogénéité temporale. Cette évolution de la composition clonale au cours du temps est
fagonnée par un équilibre dynamique entre les sous-clones, la pression de sélection du micro-
environnement ou du traitement et la sélection naturelle.

Dans les CETC, I’analyse comparée des génomes des tumeurs primitives et des métastases
conforte 1’existence d’une hétérogénéité génétique au cours du temps. Son importance est
déterminée par la chronologie des éveénements moléculaires clonaux conférant le potentiel
métastatique. Les études opposent classiquement le modele linéaire de sélection clonale (ou les
métastases dérivent d’un clone qui apparait tardivement dans la tumeur primitive)!!8226-229 3 1a

progression paralléle de la tumeur primitive et des métastases (lesquelles dérivent de clones
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présents dés le début du développement de la tumeur primitive)?26-23

caractérisée par une plus
grande hétérogénéité génétique. Un processus de branchement évolutif conduisant a la perte du
clone dominant dans les métastases a enfin été rapporté dans ~32% des CETC. Cette évolution
clonale semble corréler & un mauvais pronostic en comparaison d’un équilibre ponctué pour
lequel la composition clonale est relativement stable au cours de 1’évolution métastatique®?’.
Les indications de thérapies ciblées sont souvent posées sur la base d’une seule biopsie (réalisée
le plus souvent au diagnostic). La prise en compte de I’hétérogénéité génétique qui existe au
cours du temps impose de répéter des biopsies souvent invasives et difficiles d’accés. Du reste,
en raison de I’hétérogénéité qui existe entre les métastases’, une seule biopsie métastatique ne
récapitule qu’imparfaitement la complexité génétique d’une tumeur.

L’analyse du ctDNA obtenu par biopsie liquide permet de caractériser plus facilement et de
fagon répétée les altérations moléculaires présentes dans 1’ensemble de la tumeur primitive et
de ses métastases ainsi que leurs évolutions au cours du temps®>®2%7, Son étude a différents
timepoints couplée a la caractérisation phylogénétique de la tumeur primitive permet en outre
d’appréhender 1’évolution clonale et le processus de sélection qui opére a progression'3’. Dans
les CETC localisés ou plus avancés, plusieurs études non interventionnelles suggérent une
utilité clinique du ctDNA en particulier pour la stratification pronostique®, la surveillance

)278—282

postopératoire (en monitorant la maladie résiduelle minimale , l’identification de

259,283

biomarqueurs théranostiques et la prédiction de la rechute sous traitement?*%2%!, Plusieurs

¢tudes ont montré I'intérét d’un monitoring de ’ADN circulant d’HPV pour la détection

284288 mais la-encore sans essai

précoce de rechute des cancers de I’oropharynx viro-induits
prospectif disponible apportant la preuve d’une utilité¢ clinique (la capacité a orienter une
décision thérapeutique basée sur la démonstration d’un bénéfice en survie).

Dans le cadre de ma theése de sciences, nous avons cherché a appréhender une hétérogénéité
temporale au cours de la progression tumorale en utilisant les données de séquencage des tissus
générées dans SCANDARE et les données de séquencage des ctDNA obtenues grace a une
collaboration avec la société belge OncoDNA (https://www.oncodna.com/en/main/home/).
Nous avons utilisé un panel NGS ciblé (OncoFOLLOW™) composé d’un panel fixe de 40
genes (core panel) complété par un panel a fagon pouvant contenir jusqu’a 21 variants identifiés

dans les tissus. Les travaux dédiés spécifiquement a I’étude de 1I’hétérogénéité temporale

s’inscrivaient dans un projet de recherche plus large dont les objectifs étaient les suivants :

- Evaluer la faisabilité d’un panel NGS ciblé¢ pour la détection et le monitoring du

ctDNA ;
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- Evaluer le potentiel du ctDNA comme biomarqueur d’une hétérogénéité intra-tumorale
spatiale et temporale ;
- Evaluer la validité clinique de la détection d’une maladie résiduelle minimale basée sur

la détection du ctDNA.

J’ai pu collaborer a ’interprétation et a la sélection des variants pathogenes détectés dans les
tissus et les ctDNA. Ma contribution a également consisté (i) a implémenter et a consolider la
base de données cliniques incluant une actualisation des données de survie, (ii) a réaliser des
analyses de données de séquencage des tissus et des ctDNA intégrées aux données cliniques en
programmant des oncoprints, (iii) a modéliser et a interpréter des trajectoires temporelles
individuelles annotées pour les événements moléculaires et cliniques en programmant des
swimmerplots, (1v) a réaliser des analyses de sensibilité et a évaluer la validité clinique d’une
maladie résiduelle minimale basée sur la détection du ctDNA, (v) a réaliser des mode¢les de
survie et des modeles pronostiques multivariés ainsi que 1’ensemble des tests et des statistiques
descriptives et (vi) a réaliser ’ensemble des figures et a rédiger le manuscrit.

Les analyses sont finalisées et un manuscrit rédigé intégralement et formaté pour Nature

Communications est joint au chapitre suivant.

3.2.2 Article #1 Addressing molecular relapse and intra-tumor heterogeneity in head and

neck cancer with circulating tumor DNA
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Abstract

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is characterized by molecular intra-tumor
heterogeneity (ITH). Treatment response assessment relies on radiologic imaging, which cannot
detect minimal residual disease (MRD). We assessed the relevance of ctDNA as a marker for
ITH and MRD in HNSCC. Targeted next-generation sequencing was performed on resected
tumor tissues and serial blood samples collected from early-stage HNSCC patients in
SCANDARE (NCT03017573). We detected ctDNA in 21/41 patients (51%) at surgery and in
15/22 patients (68%) at recurrence, and revealed clinically relevant spatial and temporal ITH
in 3/21 patients (14%) and 9/21 patients (43%), respectively. ctDNA-based MRD detection
anticipated clinical recurrence by 9.9 months in 17/27 patients (63%). When detected within 14
weeks after surgery, MRD correlated with disease recurrence after adjusting for prognostic
variables (HR = 3.0; p = 0.03). Early detection of ctDNA after surgery might be of interest to

stratify HNSCC patients for adjuvant therapy.



Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the seventh most common cancer
worldwide!. Early-stage disease can be successfully treated with a single-modality treatment
(surgery or radiotherapy), whereas locally advanced disease usually uses multimodality
treatments that involve surgery and (chemo)radiotherapy. Around 50% of locally advanced
HNSCC recur after primary treatment, at locoregional and/or distant metastatic levels?.
Locoregional recurrence can still be treated with salvage surgery or re-irradiation, both of which
being associated with a reduced mortality risk by 49% and 28% respectively?. In contrast,
patients who are not amenable to local treatments have a dismal prognosis (i.e., 6 to 9 months
in the absence of treatment)’. The current treatment strategy is based on tumor location and
disease stage and does not take into account the underlying etiology of HNSCC (e.g., infection
with high-risk human papillomavirus [HPV] or heavy use of tobacco and alcohol)*, although
HPV has been shown to be associated with a better prognosis®.

HNSCC is characterized by substantial heterogeneity at the molecular level®. Tumor
heterogeneity has been associated with a dismal prognosis due to decreased response to
treatment and higher rates of relapse, even in HPV-positive HNSCC patients’®. In patients
undergoing upfront surgery, prognostic factors for HNSCC include positive surgical margins,
extranodal spread, vascular tumor embolism, and disease stage’, but do not incorporate
information that emerges over time. In fact, the natural course of the disease and treatment
pressure select specific tumor clones with molecular characteristics that may impact patients
prognosis!®, Treatment response assessment relies on conventional imaging and positron-
emission tomography, which cannot detect disease at the molecular level. Moreover, the
characterization of the mutational landscape for guiding precision medicine requires invasive
and repeated tissue biopsies, which might not capture spatial intra-tumor heterogeneity or clonal

dynamics over time.



A non-invasive way to overcome these limitations is the detection and analysis of circulating
tumor DNA (ctDNA), a fraction of double-stranded DNA fragments that are freely released
from tumor cells into the bloodstream!!-12. ¢tDNA detection methods often rely on identification
of tumor-specific alterations using digital PCR or next-generation sequencing (NGS)
techniques. Such targeted approaches have been successfully implemented in small proof of
concept studies in early-stage HNSCC for minimal residual disease (MRD) detection following
curative-intent surgery!>~!’. On the other hand, tissue-agnostic methods (e.g., without prior
knowledge of somatic mutations in the solid tumor) have enabled identification of potentially
actionable mutations and emerging resistant tumor subclones in patients with advanced
HNSCC!8-2!,

We hypothesized that targeted NGS for ctDNA sequencing could be effective in detecting MRD
while providing clinically relevant insights on tumor heterogeneity in early-stage HNSCC.
Based on the prospective SCANDARE HNSCC patients’ cohort (NCT03017573) treated with
curative-intent upfront surgery, we sought to assess (i) the feasibility of a dedicated targeted
NGS approach for ctDNA detection and monitoring, (ii) the potential of ctDNA as a biomarker

of tumor heterogeneity, and (iii) the clinical validity of ctDNA-based MRD detection.

Results

Patient characteristics and sample collection

Forty-three HNSCC patients treated with upfront curative-intent surgery in the prospective
biobanking SCANDARE study were included. Multiregion targeted NGS was performed on
tumor tissues obtained at the primary surgery by using a custom panel of 571 genes. Two
patients did not pass our filtering criteria due to low-coverage sequencing (1000x read depth <
5%) and aberrant tumor mutational burden (TMB) > 400 Mut/Mb. Forty-one patients displayed

trackable mutations on tumor tissues, which were further prioritised to build patient-specific



panels of up to 21 variants combined with a fixed core panel of 40 genes for targeted NGS on
plasma. Among them, 31 patients (76%) showed recurrent disease at a median follow-up of 41
months (IQR, 40-50 months, Figure 1).

Serial plasma samples were collected at surgery (n = 41), within 14 weeks after surgery (n =
34), at six months (n = 18) and at recurrence (n = 22). In total, 41 patients at surgery and 22
patients at recurrence were analyzed for ctDNA profiling. Thirty-seven patients displaying
plasma samples within 14 weeks after surgery and/or at six months were monitored by targeted
sequencing of ctDNA for postoperative surveillance (Figure 1).

The median age at diagnosis was 65 years (interquartile range [IQR], 58-75 years). Thirty-three
patients (81%) were male. Twenty-two patients (54%) were current or former smokers and 20
patients (49%) displayed excessive alcohol consumption. Main tumor locations were oral cavity
(20/41, 49%) and oropharynx (16/41, 39%). Most patients were diagnosed with a T1-2 stage
disease (23/41, 56%) and presented with positive lymph nodes (22/41, 54%) and HPV-negative
tumors (30/41, 73%). Overall, 28 patients (68%) received adjuvant (chemo)radiotherapy.

Baseline patient characteristics according to recurrence status are summarized in Table 1.

Mutational landscape at surgery and dynamic over time

A total number of 172 mutations were identified across tumor tissues at surgery (mean [SD]
number, 4.2 [2.2] mutations/patient) whereas 54 mutations were identified in ctDNA at surgery
(mean [SD] number, 2.6 [1.7] mutations/patient). In postoperative ctDNA-positive blood
samples, we identified 22 mutations within 14 weeks after surgery (mean [SD] number, 1.5
[0.7] mutations/patient), eight mutations at six months (mean [SD] number, 1.3 [0.5]
mutations/patient), and 34 mutations at recurrence (mean [SD] number, 2.3 [1.4]

mutations/patient). A number of mutations were detected only in tumor tissue (n = 108), in both



tumor tissue and serial ctDNA-positive blood samples (n = 6), and only in ctDNA-positive
blood samples (n = 13, Figure 2).

At surgery, tumor tissue and ctDNA exhibited similar mutational landscapes (Figure 3A-B)
with frequent mutations in 7P53 (16.0% vs 21.2%, respectively), FATI (6.8% vs 1.9%,
respectively), NOTCHI (5.6% vs 7.7%, respectively), PIK3CA (4.3% vs 5.8%, respectively),
CASPS (3.1% vs 3.8%, respectively), ZNF750 (2.5% vs 1.9%, respectively), FBXW7 (1.9%
each), KMT2C (1.9% each), RAS (1.2% vs 5.8%, respectively), and SLIT2 (1.2% vs 3.9%,
respectively). However, CDKN2A4 and PTEN were found to be only altered in tumor tissue
(3.7% and 1.9%, respectively).

At recurrence, ctDNA exhibited a higher prevalence of mutated 7P53 (31.2%), FATI (9.4%),
IDHI (6.2%), NOTCHI (6.2%) and RAS (6.2%), whereas no mutations were detected in

CASPS, ZNF750, FBXW7, KMT2C and PTEN (Figure 3C).

Spatial intra-tumor heterogeneity

We examined the ability of our dedicated ctDNA assay-panel to provide complementary
information on relevant biomarkers to tissue biopsy. We focused on the 21 patients in whom
ctDNA was detected at the time of surgical removal of the primary tumor. For three patients
(14%), we identified novel mutations in ctDNA encompassing 7P53, HRAS and NRAS that
were not found in the respective tumor tissue. All three patients provided two to four tumor
regions which were further tested negatively for these mutations. Genomic profiles of the 41
HNSCC patients, as determined by sequencing tumor tissues and ctDNA at surgery, were
annotated for spatial intra-tumor heterogeneity (Figure 4 and Supplementary Figure 1).

We further examined whether tumor heterogeneity unravelled by the assay-panel had clinical
utility. Based on the OncoKB Precision Oncology Database??, we reported two mutations in

NRAS (p.T581) and HRAS (p.G13D) that have supporting clinical evidence of actionability



(OncoKB levels 2 and 3A), as well as one mutation in 7P53 (p.G154S) with high prognostic

utility (OncoKB level Px1).

Temporal intra-tumor heterogeneity

We assessed whether longitudinal ctDNA profiling on postoperative blood samples could reveal
the emergence of mutations associated with HNSCC recurrence. We focused on the 21 patients
in whom ctDNA was detected following tumor resection and/or at disease recurrence. For nine
patients (43%), we identified novel mutations in ctDNA encompassing 7P53, AR, KRAS, PTEN,
IDH1, JAK3 and DDR?2, which were found neither in ctDNA at surgery nor in the respective
tumor tissue. Seven patients out of the nine provided three to five tumor regions which were
further tested negatively for these potentially emerging mutations, preventing us from
overestimating tumor heterogeneity. Genomic profiles of the 41 HNSCC patients, as
determined by sequencing tumor tissue and serial ctDNA-positive blood samples, were
annotated for spatiotemporal intra-tumor heterogeneity (Figure 5 and Supplementary Figure
2).

We next queried whether emerging mutations detected by longitudinal ctDNA profiling were
actionable. We identified four mutations in /DHI (p.R132H and p.R132C) and KRAS (p.G12C)
that have supporting clinical evidence of actionability (OncoKB level 1) altogether with one
actionable mutation in PTEN (p.D326N) supported by substantial research evidence (OncoKB
level 4), one mutation in 7P53 (p.M237I) with high prognostic utility (OncoKB level Px1) and
four mutations in AR (p.V731M), KRAS (p.Q22"), JAK3 (p.Q489") and DDR2 (p.Q851E) not

annotated by OncoKB.

Association between ctDNA detection and clinical setting



An overview of longitudinal ctDNA profiling according to whether the patient received
adjuvant (chemo)radiotherapy (n = 28) or not (n = 13) is shown in Figure 6.

At surgery, ctDNA was detected in 21/41 patients (median allele frequency, 2.5%; IQR, 0.7-
13.1% VAF) corresponding to a sensitivity of 51% (95% CI, 35-67%). At recurrence, ctDNA
was detected in 15/22 patients (median allele frequency, 5.7%; IQR, 1.0-27.9% VAF)
corresponding to a sensitivity of 68% (95% CI, 45-86%).

We next assessed the relevance of our dedicated ctDNA assay-panel as a marker for MRD.
Among the 37 patients in whom blood samples were available for postoperative surveillance,
27 patients experienced disease recurrence. ctDNA was detected prior to progression in 17/27
patients at levels as low as 0.1% VAF (median allele frequency, 1.6%; IQR, 0.6-15.1% VAF)
corresponding to a sensitivity of 63% (95% CI, 42-81%). Since all 10 patients who did not
relapse remained negative for ctDNA, our technique displayed a specificity of 100% (96% ClI,
69-100%). The positive predictive value was 100% (95% CI, 80-100%) while the negative
predictive value was 50% (95% CI, 27-73%). The median lead-time between the first ctDNA-
positive blood sample (taken post-operatively) and clinical recurrence was 9.9 months (IQR,

8.0-14.5 months).

Association between ctDNA detection and clinical outcome

We analyzed survival according to ctDNA-based MRD status (e.g., detected or not for any
mutation in the postoperative surveillance setting). On univariate analysis, MRD was a strong
predictor of recurrence-free survival (RFS) when detected within 14 weeks after surgery (HR
=4.4; 95% CI, 1.8-10.7; p = 0.0009) and at six months (HR = 11.0; 95% CI, 2.6-46.2; p =
0.001; Figure 7). In addition, MRD was a predictor of overall survival (OS) when detected
within 14 weeks after surgery (HR =4.5; 95% CI, 1.2-17.1; p = 0.03) but not at six months (HR

=2.3;95% (I, 0.3-16.7; p = 0.4; Figure 8).



After adjusting for clinicopathologic variables (including age, sex, T classification, lymph node
involvement, and HPV status), the presence of MRD within 14 weeks after surgery remained
an independent predictor of RFS (adjuvant therapy-stratified HR, 3.0; 95% CI, 1.1-7.9; p =
0.03) but not of OS (adjuvant therapy-stratified HR, 3.1; 95% CI, 0.5-21.2; p = 0.2; Figure 9).
Given the small number of observations for the number of regression coefficients estimated in
the model, the prognostic significance of MRD at six months was not examined.

Finally, on univariate analysis, ctDNA detection at surgery did not correlate with RFS (HR =
1.6; 95% CI, 0.8-3.3; p=0.2) and OS (HR = 3.0; 95% CI, 0.9-9.6; p = 0.06). In addition, ctDNA

at recurrence did not correlate with OS (HR = 1.6; 95% CI, 0.4-6.2; p = 0.5).

Discussion

Our study investigated the relevance of targeted NGS on serial ctDNA as a marker for
spatiotemporal intra-tumor heterogeneity and MRD in early-stage HNSCC patients treated with
upfront curative-intent surgery. ctDNA was detected in 21/41 patients (51%) at surgery and
15/22 patients (68%) at recurrence. Our method revealed spatial intra-tumor heterogeneity in
3/21 patients (14%) and temporal intra-tumor heterogeneity in 9/21 patients (43%). In the
postoperative setting, ctDNA was detected ahead of clinical recurrence in 17/27 patients (63%),
with a median lead-time of 9.9 months. The presence of MRD within 14 weeks after surgery
was a strong and independent predictor for disease recurrence in multivariate analysis (adjuvant
therapy-stratified HR, 3.0; 95% CI, 1.1-7.9; p = 0.03).

Our dedicated targeted assay-panel for ctDNA sequencing had several advantages. First,
targeted sequencing on tumor tissue provided multiple patient-specific molecular targets for
follow-up blood samples, thus optimizing ctDNA assay sensitivity>’. Second, the fixed core
panel enabled the detection of multiple and novel mutations in ctDNA that may be missed in a

single tumor biopsy.
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In line with TCGA?*, the majority of HNSCC patients in our cohort (most of them being HPV
negative) harbored mutations in 7P53, FATI, NOTCH1, PIK3CA and CDKN2A. The mutational
landscape inferred from ctDNA analysis was similar overall to the one derived from tumor
tissue. In 14% of patients, however, we identified clinically relevant mutations in ctDNA that
were not found in tumor tissue, evidencing spatial heterogeneity. Similarly, targeted NGS on
ctDNA from advanced HNSCC patients revealed the presence of additional variants that were
missed in the single tumor biopsy in 26% of patients'®.

Our ctDNA assay provided complementary information on actionable mutations to tissue
biopsy. Specifically, we reported an activating hotspot missense mutation in HRAS (p.G13D)
that might be targeted with tipifarnib, a potent and highly selective inhibitor of
farnesyltransferase®®. We also reported an inactivating missense mutation in 7P53 (p.G154S).
Although evidence-based clinical data regarding 7P53 actionability are scarce and preliminary,
TP53 mutations may be indicative of decreased sensitivity to cisplatin in HNSCC?627,

Our method allowed a comprehensive view of the mutational landscape at recurrence, with
mutations in 7P53, FATI and NOTCH 1 being among the most frequent molecular events. These
results were similar to what was previously reported by targeted NGS on tumor tissue of
recurrent and/or metastatic HNSCC with the MSK-IMPACT assay-panel®. We also detected
emerging mutations in ctDNA in 43% of patients, of which mutations with potential
investigational implications in KRAS (p.G12C), PTEN (p.D326N) and TP53 (p.M2371)*.
Likewise, another study in early-stage HNSCC reported emerging mutations in HRAS and TP53
in 44% of patients, evidencing clinically relevant tumor heterogeneity unappreciated by tumor
NGS?.

Our ctDNA assay exhibited different levels of sensitivity for ctDNA detection, ranging from
51% at surgery to 68% at recurrence. In contrast, tumor-guided PCR assays achieved higher

sensitivity for ctDNA detection from 70% to 92% in early-stage and advanced HNSCC,
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respectively®. These techniques, however, can interrogate only a few loci per analysis and are
not suited for biomarker discovery!33!,

In our study, mutations were detected in ctDNA at levels as low as 0.1% VAF, which was
sensitive enough for MRD detection. In this regard, ctDNA-positive blood samples were
reported in 63% of patients ahead of clinically confirmed recurrence, with a median lead-time
of ~10 months. Our results also suggest the potential for incorporation of MRD into future
prognostic models in early-stage HNSCC, given its strong and independent prognostic impact
on RFS in multivariate analysis. Similar conclusions were reported in HPV-positive HNSCC,
the posttreatment HPV ctDNA monitoring being helpful for earlier detection of recurrence’?-3>,
However, interventional studies on so-called “post-adjuvant therapies” are needed to assess
whether an earlier intervention initiated at MRD detection and without waiting for clinical
recurrence would lead to an improved survival outcomes*¢-7.

Our study has several limitations. First, different NGS panels and depths of coverage were
applied on tumor tissue and ctDNA, which might induce artifacts intrinsic to NGS-based
ctDNA assays*®. Second, we did not implement tests to control for clonal hematopoiesis of
indeterminate potential (CHIP). CHIP is common with increasing age, prior radiation therapy
and tobacco used, potentially causing false-positive results in ctDNA analysis*>*°. In particular,
mutations in 7P53 and /DHI might be associated with CHIP and are difficult to distinguish
from tumor-associated mutations*!. Third, the limited number of patients, as well as the lack of
predefined regular intervals for postoperative blood sample collection, clinical examination and
radiologic imaging did not allow for thorough analysis of the true lead-time.

In conclusion, our dedicated targeted NGS approach for ctDNA sequencing was feasible in
early-stage HNSCC and allowed a comprehensive and continuous characterization of tumor

heterogeneity that may complement a single tumor biopsy for guiding precision medicine. Our

ctDNA assay demonstrated clinical validity for MRD detection. Interventional studies are
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needed to refine the clinical utility of our ctDNA assay in stratifying patients for adjuvant

therapy or follow-up.

Material and methods

Patients and sample collection

Tumor tissues and blood samples were obtained from early-stage HNSCC patients treated with
upfront curative-intent surgery at Institut Curie (Paris, France) between January 17, 2017, and
July 12, 2019, in the prospective biobanking SCANDARE study. All samples were obtained in
accordance with the ethical guidelines, with the principles of Good Clinical Practice and the
Declaration of Helsinki, and with patients’ consent. SCANDARE was approved by a national
ethics committee (CPP Ile-de-France 3) and by the National Agency for the Safety of Drugs
and Health Products (ANSM).

This interventional study allowed the collection of blood and tissue samples at different time
points of treatment with the objectives to generate high quality samples and molecular
assessments. All patients provided formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks of the
primary resected tumor specimen, altogether with > 2 blood samples (including one blood
sample collected at surgery). For each patient, one to five geographically separate region(s) of
the tumor body were delineated by a pathologist (median [IQR] number, 4 [2-4]
regions/patient), and further sequenced by using multiregion targeted NGS. The tumor region
with the highest number of pathogenic variants was prioritized to infer the mutational landscape
of the whole disease, and to design a dedicated targeted assay-panel for ctDNA sequencing. In
additional analysis, data acquired from sequencing non-prioritized tumor regions was manually

inspected to control for false-positive tumor heterogeneity assumptions.
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Blood samples were collected in EDTA tubes at the time of surgical removal of the primary
tumor, within 14 weeks after surgery (median [IQR] time, 3.4 [2.5-4.9] weeks), at six months
and at recurrence, if any.

All patients received standard adjuvant therapy (e.g., radiotherapy with or without
chemotherapy) or clinical follow-up according to the stage of the disease and usual procedures.

A three-year follow-up period was conducted as part of the clinical routine.

Targeted NGS on tissue

Targeted NGS on tumor tissues was performed by using a custom panel of 571 genes (named
DRAGON), covering a list of frequently mutated tumor suppressor genes (TSG) and oncogenes
in HNSCC. Genes were classified regarding the literature and databases (cBioPortal and
OncoKB*>*) in TSG, oncogenes, and genes considered as both an oncogene and a TSG.
DNAseq protocol: Indexed paired-end libraries of tumor DNA were performed using the
Agilent Sureselect XT2 library prep kit. The kit supports sequencing targeted regions of the
genome spanning 2.7 Mb. About 50 ng of input DNA were used to build the libraries according
to manufacturer’s protocol. The pool was finally sequenced on a NovaSeq 6000 (Illumina)
S2x150 bp flow cell.

Reads mapping: In the first analysis part, reads were mapped using BWA mem software
(v0.7.15) on the Human reference genome (hgl9 assembly) using default parameters. As a
second quality control, statistics regarding the mapping (percentage of aligned reads total and
falling into the capture, percentage of PCR duplicates) and the capture coverage were produced
using a combination of SAMtools, flagstat, BEDtools coverage and PicardTools

MarkDuplicates.
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Variant calling: Variant calling of both single nucleotide variations (SNVs) and small
insertion/deletions (indels) was then performed on the processed alignment files using a
combination of the SAMtools mpileup** and *VarScan2* *mpileup2cns* (v2.4.3)*.
Annotations: Annotations from several databases (RefSeq, dbsnp v150, COSMIC v86, 1000g
project 08/2015 version, ESP6500, gnomAD [all and ethnies], ICGC v21, and dbnsfp v35
predictions) were provided by ANNOVAR to annotate small variants®>. Only the RefSeq
database was used for intermediate-indel. During this step, all variants present in -10/+10 bp of
each exon junction were defined as splicing.

Coverage quality control: A more detailed notion of each gene percentage, per barcode,
covered by at least 100X, in the processed alignments, was also provided using a combination
of awk, SAMtools mpileup, BEDtools intersect, multiinter and merge. Bases covered by less
than 100X were reported per barcode using the same strategy. Genes belonging to patient
pathology were tagged in these two files to facilitate the search for genes of interest that might
be badly covered.

Variant selection algorithm: Stringent selection algorithm was applied to remove a maximum
of irrelevant variants. We considered a minimal allelic ratio of 5% and a maximal frequency in
the population of 0.1%. Only truncating mutations (frameshift deletion and insertion, stopgain,
splicing alteration and hotspot mutations from Cancer Hotspot database) with a minimal
coverage of 200 reads were retained for tumor suppressor gene variants. All missense variants
known to be hotspot mutations from Cancer Hotspot database and no minimal coverage were
retained for oncogenes variants*®. For genes classified as both oncogenes and TSG (such as
NOTCH]I) or with known missense hotspots (like 7P53), truncating mutations with a minimal
coverage of 200, and known hotspots mutations with no minimal coverage were selected.
Oncoprints: Oncoprints were drawn using the ComplexHeatmap package and were performed

with the Maftools package for 4.00 version of R.
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Targeted NGS on plasma

NGS-based ctDNA analysis was performed by using an amplicon-based targeted sequencing
test (named OncoFOLLOW™). Somatic variants identified in tumor tissues by targeted NGS
were prioritised to build a patient-specific panel, which included a median of 14 variants (IQR,
13-16 variants). This custom panel was combined with a fixed core panel of 40 genes, covering
a list of frequently mutated tumor suppressor genes and oncogenes in HNSCC (Supplementary
Table 1).

ctDNA protocol: Tumor DNA was extracted from plasma using the QIAsymphony DSP
Circulating DNA Kit (ref. Qiagen #937556), according to the manufacturer’s instructions.
Amplicon-based method was applied for library preparation with the AmpliSeq TM technique.
Briefly, this technique can detect single nucleotide variations, indels and gene fusions with a
limit of detection up to 0.1%. This method consists of an amplification step using a single pool
of oligonucleotide primer pairs, with each pair designed to amplify a specific genomic region.
The error rate is very low thanks to the unique molecular tags linked to gene-specific primers,
that allow to eliminate the errors generated during the library preparation and the sequencing
process. The library was finally sequenced on lon Torrent S5 XL.

VAF estimation: ctDNA profiling required the detection of ctDNA in one blood sample as
criteria for positive. ctDNA VAF was calculated as the proportion of ctDNA harboring the
variant in a background of wild-type ctDNA at a specific location on the genome. In positive
blood samples, the tumor fraction was estimated from the detected mutation with the highest

VAF (e.g., the dominant clone allele frequency).

Statistical analyses
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This report was written in accordance with REMARK criteria*’. Calculations were performed
using R statistical software v4.2.2 (VennDiagram, binom, lubridate, prodlim, rstatix, stats, epiR,
survival, swimplot and tidyverse packages; R Foundation). This observational study had not
prespecified power.

Study objectives were to assess (i) the feasibility of a dedicated targeted NGS approach for
ctDNA detection and monitoring, (ii) the potential of ctDNA as a biomarker of tumor
heterogeneity, and (iii) the clinical validity of ctDNA-based MRD in early-stage HNSCC
patients. Endpoints included the sensitivity of the dedicated ctDNA assay-panel for ctDNA
detection at surgery, in postoperative blood samples and at recurrence; the concordance rates of
mutations between tumor tissues and ctDNA at surgery and at recurrence; the lead-time defined
as the time interval (in months) between the first ctDNA-positive postoperative blood sample
and clinically confirmed recurrence; RFS in MRD-positive and MRD-negative patients as
assessed by using Kaplan-Meier methods and Cox proportional hazard regression models.
MRD was defined by the presence of ctDNA in postoperative blood samples that typically
preceded clinical relapse by several months.

Comparisons between groups were assessed by using the 2-tailed, unpaired ¢ test for
quantitative variables and the Fisher or y* test for qualitative variables. Exact binomial
confidence limits were calculated for test sensitivity, specificity, and positive and negative
predictive value. Survival curves were obtained with Kaplan-Meier estimates and compared
using the log-rank test. RFS was defined as the time elapsed between the date of inclusion and
the date of cancer recurrence or last follow-up. OS was defined as the time elapsed between the
date of inclusion and death from any cause or last follow-up. Multivariable Cox regression
analyses were used to test the independent prognostic value of ctDNA detection, adjusted for
age, sex, tumor size, nodal involvement and HPV status. These variables were pre-selected as

known prognostic factors. In addition, multivariable prognostic models were stratified by
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adjuvant treatment modality (adjuvant [chemo]radiotherapy vs no adjuvant treatment). The
proportional hazards assumption was confirmed for each model constructed.

All p values were 2-sided, and the level of significance was set at p < 0.05.

Data availability

Original files and raw data files from the SCANDARE study will be made available from the
corresponding authors upon reasonable request. The data are not publicly available due to
information that could compromise the privacy of the research participants. All processed data

used for the analyses are available in the Supplementary Materials.

Code availability

Source codes are given in Supplementary Software.
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Figure legends
Figure 1 Consort diagram
FFPE, frozen and formalin fixed and paraftin embedded; TMB, tumor mutational burden; NGS,

next generation sequencing; ctDNA, circulating tumor DNA

Figure 2 Venn diagram depicting both shared and exclusive mutations in tumor tissue and serial

ctDNA-positive blood samples

Figure 3 Overview of mutational landscapes inferred from targeted sequencing on tumor tissue

(A), and serial blood samples obtained at surgery (B) and at recurrence (C)

Figure 4 Oncoprint summarizing the 20 most frequently mutated genes in tumor tissue and
ctDNA-positive blood samples obtained at surgery from 41 patients. Mutated genes involved
in spatial intra-tumor heterogeneity are also shown. Each column represents a tumor tissue or a
blood sample. Each sample is designated with a patient’s SCANDARE identification number.

TMB, tumor mutational burden; HPV, human papillomavirus

Figure 5 Oncoprint summarizing the 20 most frequently mutated genes in tumor tissue and
serial ctDNA-positive blood samples from 41 patients. Mutated genes involved in
spatiotemporal tumor heterogeneity are also shown. Each column represents a tumor tissue or
a blood sample obtained at surgery (“baseline”), within 14 weeks after surgery (“post-op”), at
six months and at recurrence. Each sample is designated with a patient’s SCANDARE
identification number.

TMB, tumor mutational burden; HPV, human papillomavirus
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Figure 6 Interval-censored follow-up time plots annotated for longitudinal ctDNA profiling
and clinical events in 41 patients. Patients are grouped according to adjuvant treatment
modality.

VAF, variant allele frequency; ctDNA, circulating tumor DNA

Figure 7 Kaplan-Meier survival curves showing recurrence-free survival stratified by ctDNA
detection status at surgery (A), within 14 weeks after surgery (B), and at six months (C)

ctDNA, circulating tumor DNA; HR, hazard ratio

Figure 8 Kaplan-Meier survival curves showing overall survival stratified by ctDNA detection
status at surgery (A), within 14 weeks after surgery (B), at six months (C), and at recurrence
(D)

ctDNA, circulating tumor DNA; HR, hazard ratio

Figure 9 Multivariable prognostic models of recurrence free survival (A) and overall survival
(B). Multivariable models were generated for patients with early-stage head and neck tumors
treated with upfront curative-intent surgery. The HR and 95% CI are based on Cox proportional
hazards regression models with known prognostic factors plus ctDNA-based MRD status
within 14 weeks after surgery as explanatory covariates.

HPYV, human papillomavirus; MRD, minimal residual disease; HR, hazard ratio; AIC, Akaike

Information Criterion
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Supplementary figure legends

Supplementary Figure 1 Oncoprint summarizing the 50 most frequently mutated genes in
tumor tissue and ctDNA-positive blood samples obtained at surgery from 41 patients. Each
column represents a tumor tissue or a blood sample. Each sample is designated with a patient’s
SCANDARE identification number.

TMB, tumor mutational burden

Supplementary Figure 2 Oncoprint summarizing the 50 most frequently mutated genes in
tumor tissue and serial ctDNA-positive blood samples from 41 patients. Each column represents
a tumor tissue or a blood sample obtained at surgery (“baseline’), within 14 weeks after surgery
(“post-op”), at six months and at recurrence. Each sample is designated with a patient’s
SCANDARE identification number.

TMB, tumor mutational burden
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Abbreviations

AIC, Akaike Information Criterion, BS Blood Sample; CHIP Clonal Hematopoiesis of
Indeterminate Potential; CI Confidence Interval; ctDNA Circulating Tumor DNA; DRAGON
Detection of Relevant Alterations in Genes involved in Oncogenetics; FFPE Frozen and
Formalin Fixed and Paraffin Embedded; HPV Human Papillomavirus; HR Hazard Ratio;
HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma; IQR Interquartile Range; MRD Minimal
Residual Disease; NGS Next Generation Sequencing; OS Overall Survival; RFS Recurrence-

Free Survival; TMB Tumor Mutational Burden; VAF Variant Allele Frequency;
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Table 1. Baseline patient characteristics according to recurrence status

Recurrent Non-
° . recurrent Total p-
n (%) patients patients value’
(n=31) (n=10) (n=41)

Age, years 1

Median (IQR) 66 (57-75) 63 (58-79) 65 (58-
75)

Sex, n (%) 1
Male 25 (81%) 8 (80%) 33 (80%)

Female 6 (19%) 2 (20%) 8 (20%)

Smoker, n (%) 0.3
Current/Former 15 (48%) 7 (70%) 22 (54%)

Never 16 (52%) 3 (30%) 19 (46%)
Alcohol consumption, n (%) 1
Current/Former 15 (48%) 5 (50%) 20 (49%)

Never 16 (52%) 5(50%) 21 (51%)

Tumor location, n (%) 0.07
Oral cavity 12 (39%) 8 (80%) 20 (49%)
Oropharynx 15 (48%) 1 (10%) 16 (39%)

Larynx 3 (10%) 0 3 (7%)
Hypopharynx 1 (3%) 1 (10%) 2 (5%)

Grading, n (%) 1
Well/Moderately 27 (87%) 9 (90%) 36 (88%)
differentiated
Poorly/Undifferentiated 4 (13%) 1 (10%) 5 (12%)

HPYV status, n (%) 1
HPYV negative 23 (74%) 7 (70%) 30 (73%)

HPV positive 8 (26%) 3 (30%) 11 (27%)

T classification, n (%) 0.5
T1/T2 16 (52%) 7 (70%) 23 (56%)

T3/T4 15 (48%) 3 (30%) 18 (44%)

Lymph node involvment, n (%) 0.5
Negative 13 (42%) 6 (60%) 19 (46%)
Positive 18 (58%) 4 (40%) 22 (54%)

Adjuvant therapy, n (%) 0.6
None 11 (35%) 2 (20%) 13 (32%)
Radiotherapy alone 13 (42%) 3 (30%) 16 (39%)
Chemoradiation 7 (23%) 5 (50%) 12 (29%)

Tests for differences between recurrent and non-recurrent patients
Abbreviations: IQR interquartile range, HP} human papillomavirus
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3.2.3 Discussion

Nos travaux ont porté sur 41 patients atteints de CETC localisés et opérés a visée curative dans
SCANDARE. Pour chaque patient, des mutations tragables étaient identifiées dans les piéces
de résection et des prélevements sanguins séri¢s étaient collectés au moment de 1’exérése
chirurgicale de la tumeur primitive, dans les 14 semaines suivant la chirurgie, a six mois et a la
date de récidive. Nous avons validé la faisabilité d’une approche de séquengage ciblé pour la
détection et le monitoring des ctDNA testés a ces différents timepoints.

Les taux de détection des ctDNA s’échelonnaient de 51% au moment de I’exérése chirurgicale
a 68% a la récidive. Les variants étaient détectables dans le plasma jusqu’au seuil de fréquence
allélique de 0.1% rendant possible un monitoring postopératoire pour vérifier 1’absence de
ctDNA (qui signe une résection complete) et la détection d’une maladie résiduelle minimale.
Notre approche a permis de mettre en évidence une hétérogénéité intra-tumorale spatiale et
temporale chez respectivement 14% et 43% des patients séquencés. Le panorama moléculaire
capturé par le ctDNA a chirurgie était similaire a celui obtenu par le s€quengage des picces
opératoires et dominé par des mutations de 7P53 (16% vs 21%), NOTCHI (6% vs 8%) et
PIK3CA (4% vs 6%). Le séquencage du ctDNA a récidive a également montré une évolution
du panorama moléculaire avec une plus grande prévalence de mutations 7P53 (31%), FATI
(9%), NOTCH1 (6%) et RAS (6%).

La plupart des mutations détectées dans le ctDNA a chirurgie (dont des mutations actionnables
de NRAS et HRAS) étaient absentes des prélevements tissulaires appariés indiquant une
hétérogénéité spatiale. L’émergence de nouvelles mutations détectées dans les prélévements
sanguins postopératoires et a récidive (dont des mutations actionnables de KRAS et PTEN)
indiquait, quant a elle, une hétérogénéité temporale. Le séquencage des ctDNA sériés permettait
d’appréhender les mutations de 1’ensemble de la tumeur, leur évolution et leur émergence au
cours du temps soulignant un intérét potentiel pour la médecine de précision en complément du
séquencage des biopsies solides.

Dans le setting postopératoire, la détection d’une maladie résiduelle minimale permettait
d’anticiper de 10 mois une récidive cliniquement patente chez 63% des patients. Sa détection
dans les 14 semaines de I’exérese de la tumeur primitive était significativement associée a une
augmentation du risque de récidive apres ajustement sur les variables pronostiques usuelles (HR
=3.0; p = 0.003). Ces résultats ont permis de démontrer la validité clinique d’un monitoring
de la maladie résiduelle minimale basée sur la détection du ctDNA. Des essais cliniques

interventionnels sont nécessaires pour évaluer son utilité clinique.
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3.2.4 Perspectives et publications

Les résultats préliminaires obtenus pour les travaux sur I’hétérogénéité temporale appréhendée
par I’analyse du ctDNA ont été présentés au congres annuel de I’AACR 2023 en session poster.
Ce poster a fait I’objet d’un prix Scholar-in-Training Award décerné par la Fondation AACR
Margaret Foti d’un montant de 1800 $. Le poster Spatial and longitudinal tumor heterogeneity
in head and neck squamous cell carcinoma patients treated with primary surgery est disponible
en Annexe 4.1.3.

Les résultats obtenus pour les travaux sur la caractérisation pronostique du ctDNA seront
présentés au congres annuel de ’ESMO 2023 en session poster. L’abstract Serial cell-free
tumor DNA in prognosing survival in patients with head and neck squamous cell carcinoma
treated with upfront surgery est disponible en Annexe 4.1.5.

Le manuscrit est en cours de relecture par les co-auteurs et sera soumis a Nature

Communications a ’hiver 2023.

3.3 Résultats sur I’hétérogénéité intra-tumorale temporale sous afatinib

3.3.1 Introduction

Les sous-clones qui composent une tumeur générent une diversité d’altérations drivers, de voies
de résistance primaire et de potentiels d’adaptation qui sont autant d’obstacles au déploiement
d’une médecine de précision'®. Les choix thérapeutiques guidés par I’analyse d’une seule
biopsie ne prennent pas en compte [’hétérogénéité qui existe dans une tumeur primitive, entre
une tumeur primitive et ses métastases et entre les métastases’. La sélection de sous-clones
résistants sous la pression thérapeutique conduit inévitablement a un échappement tumoral dans
les quelques mois qui suivent I’initiation d’une thérapie ciblée comme cela a été rapporté dans
les CETC traités par inhibiteurs d’EGFR?00:202,204.208,

La plupart des thérapies ciblées innovantes et des inhibiteurs de points de contréle immunitaire
sont testés chez des patients atteints de CETC en situation de récidive et/ou métastatique déja

lourdement prétraités?%-23

. Ce contexte clinique interfére avec 1’évaluation d’un bénéfice
thérapeutique et la recherche de biomarqueurs potentiels théranostiques®**. En exploitant le

délai préopératoire incompressible dans la prise en charge des cancers localisés et opérables,
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les essais de fenétre d’opportunité permettent de tester de nouveaux médicaments chez des
patients non prétraités en utilisant les prélévements tissulaires disponibles au diagnostic et a
I’issue du traitement. Contrairement aux essais néoadjuvants batis sur 1’efficacité d’un
traitement expérimental, les essais de fenétre d’opportunité cherchent plutot a en caractériser
les biomarqueurs prédictifs d’efficacité et/ou pharmacodynamiques.

Les inhibiteurs de tyrosine kinase pan-HER dirigés contre les homo et les hétérodimeres de
récepteurs EGFR permettent de surmonter les mécanismes de résistance secondaire qui
apparaissent sous cetuximab liés au contournement de la voie EGFR par I’activation de voies
alternatives®%>, L afatinib est un inhibiteur irréversible de tyrosine kinase pan-HER de deuxiéme
génération dirigé contre le domaine catalytique d’EGFR, HER2 et HER4. L’afatinib inhibe
également la transphosphorylation d’HER32%>-2%,

Un essai de phase II randomisé (LUX-Head and Neck 1) comparant I’afatinib au méthotrexate
dans des CETC en deuxiéme ligne métastatique a montré une supériorité de I’afatinib en termes
de survie sans progression (2.6 mois vs 1.7 mois respectivement) sans traduction en termes de
208

survie globale

CETC p16 négatifs, HER3 faibles, PTEN forts (en immunohistochimie) et EGFR amplifiés (en

. Les analyses translationnelles ont permis d’identifier des sous-groupes de

hybridation in situ fluorescente) de meilleurs pronostics sous afatinib bien que le gain en survie
sans progression reste marginal (inférieur a 1.5 mois pour tous les sous-groupes)??.

Un essai de fenétre d’opportunité conduit sous I’égide de ’EORTC a testé deux semaines de
traitement par afatinib chez des patients atteints de CETC localisés et non prétraités dans
I’attente d’un geste opératoire a visée curative?!?. Malgré la briéveté du traitement, les taux de
réponses partielles métaboliques et radiologiques atteignaient respectivement 70% et 22% sans
signal de toxicité préopératoire. Les biomarqueurs prédictifs d’efficacité rapportés dans les
analyses translationnelles de LUX-Head and Neck 1 n’ont pas été confirmés dans cette étude.
Dans le cadre de ma thése de sciences, nous avons cherché a appréhender une hétérogénéité
intra-tumorale temporale des CETC sous thérapie ciblée en tirant parti des analyses
translationnelles réalisées dans 1’essai de fenétre d’opportunit¢é GEP11 PREDICTOR
(https://clinicaltrials.gov/study/NCT01415674). Plus précisément, nous nous sommes appuyeés
sur la caractérisation de biomarqueurs pharmacodynamiques d’efficacité pour répondre a cet
objectif de these.

PREDICTOR est une étude de phase II randomisée menée en ouvert chez des patients atteints
de CETC localisés et non prétraités répartis aléatoirement entre un bras afatinib (40mg/jour
pour une durée totale de 21 a 28 jours) et un bras contrdle (sans traitement) en situation

préopératoire. Les objectifs de recherche translationnelle de PREDICTOR étaient les suivants :
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- Identifier des biomarqueurs prédictifs d’efficacité en corrélant des biomarqueurs
potentiels avant traitement aux réponses radiologiques et métaboliques (objectif
principal) ;

- Identifier des biomarqueurs pharmacodynamiques d’efficacité en corrélant I’activation
ou I’inhibition de biomarqueurs potentiels aux réponses radiologiques et métaboliques

(objectif secondaire).

J’ai pu collaborer a I’interprétation des variants pathogénes ainsi qu’a l’analyse et a
I’interprétation des données de déconvolution du transcriptome. Ma contribution a également
consisté (i) a implémenter et a consolider la base de données cliniques destinée aux analyses de
corrélation des biomarqueurs, (ii) a réaliser les analyses d’enrichissement des voies de
signalisation oncogéniques a partir du séquengage du transcriptome, (iii) a analyser les données
d’expression des (phospho)protéines et a interpréter les voies d’activation, (iv) a réaliser la
plupart des tests et les statistiques descriptives et (v) a réaliser ’ensemble des figures (a
I’exclusion des oncoprints) et a rédiger le manuscrit.

Les analyses translationnelles de PREDICTOR sont finalisées et un manuscrit validé par
I’ensemble des co-auteurs a été soumis a Scientific Reports (actuellement en cours de révision

par les reviewers). 1l est joint au chapitre suivant.

3.3.2 Article #2 Randomized phase 11 study of preoperative Afatinib in untreated head

and neck cancers: predictive and pharmacodynamic biomarkers of efficacy
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Abstract

There is no strong and reliable predictive biomarker in head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) for EGFR inhibitors. We aimed to identify predictive and pharmacodynamic
biomarkers of efficacy of afatinib, a pan-HER tyrosine kinase inhibitor, in a window-of-
opportunity trial (NCT01415674). Multi-omics analyses were carried out on pre-treatment
biopsy and surgical specimen for biological assessment of afatinib activity. Sixty-one
treatment-naive and operable HNSCC patients were randomised to afatinib 40 mg/day for 21-
28 days versus no treatment. Afatinib produced a high rate of metabolic response. Responders
had a higher expression of pERK1/2 (P=0.02) and lower expressions of pHER4 (P=0.03) and
pRB1 (P=0.002) in pre-treatment biopsy compared to non-responders. At the cellular level,
responders displayed an enrichment of tumor-infiltrating B cells under afatinib (P=0.02). At
the molecular level, NF-kappa B signaling was over-represented among upregulated genes in
non-responders (P<0.001; FDR=0.01). Although exploratory, phosphoproteomics-based

biomarkers deserve further investigations as predictors of afatinib efficacy.



Introduction

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the seventh most common cancer
worldwide!. Early-stage disease can be successfully treated with a single-modality treatment
(surgery or radiotherapy), whereas locally advanced disease usually uses multimodality
treatments that involve surgery and (chemo)radiotherapy. Around 50% of locally advanced
HNSCC recur after primary treatment, at locoregional and/or distant metastatic levels?. Patients
who are not amenable to local treatments have a dismal prognosis (i.e., 6 to 9 months in the
absence of treatment)?.

Increased or sustained activation of the epidermal growth factor receptor’s (EGFR) signaling
can promote genesis and progression of tumors by providing sustained signals for cell
proliferation, anti-apoptotic signaling, angiogenesis, and metastasis*%. Overexpression of
EGEFR is a common characteristic of HNSCC and is associated with poor outcomes’?®,
Cetuximab, a monoclonal antibody (mAb) targeting EGFR, is to date the only targeted therapy
that demonstrated an overall survival (OS) benefit in HNSCC patients, both in the recurrent and
in the locally advanced settings, yet without molecular selection®!?. Lack of durable efficacy
due to drug resistance remains a major challenge'!. Unlike lung cancers, in which sensitizing
EGFR mutations predict sensitivity to tyrosine kinase inhibitors (TKIs)!*!3, no robust
predictive biomarker for cetuximab efficacy has been identified in HNSCC!*!5, Various innate

and/or acquired resistance mechanisms have been reported!¢-!®

, including activation of other
human epidermal growth factor receptors (HERS).

Pan-HER TKIs target all the dimers formed by HER family!®-?? and have the potential to
overcome cetuximab resistance caused by cross-talk between the EGFR and other HERs?,
Afatinib, a second-generation pan-HER TKI, is a highly selective, potent, and irreversible

inhibitor of EGFR, HER2, and HER4 kinases. It also prevents the trans-phosphorylation of

HER32%22, First-line afatinib demonstrated significant improvements in progression-free



survival (PFS) and OS for patients with EGFR-mutated non-small cell lung cancers?*?°. In

unselected HNSCC patients, afatinib modestly improved PFS as compared to methotrexate in
second-line recurrent and/or metastatic setting?®. Biomarkers analyses showed that PFS was
improved in pl6-negative, EGFR-amplified, HER3-low, and PTEN-high in this latter patient
population?’. In a preoperative trial led by the EORTC, afatinib given for two weeks to
treatment-naive, operable HNSCC patients was safe and produced a 70% rate of metabolic
response?®. None of the aforementioned biomarkers was predictive of response to treatment in
this study.

The GEP11 PREDICTOR randomized trial aimed at identifying predictive and
pharmacodynamic biomarkers of efficacy of afatinib. The trial also investigated the efficacy

and safety of preoperative afatinib in untreated, non-metastatic HNSCC patients.

Results

Patients and treatment

Sixty-one patients were included between January 2012 and July 2015 at seven French cancer
centers or university hospitals and were randomized to either afatinib (N=41; Arm A) or no
treatment (N=20; Arm B; Figure 1). All patients in Arm A were included in the intention-to-
treat population, whereas in Arm B, two out of 20 patients (10%) were excluded (one consent
withdrawal and one early death before the scheduled surgery). In Arm A, one patient deemed
inoperable following 14 days of afatinib received chemoradiation instead of surgery. Patient

characteristics are described in Table 1.

Safety and tolerability
The median duration of afatinib treatment was 16 days (range, 3-30 days). Afatinib-related

adverse events (AEs) are summarized in the Supplementary Table 1. Five patients



discontinued afatinib within 14 days due to afatinib-related AEs, including one grade 4 diarrhea,
one grade 4 folliculitis, one grade 3 oral mucositis, one grade 3 diarrhea, and one grade 2 oral
mucositis. Mean time between enrolment and surgery was similar in Arm A and Arm B (23.4

versus 20.5 days, P=0.2).

Efficacy outcomes

Median follow-up was 82.7 months (interquartile range [IQR], 69.8-90.6 months) in Arm A,
and 76.6 months (IQR, 70.8-91.5 months) in Arm B. In Arm A, three out of the 41 patients
(7.3%; 95% CI, 1.5-19.9) achieved a partial response according to Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors version 1.1 (RECIST1.1) versus no patients in Arm B (P=0.03;
Supplementary Table 2). A median reduction of the sum of the target lesions of 4.8 mm was
observed between baseline and preoperative imaging in Arm A (95% CI, 2.9-6.8; P<0.001),
and a median of 1.9 mm increase in Arm B (95% CI, 0-3.8; P=0.05). In Arm A, 24 out of the
41 patients (58.5%; 95% CI, 42.1-73.7) achieved a partial metabolic response versus no patients
in Arm B (P<0.01).

Positive lymph nodes were diagnosed on resected tumors in 21 out of 41 patients (51%) in Arm
A and in 11 out of 18 patients (61%) in Arm B. Among patients with positive lymph nodes, 12
(29%) displayed an extracapsular spread in Arm A versus four (22%) in Arm B. Statistical
significance was not reached for a difference in the number of patients with positive lymph

nodes or extracapsular spreads between the two arms (P=0.5 and P=0.8, respectively).

Exploratory DNA sequencing (DNAseq) analyses
DNAseq was performed on baseline tumor biopsies from 56 patients, including 37 patients in

Arm A and 19 patients in Arm B. Among the 37 patients in Arm A, 35 were evaluable for FDG-



positron emission tomography (FDG-PET) response (22 responders and 13 non-responders;

Supplementary Figure 1).

Genomic alterations and signaling pathways

Among the 56 patients with contributive DNAseq, 49 (88%) had at least one molecular
alteration. Thirty-five patients (62%) had an alteration in 7P53, 21 (38%) in CDKN24, 19
(34%) in CCNDI, eight (14%) in PIK3CA and FATI, and three (5%) in EGFR. Pathogenic
promoter mutations in 7ERT were found in 13 patients (23%). Inactivating mutations in
CDKNZ24 were found in 12 patients (22%) while CDKN2A4 and CDKN2B were co-deleted in
nine patients (16%; Figure 2A).

Genomic alterations were observed in the genome integrity signaling pathway in 35 patients
(62%). Thirty-three patients (59%) had an alteration in the cell cycle pathway, 15 (27%) in the
chromatin organization pathway, 13 (23%) in the senescence pathway, 12 (21%) in the
apoptosis and the hippo signaling pathways, nine (16%) in the RTK/RAS and the Wnt signaling
pathways, and seven (12%) in the PI3K and transcription factor regulator pathways
(Supplementary Figure 2). Proportions of genomic alterations and altered molecular pathways

were similar in both treatment arms (Supplementary Figures 3A-B).

Predictive biomarkers of metabolic response to afatinib

Among the 35 patients evaluable for FDG-PET response in Arm A, none of the genomic
alterations nor altered molecular pathways were associated with the metabolic response

(Supplementary Table 3).

Prognostic biomarkers




In post-hoc analyses, the prognostic value of genomic alterations and altered signaling
pathways was assessed among the 56 patients with contributive DNAseq on baseline tumor
(Supplementary Table 4). In univariate analysis, CDKN2A/B codeletion was associated with
a shorter OS, with an HR of 3.6 (95% CI, 1.4-9.0; Figure 2B). CDKN2A/B codeletion and
CCND1 amplification were also associated with a shorter PFS (HR, 2.9; 95% CI, 1.2-7.1; and
HR, 2.2; 95% CI, 1.0-5.0, respectively; Figures 2C-D). Among signaling pathways, alterations
in the encompassing cell cycle pathway were associated with a shorter OS (HR, 3.8; 95% CI,
1.3-11.2) and PFS (HR, 2.7; 95% CI, 1.1-6.8; Supplementary Figures 4A-B). In contrast with
CDKNZ2A/B codeletion, CDKN2A mutation had no prognostic value on OS (HR, 1.4; 95% CI,
0.4-5.0) and PFS (HR, 0.8; 95% CI, 0.3-2.2; Supplementary Figures 5A-B). CCNDI
amplification and CDKN2A/B codeletion had no prognostic value in multivariate analysis on
OS and PFS (Supplementary Table 5).

We next focused on the top 10% of patients with the highest tumor mutational burden (TMB)
scores corresponding to a TMB >15.5 mut/Mb. There was no difference in OS between patients
with high TMB (>15.5 mut/Mb) and low TMB (<15.5 mut/Mb), with an HR of 0.9 (95% CI,

0.22-4.0; Supplementary Figure 6).

Exploratory RNA sequencing (RNAseq) analyses

RNAseq was performed on baseline tumor biopsies from 53 patients, including 35 patients in
Arm A and 18 patients in Arm B. Among the 35 patients in Arm A, 34 were evaluable for FDG-
PET response (19 responders and 15 non-responders). Among them, 26 patients (15 responders
and 11 non-responders) had both pre- and post-afatinib tumor samples with available gene

expression data analysis (Supplementary Figure 1).

Cellular level characterization of pharmacodynamic biomarkers




We quantified the numbers and the types of tumor microenvironment (TME) cells among the
26 patients evaluable for FDG-PET response in Arm A with contributive paired pre- and post-
afatinib RNAseq. We applied a deconvolution method on bulk gene expression data, and
reported the TME cell fraction changes between pre- and post-afatinib tumor biopsies according
to afatinib metabolic response on FDG-PET scan (Figure 3). We further computed ratios of
post-afatinib/pre-afatinib fractions (or differences in case of null denominator) for each type of
TME cells, in responders (N=15) and non-responders (N=11; Supplementary Table 6). We
showed higher ratios for B cells in responder than in non-responder patients (median [range]

ratio, 1.8 [0.9-5.9] versus 0.8 [0.3-5.3]; P=0.02).

Molecular level characterization of pharmacodynamic biomarkers

Among the 26 aforementioned patients in Arm A, 600 genes were differentially expressed (267
and 333 upregulated in non-responders and responders, respectively), including the immune
markers ICAM1, MEF2C, P2RX5, HPGD, and ZBTBI16 (Supplementary Table 7). We
identified 16 gene sets (Supplementary Figure 7) over-represented among upregulated genes
in non-responders, including the NF-kappa B signaling (P<0.001; false discovery rate
[FDR]=0.01). There was no evidence of enrichment among upregulated genes in responder

patients.

Prognostic biomarkers

Among the 53 patients with contributive RNAseq, post-hoc unsupervised analysis on bulk gene
expression data (representing 13,232 transcripts) identified two clusters of patients (Cluster 1,
N=27; Cluster 2, N=26). In univariate analysis, there was no difference in OS and PFS between

these two clusters, with HRs of 0.5 (95% CI, 0.2-1.3) and 0.5 (95% CI, 0.2-1.2), respectively



(Supplementary Figures 8A-B). Clinical and histological characteristics of each cluster are

presented in the Supplementary Table 8.

Exploratory Reverse Phase Protein Arrays (RPPA) analyses

Protein extracts from baseline tumor biopsies were retrieved from 42 patients (26 patients in
Arm A and 16 patients in Arm B) and were evaluated by RPPA methods by using a panel of 77
antibodies. Among the 26 patients in Arm A, 25 were evaluable for FDG-PET response (14

responders and 11 non-responders; Supplementary Figure 1).

Predictive biomarkers of metabolic response to afatinib

In the 25 patients evaluable for FDG-PET response in Arm A, we analyzed the relative
expressions of phosphoproteins/proteins in pre-afatinib tumor biopsies according to metabolic
response (Supplementary Figure 9). We showed higher phosphorylation levels of p44/p42
MAPK (ERK1/2) in responders than in non-responders (median [range] ratio, 1.2 [-40.5-7.3]
versus -1.4 [-4.0-5.7]; P=0.02) and lower phosphorylation levels of HER4 (median [range]
ratio, 0.09 [-3.7-4.1] versus 1.0 [-0.002-122.0]; P=0.03) and RB1 (median [range] ratio, -1.0 [-

14.7-0.5] versus 0.7 [-3.4-9.8]; P=0.002; Figure 4).

Prognostic biomarkers

Among the 42 patients with contributive RPPA, post-hoc unsupervised clustering on protein
expression data identified two clusters of patients that did not significantly correlate with OS
(HR, 1.7; 95% CI 0.6-4.6) or PFS (HR, 1.3; 95% CI, 0.5-3.4) in univariate analysis (data not

shown).

Discussion

10



Short course of afatinib in untreated, operable, non-metastatic HNSCC patients induced a high
rate of partial metabolic responses and partial responses according to RECIST1.1 without
delaying surgery. Baseline phosphorylation levels of RB1, ERK1/2, and HER4 correlated with
metabolic responses to afatinib. At the cellular level, we showed a significant enrichment of
tumor-infiltrating B cells under afatinib in responders, while at the molecular level, the NF-
kappa B signaling was found to be enriched among upregulated genes in non-responders. In
post-hoc analyses, we reported the negative prognostic values of CCNDI amplification and
CDKNZ2A/B codeletion although these results were not confirmed in multivariate analyses.
Seven percent of the patients achieved a partial response according to RECISTI1.1, and 59%
achieved a partial metabolic response as compared with 22% and 70% in a similar study run by
the EORTC?®. The lower response rates observed in our trial might be explained 1) by the higher
proportion of patients with advanced disease at diagnosis (51% versus 33% of T4 stage tumors)
and 2) by a difference in metabolic tumor response assessments, since in the EORTC study the
last dose of afatinib was given strictly two hours before the FDG-PET scan before surgery.
Safety and tolerability were as expected regarding the toxicity profile of afatinib. Up to 12% of
patients in Arm A stopped afatinib early because of toxicity, which might impact the results of
translational analyses because of the lack of sufficient drug exposure. Importantly, all reported
AEs were manageable and did not delay the planned definitive surgery, the latter representing
a major concern with window-of-opportunity trials’.

In comparison with the TCGA cohort®°, cell cycle regulatory genes were less frequently altered
in our study, with lower rates of CDKN2A alteration (38% versus 50%) and CDKN2A/B
codeletion (16% versus 27%). This might be explained by the fact that we applied a more
stringent variant selection algorithm when taking into account copy number deletions. The
negative prognostic impact of CDKN2A (that encodes pl5) alteration is well established in

HNSCC3!'*, as opposed to CDKN2B (that encodes p16) homozygous deletion. We found that
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CDKN2A/B codeletion but not CDKN24 mutation alone correlated with poor survival
outcomes, suggesting a key role of both p15 and p16 losses in determining the prognosis of
CDKNZ2A/B co-deleted HNSCC.

We identified higher metabolic response to afatinib in patients with low pre-treatment HER4
activity. This result is not in line with what has been observed in preclinical model. A xenograft
model of HNSCC identified a HER4-activating oncogenic mutation leading to increased HER4
phosphorylation, which suggested that it may activate other HERs as a heterodimer and predict
sensitivity to afatinib3?. These results highlight the controversial role of HER4 in cancers, which
may act as a tumor suppressor protein or as an oncoprotein®*. Our findings also support the
hypothesis that constitutive activation of ERK1/2 (based on assessments of functional T202
and Y204 phosphosites) may serve as predictive biomarker of activity of afatinib. ERK1/2
induces the transcription and the translation of cyclin D1, thus promoting G1/S progression
through cyclin D1-CDK4/6-mediated phosphorylation of RB1%°. Unexpectedly, we reported
lower relative expressions of phosphoproteins/proteins for RB1 in responder patients than in
non-responder patients, suggesting other mechanisms of cell cycle activation besides CDK4/6-
mediated phosphorylation of RB1.

At the cellular level, pharmacodynamic analyses on the TME elucidated B cells changes in
response to afatinib which may rely on the (re)activation of a tumor-targeting immune
response®®. At the molecular level, Over Representation Analysis findings suggested
mechanisms of resistance to afatinib associated with tumor invasion and metastasis through
NF-kappa-B signaling enrichment 378, a molecular feature of the 42-gene Chung’s high-risk
signature®.

Our study has several limitations. First, mean tumor reduction was lower than anticipated and
correlative biomarkers analyses were based instead on metabolic response, which was not a

predefined primary endpoint. In addition, no adjustment for multi-test were carried out, thus
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rendering biomarkers analyses mainly exploratory. Second, the specificity of FDG-PET scan
to predict afatinib efficacy is unknown. In some pre-clinical and clinical studies, however,
metabolic responses to targeted therapies have been shown to correlate with residual tumor
cellularity, tumor shrinkage, and improved time to progression**2, Third, we did not confirm
the biomarkers findings from the LUX-Head and Neck 1 trial*’, which demonstrated a higher
efficacy of afatinib in pl6-negative, EGFR-amplified, HER3-low, and PTEN-high HNSCC
patients. This can be due to the intrinsic nature of window-of-opportunity trial, in which patients
are exposed to drugs during a short period of time, impairing the onset of potential acquired
drug resistance. Fourth, recent data underscored the importance of tertiary lymphoid structure
in TME and their interplay with B cells in eliciting antitumor responses***. We did not
implement spatial information and functional orientation of tumor-infiltrating immune cells and
related B cell phenotypes and functions. In this regard, our understanding of the immune
contexture is limited.

Overall, we found that short course of preoperative afatinib induced a high rate of metabolic
response without delaying the planned definitive surgery in treatment-naive HNSCC patients
selected for primary curative surgery. Baseline expression of pHER4, pERK1/2 and pRB1
together with B cells enrichment and NF-kappa B signaling activation correlated with metabolic
response to afatinib. Although exploratory, these phosphoproteomics-based biomarkers deserve
further investigations as predictors of afatinib efficacy. More mechanistic studies are needed to
reliably establish the link between B cells enrichment, NF-kappa B signaling activation and

sensitivity to HER family blockers in HNSCC.

Methods

Study objectives and endpoints
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The main objective consisted in identifying predictive biomarkers of efficacy by exploring
correlation between baseline potential biomarkers and radiological and metabolic responses to
afatinib. Secondary objectives were to identify potential pharmacodynamic biomarkers, to
evaluate the efficacy and safety of afatinib and to assess the metabolic and pathologic responses.
We also did post-hoc analyses to evaluate the prognostic significance of recurrent genomic
alterations and TMB in HNSCC.

The primary endpoint was the biological assessment of afatinib activity by performing
translational researches in pre-treatment biopsy and surgical specimen. Translational researches
included DNAseq, RNAseq and high throughput protein analysis using RPPA methods.

For secondary endpoints, efficacy was defined as the tumor size reduction between baseline
and before surgery. The tumor size was the sum of two target lesions following measurement
rules on CT scan/MRI of the head and neck according to RECIST1.1%. Metabolic response was
measured on FDG-PET scan according to Positron Emission Tomography Response Criteria in
Solid Tumours (PERCIST)*. Patients with a partial metabolic response were considered as
responders, whereas patients with a stable or a progressive metabolic disease were considered
as non-responders. The toxicity was assessed according to the Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE) version 4.0. Pathologic response was assessed on resected lymph
nodes by the presence or not of invasive tumor.

For post-hoc analyses, OS was defined as the time from randomization until death from any
cause or last follow-up. PFS was defined as the time from randomization to disease progression

or death from any cause or last follow-up.

Study design and participants

The GEP11 PREDICTOR trial was an open-label, randomized, multicentric, controlled, phase

II trial evaluating preoperative afatinib versus no treatment in patients with untreated, operable,
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non-metastatic T2-4 NO-2 (American Joint Committee on Cancer, 7" edition) HNSCC of the
oral cavity, pharynx, and larynx. Randomization was stratified by primary tumor site
(oropharynx versus non-oropharynx). All patients provided written informed consent before
enrollment. The trial was approved by a national ethics committee. All methods were carried

out in accordance with relevant guidelines and regulations. All experimental protocols were

approved by UNICANCER.

Treatment and procedures

Patients were randomized (2:1) to receive oral afatinib 40 mg/day for 21 to 28 days (Arm A) or
no treatment (Arm B) before surgery. Surgery was not delayed as compared to standard of care.
Tumor biopsies were collected during baseline endoscopy and surgery. FDG-PET scans were
performed before the endoscopy, and at day 15 after treatment initiation. FDG-PET scans
examinations were performed on the same system at baseline and before surgery, and assessed
by central imaging review (FDG-PET unit of the Frangois Baclesse Cancer Center) as per the
EANM guidelines*’. CT scan/MRI were performed before the endoscopy and after the end of

treatment within one week prior to surgery.

DNA sequencing

Samples were sequenced using a dedicated next-generation sequencing (NGS) panel targeting
571 genes (named “DRAGON”). Genes were classified regarding the literature and databases
(cBioPortal and OncoKB**%) in tumor suppressor genes (TSG), oncogenes, and genes
considered as both an oncogene and a TSG. Genes were categorized according to the cellular

pathway in which they were involved (Supplementary Table 9).

DNAseq protocol
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Indexed paired-end libraries of tumor DNA were performed using the Agilent Sureselect XT2
library prep kit. The kit supports sequencing targeted regions of the genome spanning 2.7 Mb.
About 50 ng of input DNA were used to build the libraries according to manufacturer’s

protocol. The pool was finally sequenced on a NovaSeq 6000 (Illumina) S2x150 bp flow cell.

Data processing

Reads mapping: In the first analysis part, reads were mapped using BWA mem software
(v0.7.15, Li, 2013) on the Human reference genome (hg19 assembly) using default parameters.
As a second quality control, statistics regarding the mapping (percentage of aligned reads total
and falling into the capture, percentage of PCR duplicates) and the capture coverage were
produced using a combination of SAMtools, flagstat, BEDtools coverage and PicardTools
MarkDuplicates.

Variant calling: Variant calling of both single nucleotide variations (SNVs) and small
insertion/deletions (indels) was then performed on the processed alignment files using a
combination of the SAMtools mpileup* and *VarScan2* *mpileup2cns* (v2.4.3)%.
Annotations: Annotations from several databases (RefSeq, dbsnp v150, COSMIC v86, 1000g
project 08/2015 version, ESP6500, gnomAD [all and ethnies], ICGC v21, and dbnsfp v35
predictions) were provided by ANNOVAR to annotate small variants’!. Only the RefSeq
database was used for intermediate-indel. During this step, all variants present in -10/+10 bp of
each exon junction were defined as splicing.

Coverage quality control: A more detailed notion of each gene percentage, per barcode,
covered by at least 100X, in the processed alignments, was also provided using a combination
of awk, SAMtools mpileup, BEDtools intersect, multiinter and merge. Bases covered by less

than 100X were reported per barcode using the same strategy. Genes belonging to patient
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pathology were tagged in these two files to facilitate the search for genes of interest that might

be badly covered.

Bioinformatics analyses

Variant selection algorithm: Stringent selection algorithm was applied to remove a maximum
of irrelevant variants. We considered a minimal allelic ratio of 5% and a maximal frequency in
the population of 0.1%. Only truncating mutations (frameshift deletion and insertion, stopgain,
splicing alteration and hotspot mutations from Cancer Hotspot database) with a minimal
coverage of 200 reads were retained for tumor suppressor gene variants. All missense variants
known to be hotspot mutations from Cancer Hotspot database and no minimal coverage were
retained for oncogenes variants>2. For genes classified as both oncogenes and TSG (such as
NOTCH]I) or with known missense hotspots (like 7P53), truncating mutations with a minimal
coverage of 200, and known hotspots mutations with no minimal coverage were selected.
Oncoprints: Oncoprints were drawn using the ComplexHeatmap package and were performed
with the Maftools package for 4.00 version of R.

Tumor Mutational Burden: TMB was defined as the number of non-synonymous somatic
mutations (SN'Vs and small indels) per mega-base in coding regions (mut/Mb). Coding variants
(except for intronic splicing ones, therefore exons-only which represent 1.59 Mb), without
synonymous nor polymorphisms (>0.1% minor allele frequency [MAF]) and recurrent variants
covered enough (not tagged as Low_Depth) were considered in all those calculations. Because
the median and range of mutational load have been shown to vary across tumor types, we
focused on the top 10% patients with the highest TMB scores and determined the log-rank p
value for difference in survival among the 10% top TMB and 90% bottom TMB subgroups of

patients.
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RNA sequencing

3! Tag-Seq protocol

High-throughput 3’ Tag RNAseq was performed on frozen and formalin fixed and paraffin
embedded (FFPE) tumor RNA (100 ng). We used the QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep
Kit (for Illumina) from Lexogen company. In contrast to traditional RNA-seq, which generates
sequencing libraries for the whole transcript, 3" Tag-Seq only generates a single initial library

molecule per transcript, complementary to 3’ end sequences.

Data processing

RNAseq data was analyzed using the bioinformatics pipeline developed in Institut Curie and

available at https://github.com/bioinfo-pf-curie/RNAseq. Briefly, raw sequencing reads were

checked for quality, trimmed for potential adapter sequences and aligned on the Human
reference genome with the STAR software. State-of-the-art quality controls such as library
complexity, alignment statistics, duplication level, reads annotation were performed in order to
ensure a high-quality of RNAseq samples. Gene expression quantification was performed with

the featureCounts tool on the coding genes annotation extracted from the Gencode project.

Bioinformatics analyses

Unsupervised clustering k-sparse methods® with number of cluster (k) equal to two of bulk-
tissue  RNAseq data was used. A  batch  effect-correction  algorithm

(https://github.com/Jfortin1/ComBatHarmonization) was then applied in an attempt to mitigate

the dataset technical heterogeneity. The ComBat method, initially described in genomics, is a
realignment method used to deal with the batch effect. In genomics, the batch effect represents
individual variations due only to variations between technicians, laboratories, or the days of

manipulations.
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Identification of differentially expressed genes: We computed ratios of surgery/biopsy

b

normalized gene expression levels as measured by RNAseq, with “biopsy” referring to
treatment-naive tumor samples, and “surgery” the paired post-afatinib ones. The Mann-
Whitney U test was performed to identify variability of expression ratios between two response
(responders versus non-responders) groups. A cut-off of p-value <0.05 was applied to select
the most differentially expressed genes in the context of therapy.

Pathway enrichment analyses: Over Representation Analysis (ORA) was used for enrichment
analysis>*. Pathway enrichment was computed using the Kyoto Encyclopedia of Genes datasets
(KEGG) dataset with hypergeometric test false discovery rate <0.1. Network-based pathway
enrichment analyses were performed using ratios of surgery/biopsy gene expression levels
across responders and non-responders in the bulk-tissue RNAseq data. In the bulk-tissue, the
differentially expressed genes in the context of therapy that had a p-value <0.05 were selected
as input for pathway analyses. ORA was performed separately by the direction of change in
gene expression in order to identify gene sets that are over-represented when we only consider
genes that are up- or down-regulated in one condition relative to another. KEGG datasets were
retrieved from the R package software clusterProfiler v4.5.0%,

Deconvolution of tumor microenvironment immune cells: The R package software
quanTIseq>® was applied to bulk RNAseq data from paired pre- and post-tumor samples to
quantify the fractions of ten immune cell types, including B cells, M1 and M2 macrophages,
monocytes, neutrophils, natural killer cells, non-regulatory CD4+ T cells, CD8+ T cells, Treg
cells and myeloid dendritic cells. quanTIseq also estimated the proportion of uncharacterized
cells, namely cells that were present in the cell mixture of interest but were not represented in
the signature matrix (e.g., cancer cells). Importantly, quanTIseq scores are proportional to the
amount of each cell population in the total sample, thus allowing intra- and inter-sample

comparison for each population.
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High throughput protein analysis

High throughput protein analysis used RPPA methods. The samples were processed as
previously described®” and printed onto nitrocellulose covered slides (Supernova, Grace
Biolabs) using a dedicated arrayer (2,470 arrayer, Aushon Biosystems). Five serial dilutions,
starting at 2000 mg/ml and two technical replicates per dilution were printed for each sample.
Arrays were labelled with 77 specific, or without primary antibody (as negative control), as
previously described”’. All primary antibodies used in RPPA have been previously tested by
Western Blotting to assess their specificity for the protein of interest. Raw data were normalized
using Normacurve®®, which normalizes for fluorescent background per spot, a total protein stain
and potential spatial bias on the slide. Next, each RPPA slide was median centered and scaled
(divided by median absolute deviation). We then corrected for remaining sample loading effects
individually for each array by correcting the dependency of the data for individual arrays on
the median value of each sample, over all 77 arrays, using a linear regression.

The panel covered post translationally modified cancer pathway proteins, including
phosphorylated and non-phosphorylated proteins derived from cell cycle, cell migration,
genome integrity, immunity, metabolism, JAK/STAT signaling, MAPK signaling, NF-kappa
B signaling, PI3K/AKT/mTOR signaling, receptor tyrosine kinase signaling, and Wnt/p3-

catenin signaling pathways (Supplementary Table 10).

Statistical analyses

The sample size was calculated to have a 90% power to detect a difference in treatment effect
between biomarker positive versus biomarker negative patients. The treatment effect was
defined as the difference in the tumor size evolution between the two arms. Since the observed

mean tumor reduction under afatinib was less than the anticipated threshold of 20%,
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correlative biomarkers analyses were done on the basis of the metabolic response and thus
remained mainly exploratory.

All statistical analyses were performed using R software. Comparisons between groups were
assessed using the Wilcoxon rank-sum test for quantitative variables, and the Fisher test for
qualitative variables. For post-hoc analyses, univariate and multivariate Cox proportional
hazard models were performed to identify prognostic biomarkers. The results are presented as
hazard ratios (HR) and 95% confidence intervals (Cls). Survival curves were obtained with
Kaplan-Meier estimates and compared using the log-rank test. The level of significance was set

at P<0.05. Correction for multiple testing was not applied.

Data availability

Original files and raw data files from the GEP11 PREDICTOR clinical trial will be made
available from the corresponding authors upon reasonable request. The data are not publicly
available due to information that could compromise the privacy of the research participants. All

processed data used for the analyses are available in the Supplementary Materials.
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Figure legends

Figure 1 Consort diagram

Figure 2 Overview of gene alterations in untreated, operable, non-metastatic HNSCC patients
(N=56) (A). Prognostic value of CDKN2A/B co-deletion on overall survival (B), and
progression-free survival (C). Prognostic value of CCNDI amplification on progression-free

survival (D).

Figure 3 Tumor microenvironment cell fraction changes between pre- and post-afatinib tumor
biopsies in responder (N=14) and non-responder patients (N=11) according to the metabolic
response on FDG-PET scan by PERCIST. Tumor microenvironment cells included B cells (A),
macrophages (B), monocytes (C), neutrophils (D), NK cells (E), T cells CD4+ (F) and T cells
CD8+ (G). Uncharacterized cells, which were representative of cells outside immune subtypes

(including tumor cells), were also reported (H).

Figure 4 Correlation between phosphorylation levels of p44/p42 MAPK (ERK1/2), HER4, and
RB1 and metabolic response on FDG-PET scan according to PERCIST (responders, N=14;
non-responders, N=11)

p/np, phosphoproteins/proteins
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Table 1. Patient characteristics

Arm A Arm B Total
(N=41) (N=18) (N=59)

Age, years

Median 58.5 60.2 59.5

Range 44-74 46-76 44-76
Sex, n (%)

Male 32 (78%) 15 (83%) 47 (80%)

Female 9 (22%) 3 (17%) 12 (20%)
ECOG status, n (%)

Unknown 1 (2%) 0 1 (2%)

0 27 (66%) 13 (75%) 40 (68%)

1 13 (32%) 5(25%) 18 (31%)
Smoker, n (%)

Current 24 (59%) 7 (39%) 31 (53%)

Former 12 (29%) 8 (44%) 20 (34%)

Never 5(12%) 3 (17%) 8 (14%)
Alcohol consumption, n (%)

Current 22 (54%) 10 (56%) 32 (54%)

Former 13 (32%) 4 (22%) 17 (29%)

Never 6 (15%) 4 (22%) 10 (17%)
Primary tumor site, n (%)

Oral cavity 26 (63%) 12 (67%) 38 (64%)

Larynx 0 1 (6%) 1 (2%)

Oropharynx 11 (27%) 3 (17%) 14 (24%)

Hypopharynx 4 (10%) 2 (11%) 6 (10%)
Histologic grade, n (%)

Unknown 1 (2%) 0 1 (2%)

Well differentiated 21 (51%) 11 (61%) 32 (54%)

Moderately differentiated 12 (29%) 5 (28%) 17 (29%)

Poorly differentiated 7 (17%) 2 (11%) 9 (15%)
HPYV status, n (%)

Unknown 6 (15%) 0 6 (10%)

HPYV negative 30 (73%) 16 (89%) 46 (78%)

HPV positive 5(12%) 2 (11%) 7 (12%)
Pretreatment T-stage?, n (%)

Tl 1 (2%) 0 1 (2%)

T2 15 (37%) 4 (22%) 19 (32%)

T3 5(12%) 4 (22%) 9 (15%)

T4 20 (49%) 10 (56%) 30 (51%)
Pretreatment N-stage?, n (%)

NO 17 (41%) 12 (67%) 29 (49%)

N1 5 (12%) 2 (11%) 7 (12%)

N2 19 (46%) 4 (22%) 23 (39%)

aAmerican Joint Committee on Cancer, 7" Edition staging



61 patients were randomized

41 patients in Arm A

(Afatinib)

7 patients received less than 14 days of afatinib:
5 patients discontinuated afatinib due to toxicity:
-1 grade 4 diarrhea
-1 grade 4 folliculitis
-1 grade 3 diarrhea
-1 grade 3 oral mucositis
-1 grade 2 oral mucositis
1 patient decided to discontinue afatinib
Afatinib was stopped early in 1 patient due to early
disease progression and decision to undergo surgery
carlier

20 patients in Arm B
(No treatment)

2 patients excluded:

-1 withdrew consent

-1 patient did not undergo surgery
due to early death

41 patients included in the intention-to-

treat analysis

1 patient received chemoradiation
instead of surgery

40 patients underwent surgery

Figure 1

18 patients included in the intention-to-
treat analysis

18 patients underwent surgery
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3.3.3 Discussion

Nous rapportons les résultats des analyses translationnelles de 1’essai de fenétre d’opportunité
PREDICTOR mené sur 41 patients suivis pour un CETC localisé et non prétraité affectés de
maniére aléatoire pour recevoir de 1’afatinib (n = 41) ou aucun traitement (n = 20) en situation
préopératoire. Aprés un traitement médian de 16 jours, 3/41 patients (7%) ont présenté une
réponse partielle radiologique et 24/41 patients (59%) ont présenté une réponse partielle
métabolique. L’efficacité radiologique qui était le critere de jugement principal était inférieure
a I’efficacité anticipée par le plan d’analyse statistique. Les biomarqueurs potentiels finalement
corrélés a la réponse métabolique étaient exploratoires.

La caractérisation de biomarqueurs pharmacodynamiques a permis de préciser les déterminants
cellulaires et moléculaires de I’hétérogénéité temporale sous thérapie ciblée. Ces biomarqueurs
ont pu étre identifiés au niveau transcriptomique par le séquencage en masse de 26
prélévements tissulaires appariés en utilisant la méthode 3’ TAG-RNA-Seq.

A T’échelle cellulaire, nous avons précisé la composition du micro-environnement tumoral et
son évolution sous afatinib en appliquant ’algorithme bioinformatique quanTIseq®’. Des
signatures d’expression de dix lignées immunitaires ont été utilisées pour I'inférence des
fractions cellulaires. Nous avons mis en évidence une augmentation des fractions de
lymphocytes B chez des patients avec une réponse métabolique sous afatinib. Ce résultat
suggérait un mécanisme d’action médi¢ par la (ré)activation d’une réponse immunitaire anti-
tumorale.

A I’échelle moléculaire, nous avons identifi¢ 600 génes dont I’expression différentielle sous
traitement corrélait significativement a la réponse métabolique. Les analyses d’enrichissement
établies sur la base de données KEGG?! ont révélé que les génes surexprimés chez les patients
non répondeurs étaient impliqués dans la voie de signalisation NF-kappa B associée au
phénotype invasif et métastatique®*>-2%8,

Au-dela des résultats d’analyses translationnelles concourants a caractériser une hétérogénéité
temporale sous thérapie ciblée, d’autres biomarqueurs ont pu étre identifiés dans PREDICTOR.
Les analyses de lysats protéiques par une méthode RPPA (puces protéiques en phase reverse)
ont montré que I’activation constitutive d’ERK1/2 (un facteur de transcription de la cycline D1)
était un biomarqueur prédictif de réponse a I’afatinib. Ce résultat suggérait une sensibilité des
cellules malignes engagées dans la voie du cycle cellulaire (G1/S) a travers la phosphorylation
de RB1 médiée par le complexe cycline D1-CDK4/6. Les répondeurs présentaient également

des niveaux d’activation sensiblement inférieurs d’HER4 et de RB1 suggérant un rdle
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suppresseur de tumeur d’HER4 et une activité antitumorale de 1’afatinib non médiée par
I’inhibition de I’axe CDK4/6-RB1.

Sur le plan génomique, des analyses post hoc ont montré que I’amplification de CCND/ et la
codélétion de CDKN2A/B étaient associées a une augmentation significative du risque de
récidive et de déces. Nous avons enfin précisé I’impact pronostique d’une délétion homozygote
9p21.3 emportant simultanément CDKN24 et CDKN2B et I’absence de conséquences

fonctionnelles d’une mutation inactivatrice de CDKN2A.

3.3.4 Perspectives et publications

Dans la continuité de ce travail de thése, j’ai publi¢ un article sous la supervision du Professeur
Christophe Le Tourneau disponible en Annexe 4.1.2 intitulé Window-of-opportunity clinical
trials for biomarker discovery in head and neck squamous cell carcinoma. Cet article récapitule
les essais de fenétre d’opportunité disponibles dans les CETC tout en discutant leurs rationnels,

leurs challenges et leurs limites?®°.

3.4 Conclusion générale

Les études disponibles dans les CETC s’accordent sur ’omniprésence d’une hétérogénéité
génétique intra-tumorale dont 1’importance semble corréler a une diminution de la survie
globale et a une augmentation du risque de progression métastatique. Toutefois, ces études
¢tablies majoritairement sur I’analyse d’une seule biopsie sous-estiment la part d’hétérogénéité
spatiale et temporale d’une tumeur. Les objectifs de cette thése de sciences consistaient donc a
caractériser de facon plus précise I’hétérogénéité génétique spatiale et temporale des CETC et
a en préciser la valeur pronostique.

Pour y répondre, d’importants moyens humains, matériels, logistiques, techniques et
analytiques ont ét¢ mis en ceuvre. Nous avons pu accéder a de nombreux prélévements
tissulaires et sanguins collectés dans 1’étude prospective de biobanking SCANDARE
(NCTO03017573). Cette initiative institutionnelle offre un cadre d’étude idéal pour appréhender
I’hétérogénéité et I’évolution du cancer sous une perspective moléculaire en particulier et pour
tout projet de recherche translationnelle en général. A notre connaissance, peu d’études
longitudinales de biobanking sont rapportées a ce jour dans la littérature3?0-392,

Nous avons eu acces également a des biopsies appariées avant et apres traitement par thérapie

ciblée réalisées dans 1’essai de fenétre d’opportunit¢ PREDICTOR (NCT01415674). Les
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biopsies de tumeurs primitives localisés et opérables étaient dédiées a la recherche de
biomarqueurs d’efficacité incluant des biomarqueurs pharmacodynamiques.

En tirant parti de la délinéation dense régionale des tissus, nous avons pu caractériser de fagon
exhaustive I’hétérogénéité génétique intra-tumorale qui existe dans les CETC mais également
qui émerge durant la progression tumorale et sous thérapie ciblée. Nous en mesurons pour la
premicre fois I’impact sur la médecine de précision. Nous montrons que le ctDNA est un
biomarqueur de maladie résiduelle minimale dont la détection postopératoire corréle a une
augmentation du risque de récidive. Nos travaux ont permis d’ajouter des connaissances dans
la compréhension des processus cellulaires impliqués dans I’hétérogénéité spatiale de ces
tumeurs et ont montré qu’une évolution sous thérapie ciblée du micro-environnement tumoral
et de I’activité NF-kB permettait de prédire une réponse thérapeutique.

Deux manuscrits ont été enticrement rédigés dont un soumis a Scientific Reports en cours de
révision. Dans la continuité de ces travaux, les données de séquencage multirégional du génome
et du transcriptome serviront de base pour préciser 1’hétérogénéité du micro-environnement
tumoral et caractériser des trajectoires évolutives redondantes et pronostiques des CETC.

Les travaux dédiés a I’hétérogénéité génétique temporale appréhendée par le ctDNA ont été
récompensés a I’occasion du congres annuel de I’AACR 2023 par un prix Scholar-in-Training

Award décerné par la Fondation Margaret Foti.
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4 Annexes

4.1 Articles connexes et abstracts

4.1.1 Article #3 Genomic Alterations in head and neck squamous cell carcinoma: level of
evidence according to ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets
(ESCAT)
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Development of high-throughput technologies helped to decipher tumor genomic landscapes revealing ac-
tionable molecular alterations. We aimed to rank the level of evidence of recurrent actionable molecular al-
terations in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) on the basis of the European Society for Medical
Oncology (ESMO) Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets (ESCAT) to help the clinicians prioritize
treatment. We identified actionable alterations in 33 genes. HRAS-activating mutations were ranked in tier 1B
because of the efficacy of tipifarnib (farnesyltransferase inhibitor) in HRAS-mutated patients with HNSCC
(nonrandomized clinical trial). Microsatellite instability (MSI), high tumor mutational burden (TMB), and NTRK
fusions were ranked in tier IC because of PD-1 and TRK tyrosine kinase inhibitors tissue-agnostic approvals.
CDKNZA-inactivating alterations and EGFR amplification were ranked in tier 1IA because of the efficacy of
palbociclib (CDK4/6 inhibitor) and afatinib (tyrosine kinase inhibitor) in these respective molecular subgroups in
retrospective analyses of clinical trials. Molecular alterations in several genes, including PIK3CA gene, were
ranked in tier llIA because of clinical benefit in other tumor types, whereas molecular alterations in /IGFIR and
TP53 genes were ranked in tier IVA and tier V, respectively. The most compelling actionable molecular al-
terations in HNSCC according to ESCAT include HRAS-activating mutations, MSI, high TMB, NTRK fusions,
CDKNZA-inactivating alterations, and EGFR amplification.

JCO Precis Oncol 5:215-226. © 2021 hy American Society of Clinical Oncology

INTRODUCTION

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is
the seventh most common cancer worldwide.! HNSCC
is often amenable to curative intent with a multimodal
approach combining surgery and/or (chemo)radiation
when localized to the head and neck region,?? but its
pPrognosis remains poor in the recurrent and/or metastatic
(R/M) setting with a median survival of 14.9 months.* The
current treatment strategy is based on tumor location and
disease stage and does not take into account the un-
derlying etiology (infection with high-risk human papil-
lomavirus [HPV] or tobacco and alcohol intoxication) of

Next-generation sequencing (NGS) technologies led to
the identification of several actionable molecular al-
terations in HNSCC,#'° opening the door of potential
new therapeutic options.!*'? QOverall, a minority of
clinical trials have been performed in enriched patient
populations for HNSCC.” Importantly, an umbrella
biomarker-driven study dedicated to patients with R/M
HNSCC was recently launched by the EORTC, in
which patients receive different treatments depending
on the results of molecular profiling on an on-purpose
biopsy of a metastatic site.*

Several guidelines have been proposed to prioritize

HNSCC,® although HPV has been shown to be asso-
ciated with a better prognosis.® Pembrolizumab (an
antiprogrammed cell death protein 1 [PD-1] immune
checkpoint inhibitor) with or without platinum-based
chemotherapy has become standard of care in first-line
R/M HNSCC.* Epidermal growth factor receptor
(EGFR)-targeted therapies, including monoclonal an-
tibodies and tyrosine kinase inhibitors, have achieved
only modest success in R/M HNSCC, illustrating the
importance to develop new targeted therapies.’

actionable molecular alterations according to their
levels of clinical evidence when matched to molecu-
larly targeted agents,'**® the latest one being the
European Society for Medical Oncology (ESMO) Scale
of Actionability of Molecular Targets (ESCAT).'® Such
target prioritization according to ESCAT has been
previously reported in patients with breast cancer®
and in patients with any kind of refractory, advanced
solid tumor receiving a biomarker-driven treatment in
the SHIVAO1 trial.2»??
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CONTEXT

Several guidelines have been proposed to prioritize actionable molecular alterations according to their levels of clinical
evidence when matched to molecularly targeted agents, one of them being the European Society for Medical Oncology
(ESMO) Scale of Actionability of Molecular Targets (ESCAT).

Key Objective

Does ESCAT classification help physicians to select patients for targeted treatment strategies in head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC)?

Knowledge Generated

Limited molecular alterations were classified in tiers | and Il according to ESCAT in HNSCC. We report six clinically relevant
actionable molecular alterations that might effectively be targeted with matched targeted therapy in HNSCC.

Relevance

From a practical perspective, the primary indication for using ESCAT classification in HNSCC is for patients who have failed
standard first-line therapies. In this regard, enroliment in clinical trials using drugs matched to molecular alterations should
be encouraged.

In the current manuscript, we used ESCAT to rank main
actionable molecular alterations in HNSCC with the aim of
helping physicians to select patients for targeted treatment
strategies.

METHODS

Known actionable molecular alterations reported in
HNSCC, including activating mutations, oncogenic fusions,
and/or amplifications for oncogenes or deep deletions and
inactivating mutations for tumor suppressor genes, were
classified into nine different pathways (Table 1). Mutation
and copy number alteration frequencies were taken from
TCGA using the cBioPortal.?32

To assess the efficacy of drugs matching specific molecular
alterations, we first searched for the results of clinical trials
performed in HNSCC in ClinicalTrials.gov, PubMed, and
major scientific meetings (ASCO, ESMO, and AACR). When
a clinical trial or related results assessing the efficacy of
drug-target match were not available in HNSCC, we
searched for clinical trials in other tumor types. In the
absence of clinical trials, we searched for preclinical and
in silico data. The ranking was performed by two medical
oncologists (G.M. and C.L.T.) and validated by one ge-
neticist (1.B.) and a specialist in the field of clinical cancer
research (M.K.) until consensus. We ranked molecular
alterations in different tiers (I-V and X) according to ESCAT,
by assessing the strength of evidence in clinical studies
(Appendix Table Al).%°

RESULTS
Molecular Alterations of ESCAT Tiers | and/or Il

MAPK pathway. HRAS is the most frequently altered gene
among the three RAS family members showing activating
mutations in HNSCC with a frequency of 6.3% (Table 2).
Since the RAS proteins must undergo a post-translational
farnesylation to be functional, it has been shown that HRAS-
activating mutations can be reversed by farnesyltransferase
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inhibition.2® Tipifarnib, a potent and highly selective inhibitor of
farnesyltransferase, demonstrated high antitumor activity in a
phase Il study in advanced tumors with HRAS-activating
mutations.?” At data cutoff, ten out of eighteen patients with
evaluable HNSCC (56%) achieved an objective response with
a progression-free survival (PFS) of 6.1 months.?® Given that
the study was small and not randomized, we classified
HRAS-activating mutations in tier IB.

DNA repair pathway. Microsatellite instability (MSI) is a
hypermutator phenotype that occurs in tumors with im-
paired somatic or inherited DNA mismatch repair genes, as
well as MLH1 promoter hypermethylation (so-called DNA
mismatch repair deficiency [dMMR]). In routine use, de-
tection of MSI is performed by immunohistochemical
analysis of MMR proteins or by DNA profiling (two
mononucleotide and three dinucleotide microsatellite loci;
the so-called Bethesda markers). Colorectal tumors un-
stable at > 40% of the Bethesda markers are considered
MSI-High (MSI-H) accordingly. The incidence of MSI-H in
HNSCC has been reported in 1.2% of patients.?® MSI-H
tumors display a very large number of mutation-associated
neoantigens with increased sensitivity to PD-1
blockade.>®3! The antitumor activity of pembrolizumab
as single agent against advanced noncolorectal MSI-H/
dMMR tumors has been prospectively evaluated across
a broad range of solid tumors, including one patient with
HNSCC.32 The overall response rate (ORR) was 34.3%,
which compares favorably with the earlier reports that led to
the accelerated approval of pembrolizumab for MSI-H/
dMMR cancers by the FDA in a tissue-agnostic way.>
We therefore classified MSI-H in tier IC in HNSCC.

Tumor mutational burden. The tumor mutational burden
(TMB) has recently emerged as a useful biomarker to
select patients for immunotherapy. Around twenty
percent of patients with HNSCC had a TMB > 10
mutations per megabase (mut/Mb) as measured by the
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TABLE 1. Main Actionable Molecular Alterations in HNSCC

Gene Molecular Alterations Frequency
Cell cycle and survival pathway
CCND1 Focal amplifications 23.9%
CDK6 Focal amplifications 5.4%
CDKNZ2A Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 53.8%
DNA repair pathway
TP53 Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 72%
BRCAI Truncating mutations 0.2%
BRCA2 Homozygous deletions/truncating mutations 2.0%
PALB2 Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 0.2%
POLE Missense mutations 1.4%
PIBK/AKT/mTOR pathway
PIK3CA Amplifications/activating hotspot missense mutations/known activating inframe indels 34.5%
AKT1 Focal amplifications/E17K activating hotspot mutations 1.8%
PTEN Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 5.6%
STKI11 Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 1.4%
Tyrosine kinase receptor pathway
EGFR Focal amplifications 10.7%
FGFR1 Focal amplifications 6.9%
FGFR2 Focal amplifications 0.4%
FGFR3 Focal amplifications/activating hotspot missense mutations 1.6%
ERBB2 Focal amplifications/activating hotspot missense mutations 2.2%
ERBB3 Focal amplifications/activating hotspot missense mutations 0.4%
ERBB4 Focal amplifications 0.6%
MET Focal amplifications 1.0%
IGFIR Focal amplifications 1.0%
NTRK Oncogenic fusions 0.2%
Epigenetic pathway
KMT2C Homozygous deletions/truncating mutations 5.2%
KMT2D Homozygous deletions/truncating mutations 12.9%
ARIDIA Homozygous deletions/truncating mutations 1.8%
NSD1 Homozygous deletions/truncating mutations 10.3%
Oxidative stress pathway
NFE2L2 Focal amplifications/activating hotspot missense mutations 9.0%
KEAPI Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 2.4%
CUL3 Homozygous deletions/truncating mutations 2.5%
Differentiation
NOTCH1 Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 11.9%
MAPK pathway
HRAS Activating hotspot missense mutations 6.3%
BRAF Activating V60OE hotspot missense mutations 0.2%
NF1 Homozygous deletions/known inactivating missense mutations/truncating mutations 1.0%
Immortalization
TERT Focal amplifications/promotor-activating hotspot mutations 7.3%

NOTE. Only known activating mutations, oncogenic fusions, and/or amplifications for oncogenes or homozygous deletions and inactivating mutations for
tumor suppressor genes were taken into account. Data retrieved from ref. 23.
Abbreviations: HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; mTOR, mammalian target of rapamycin
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TABLE 2. Classification of Molecular Alterations According to ESCAT in HNSCC

Gene Molecular Alterations Incidence ESCAT Tier References
PISK/AKT/mTOR pathway
PIK3CA Hotspot activating mutations (E542K, E545K/A, and H1047R/L) 8.9% I11A 43
Amplifications 21.6% 1B =
Other activating hotspot missense mutations 4.0% 1B &2
PTEN Homozygous deletions 3.4% A 49,50
Known inactivating missense/truncating mutations 2.2% 1A 220
MAPK pathway
HRAS Hotspot-activating missense mutations 6.3% B 2728
Cell cycle and survival pathway
CDKN2A Truncating mutations 17.9% 1A =2
Known inactivating missense mutations 3.2% A S
Homozygous deletions 32.7% 1A 36
CCNDI Focal amplifications 23.9% X =8
CDK6 Focal amplifications 5.4% X S
IGFIR Focal amplifications 1.0% IVA 76,77
EGFR Focal amplifications 10.7% 1A S22
ERBB2 Focal amplifications 2.0% 1A D
FGFR1 Focal amplifications 6.9% 1A 6l
FGFR3 Known hotspot activating mutations 1.2% A £o
MET Focal amplifications 1.0% A 5
NTRK Oncogenic fusions 0.2% IC 42-a4
DNA repair pathway
TP53 Inactivating mutations 72% v 86-88
BRCAI Truncating mutations 0.2% A 7173
BRCA2 Homozygous deletions/truncating mutations 2.0% A 7173
Microsatellite instability 1.2% IC 3133

Abbreviations: ESCAT, ESMO scale for clinical actionability of molecular targets; HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; mTOR, mammalian
target of rapamycin

MSK-IMPACT—targeted panel.® In the prespecified ex-
ploratory analysis of the Keynote-158 clinical trial across ten
different cancer types, 29% of patients with high TMB
(defined as > 10 mut/Mb, per the FoundationOne CDx
panel) experienced an objective response.® Given the
tissue-agnostic approval of pembrolizumab for patients
with TMB-high tumors by the FDA, we ranked TMB-high in
tier IC in HNSCC.

Cell cycle pathway. CDKNZ2A-inactivating alterations were
reported in 53.8% of patients with HNSCC. Inactivating
mutations and homozygous deletions are primarily found in
HPV-negative HNSCC as opposed to HPV-positive HNSCC,
highlighting distinct molecular properties from HPV-driven
HNSCC. Although cell cycle deregulation is ubiquitous in
HNSCC, unrestrained cell cycle activation in HPV-negative
HNSCC is preferentially driven by P16™NK* inactivation
(encoded by CDKNZ2A) and cyclin D1 overexpression
(encoded by CCND1) that cause hyperactivation of cyclin-
dependent kinase 4/6 (CDK4/6), suggesting that CDK4/6
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inhibition may be a rational therapeutic strategy in this
setting. Palbociclib, a selective CDK4/6 inhibitor, was eval-
uated in combination with cetuximab in the PALATINUS
trial . Overall, 125 patients with HPV-negative R/M HNSCC
were randomly assigned to receive palbociclib plus
cetuximab or cetuximab plus placebo. Overall survival (OS)
was longer in the palbociclib arm than in the placebo arm,
although it did not reach statistical significance (9.7 months
v 7.8 months, P = .18). OS was even longer in the pal-
bociclib arm versus placebo in the subset of patients with
detectable CDKNZ2A-inactivating mutations in plasma
ctDNA (9.7 months v 4.6 months; hazard ratio [HR], 0.38;
95% Cl, 0.14 to 1.06).%¢ Because this was a retrospective
analysis of a molecularly defined subgroup, we classified
CDKNZ2A-inactivating alterations in tier lIA.

Tyrosine kinase receptor pathway. EGFR is commonly
amplified in HNSCC (10.7% of patients). Preclinical evi-
dence for the role of EGFR signaling in regulating key
cellular  processes, including adhesion, migration,
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proliferation, survival, and differentiation, made it a can-
didate for targeted cancer therapy in HSNCC.3” Afatinib, an
oral irreversible pan-HER (EGFR, HER2, and HER4) ty-
rosine kinase inhibitor, demonstrated efficacy in the LUX-
Head and Neck 1 trial.® Patients with R/M HNSCC who
failed platinum therapy were randomly assigned to afatinib
or methotrexate. Median progression-free survival was
significantly longer in the afatinib arm (2.6 months v
1.7 months, P=.03). A retrospective exploratory biomarker
analysis showed a significant improvement of median PFS
in the subgroup of patients with an EGFR amplification,
defined as tumors having 50% or more of cells with at least
four copies, or a focal amplification of the EGFR locus of at
least eight copies in one cell or more.> In this subgroup, the
median PFS was 2.8 months in the afatinib arm versus
1.5 months in the methotrexate arm (HR, 0.53; 95% Cl,
0.33 to 0.85), compared with 1.6 months in the afatinib
arm versus 2.3 months in the methotrexate arm in patients
without EGFR amplification (HR, 0.98; 95% ClI, 0.63 to
1.51).%° We therefore also classified EGFR ampilification in
tier 1A,

NTRK fusions involving NTRKI, NTRK2, or NTRK3
(encoding the tropomyosin receptor kinases TRKA, TRKB,
and TRKC, respectively) are oncogenic drivers of various
adult and pediatric tumor types.“® NTRK fusions are found
at high frequencies (up to or > 90%) in rare cancer types
and at low frequencies (commonly < 1%) in a range of
other tumor types, including HNSCC.*4? First-generation
TRK inhibitors (larotrectinib and entrectinib) have dem-
onstrated durable responses in NTRK fusion—positive
tumors,*** leading to the tissue-agnostic drug approvals
by the EMA and FDA. Pivotal studies encompassed a broad
range of rare tumor types that are known to be enriched for
the presence of TRKfusions (eg, salivary-gland cancer and
sarcoma), but no patients with HNSCC were included. We
classified NTRK gene fusions in tier IC in HNSCC based on
evidence from basket trials.

Molecular Alterations of ESCAT Tier Il

PI3K/AKT/mTOR pathway. PIK3CA-activating mutations are
reported in 12.9% of HNSCC (Table 2). Seventy-three
percent of PIK3CA mutations occur in the helical and ki-
nase domains that promote activation of the protein. The
H1047R/L-, E545K/A-, and EB42K-activating mutations
represent previously reported canonical mutation sites,
similar to that observed in cervical, breast, and lung
squamous cell cancers.®*® Clinical trials in R/M HNSCC
targeting the PI3K/AKT/mammalian target of rapamycin
(mTOR) pathway with nonselective mTOR inhibitors and
pan-isoform PI3K inhibitors were performed in unselected
patient populations, leading to negative results. Conversely,
the selective PI3K inhibitor buparlisib was shown to im-
prove OS in combination with paclitaxel in an unselected
patient population as well (10.4 months v 6.5 months, P =
.041).%¢ The outcome of patients treated with buparlisib
was not associated with PIK3CA-activating mutations in the
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retrospective exploratory analysis of the trial.#’” In patients
with metastatic breast cancer, an improved OS was re-
ported in patients with E542K, E545K/A, and H1047R/L
hotspot—activating mutations in PIK3CA with the alpha-
selective PI3K inhibitor alpelisib.*® We therefore classi-
fied EB42K, ES45K/A, and H1047R/L hotspot—activating
mutations in PIK3CA in tier [IIA in HNSCC, whereas the
other PIK3CA-activating alterations (amplifications and
other activating missense mutations) were classified in tier
[1IB, assuming the same functional impact.

PTEN-inactivating alterations, through inactivating muta-
tions (2.2%), homozygous deletions (3.4%), or down-
regulation of expression, result in unrestrained activation of
the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Promising anti-
tumor activity was reported with the pan-AKT inhibitors
capivasertib and ipatasertib in advanced breast and
prostate cancers*>*° in the subgroup patients with a PTEN
alteration. We therefore classified PTEN-inactivating al-
terations in tier 1A in HNSCC.

Tyrosine kinase receptor pathway. ERBBZ2 is a member of
the EGFR family involved in cell proliferation and growth.
ERBBZ2 and other tyrosine kinase receptors EGFR, ERBB3,
and ERBB4 initiate signaling via homo- and hetero-
dimerization, resulting in the activation of downstream
MAPK, PI3K/AKT, and STAT pathways. ERBBZ2is amplified
and/or overexpressed in 15%-30% of breast cancers, 10%-
30% of gastric and esophageal cancers, and 2.0% of
HNSCC.%! Lapatinib, a dual EGFR/ERBB2 tyrosine kinase
inhibitor, failed to show a clinical benefit in patients with R/
M HNSCC® and in patients with locally advanced
disease.>*%° Dacomitinib, another irreversible pan-HER
inhibitor, demonstrated an ORR of 12.7% as first-line
treatment in patients with R/M HNSCC.%® By contrast,
clinical trials demonstrated that targeting ERBB2 with
lapatinib plus trastuzumab and trastuzumab alone leads to
OS and PFS improvement in breast and gastroesophageal
tumors with ERBB2 amplifications, respectively.5”%° We
therefore classified ERBB2 amplifications in tier [lIA in
HNSCC.

FGFRI amplifications and FGFR3-activating missense
mutations were reported in 6.9% and 1.2% of patients with
HNSCC, respectively. With the exception of FGFR3-acti-
vating mutations in urothelial carcinoma,®® the FGFR 1- and
FGFR3-activating alterations did not predict the efficacy of
FGFR inhibitors.®1%* By contrast, FGFR fusions were found
to be strong predictors of response.®>® However, the
prevalence of FGFR3-TACC3fusions is low in patients with
HNSCC (0.7%).2 FGFR3-activating missense mutations
were shown to predict the efficacy of erdafitinib, a potent
and FGFR-selective small molecule tyrosine kinase inhib-
itor, in a prospective, nonrandomized clinical trial in locally
advanced or metastatic urothelial carcinoma.®® In addition,
FGFR1amplifications predicted the efficacy of the selective
FGFR 1-3 inhibitor infigratinib in squamous cell lung
carcinoma in a phase | trial.®t We therefore classified
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FGFR3-activating missense mutations and FGFR1 ampli-
fications in tier IlIA in HNSCC.

MET amplification is reported in 1.0% of HNSCC.2 The
c-MET protein is a receptor tyrosine kinase, which is ac-
tivated by binding to its ligand, the hepatocyte growth factor
(HGF). Aberrant signaling of the HGF/c-MET pathway has
been identified as a promoter of tumorigenesis and may act
as a resistance mechanism against EGFR inhibition in
HNSCC.9"The ATP-competitive c-MET inhibitor foretininb
was tested in unselected R/M HNSCC in a phase Il study,
with half of the patients (7 of 15) demonstrating a stable
disease.®® Given the lack of objective response, the study
stopped at first interim analysis. In a randomized phase |l
study, the non-ATP-competitive c-MET inhibitor tivantinib
did not improve response rate and survival when combined
with cetuximab versus cetuximab alone in cetuximab-naive
R/M HNSCC.®° Conversely, durable partial responses to the
c-MET inhibitor crizotinib in patients with MET-amplified
lung cancers have been reported.”® Hence, MET amplifi-
cation was classified in tier IlIA for HNSCC.

DNA repair pathway. BRCA1/2-inactivating somatic muta-
tions (1.4% of patients with HNSCC) hinder homologous
recombination-mediated DNA damage repair. Recent
studies in ovarian and breast cancers have demonstrated
that inherited and somatic inactivating alterations of
BRCA1/2, through inactivating mutations and homozygous
deletions, predict efficacy to poly-ADP ribose polymerase
(PARP)-inhibitors, such as olaparib.”*”® PARP inhibitors
are currently under investigation in clinical trials in HNSCC
either as single agents or in combination with (chemo)ra-
diotherapy, chemotherapy alone, and in combination with
another DNA repair inhibitor targeting ATR.” BRCA1/2-
inactivating somatic mutations were classified in tier llIA in
HNSCC.

There are emerging data on POLE mutations in MMR-
proficient tumors. Hotspot exonucleasic domain POLE
(edPOLE) mutations generate proofreading defects and
cause an extremely hypermutable (or ultramutable) ge-
nomic profile.”* In the AcSé program, patients with MMR-
proficient cancer with pathogenic edPOLE mutations
derived benefit from nivolumab.”® Although POLE missense
mutations are observed in up to 1.4% of HNSCC tumors,
very rare missense mutations (0.2%) within the POLE
exonucleasic domain have been reported yet.2 We classi-
fied edPOLE mutations in tier IlIA in HNSCC.

Molecular Alterations of ESCAT Tier IV

IGF1R amplification (1% of patients with HNSCC) results in
unrestrained activation of the IGF axis, which has been
linked to potent antiapoptotic, prosurvival capacities and
malignant transformation (Table 2). Additionally, the IGF
axis shares common intracellular signaling pathway with
EGFR and may mediate resistance to EGFR-targeted
therapies. Targeting the IGF axis with monoclonal anti-
bodies figitumumab and cixutumumab has yielded
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negative results in phase Il trials in HNSCC in unselected
patients.”®’”” In other tumor types (mainly epithelial ovarian
cancers), anti-IGF1R targeted agents also lacked
efficacy.”® The predictive value of /IGF1R amplification was
only observed in preclinical models.” We therefore clas-
sified /IGFIR amplification in tier IVA in HNSCC.

Molecular Alterations of ESCAT Tier V

TP53 is the most commonly mutated gene in HNSCC
(72%; Table 2).2 The spectrum of TP53 mutations is wide,
including truncating mutations and well-known inactivating
missense mutations, in particular, those at codons R248,
R273, G245, R175, R282, and H179, which are the most
prevalent hotspot mutations occurring within the DNA-
binding domain. Regulation of cell-cycle arrest, apopto-
sis, and senescence are the main functions of p53 that
contribute to its tumor-suppressive role. Disruptive TP53
mutations are known to be associated with a poor
prognosis.8® TP53 mutations may be indicative of de-
creased sensitivity to cisplatin in HNSCC. 812 Restoration of
wild-type p53 functions into tumors leads to p53-mediated
apoptosis and senescence in preclinical studies.®>%° Two
pb3-reactivating compounds PRIMA-1 and APR-246 have
been shown to reactivate mutant forms of p53 irrespective
of the TP53 missense mutation types and to inhibit cell
proliferation together with induction of apoptosis.t¢®” In the
phase Ib/ll PISARRO clinical trial,®8 APR-246 was evalu-
ated in combination with carboplatin and doxorubicin in
patients with platinum-sensitive high-grade serous ovarian
cancer whose archival tumor specimen demonstrated
mutant p53 immunohistochemistry staining. The ORR was
74%. A phase /Il study of APR-246 in combination with
pembrolizumab in patients with advanced solid tumors is
ongoing (ClinicalTrials.gov identifier: NCT04383938).
Evidence-based clinical data regarding TP53 actionability
are scarce and preliminary. Consequently, we classified
TP53 inactivating mutations in tier V in HNSCC.

Molecular Alterations of ESCAT Tier X

CCNDI and CDK6 amplifications (cell cycle and survival
pathway) are reported in 23.9% and 5.4% of patients with
HNSCC, respectively (Table 2). Combined exploratory
biomarker analyses from PALATINUS reported no differ-
ential benefit for the CDK4/6 inhibitor palbociclib in
CCNDI- and CDK6-amplified tumors.*® We therefore
classified CCND1 and CDK6 amplifications in tier X.

DISCUSSION

Limited molecular alterations were classified in tiers | and I
according to ESCAT in HNSCC. HRAS-activating mutations
were classified in tier IB because of the efficacy of tipifarnib
in patients with HRAS-mutated HNSCC. MSI, high TMB,
and NTRK fusions were ranked in tier IC because of the
tissue-agnostic FDA approval of PD-1 inhibitors and TRK
tyrosine kinase inhibitors larotrectinib and entrectinib.
CDKNZ2A-inactivating alterations and EGFR amplifications
were ranked in tier [IA because of the efficacy of palbociclib
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and afatinib in these respective molecular subgroups in
retrospective analyses of clinical trials. Alterations in the
PIK3CA, PTEN, ERBB2, FGFR1, FGFR3, BRCA1, BRCAZ,
edPOLE, and MET genes were ranked in tier I1|A because of
clinical benefit demonstrated in other tumor types, whereas
molecular alterations in IGFIR and TP53 genes were
ranked in tier IVA and tier V, respectively, on the basis of
solely preclinical evidence. CCNDI and CDK6 amplifica-
tions were ranked in tier X given the lack of clinical and
preclinical evidence. Because ESCAT relies on published
preclinical and clinical data, the distribution in the different
tiers will certainly evolve with time.

Most actionable molecular alterations in HNSCC were
shown to improve outcomes in other tumor types than
HNSCC. A small number of unvalidated molecular events
with a similar predicted functional impact (eg, amplifica-
tions v activating mutations in oncogenes) were also re-
ported and ranked in tier llIB accordingly. Unvalidated
molecular events must be considered carefully, given a
worse outcome in the ESCAT IlIB subgroup of patients
treated with matched targeted therapies in SHIVA01.22

Limitations of this study include interindividual variability of
the literature review. In an attempt to limit this variability, the
classification was validated by several experts. Additionally,
this study did not take into account targeted therapies for
which predictive biomarkers of efficacy are not yet identified.
Despite an OS benefit in randomized trials in HNSCC,82%°
cetuximab was excluded from the classification, since EGFR
amplifications were not shown to predict the efficacy of
cetuximab in combination with chemotherapy.®

From a practical perspective, we must acknowledge that
the primary indication for using this classification is for
patients who have failed standard first-line therapies. Most
of these agents mentioned do not have any approved in-
dication for HNSCC. In this regard, enrollment in clinical
trials using drugs matched to genomics should be en-
couraged, since precision medicine programs have been
shown to improve outcomes.®>*® Recently, ESMO pub-
lished guidelines for the use of NGS in metastatic tumors.®*
Given the high prevalence of molecular alterations ranked
in tiers II-IV, NGS may be relevant in advanced recurrent
and/or metastatic HNSCC in the context of molecular
screening programs.

Beside inherent limitations of ESCAT, several reasons may
hinder the more extensive use of targeted therapy toward
histology-agnostic cancer treatment in clinical practice
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among which targeted therapies’ affinity for a specific target
and tumor heterogeneity. The latter is especially known to
be a major issue for precision medicine. Indeed, tumor
molecular profiling—based strategy is largely derived from
samples collected at a single time point. Several reports
actually revealed the evolutionary dynamics of the cancer
genome® and the striking heterogeneity in tumors.®%7 A
new microenvironmental selective pressure through the
application of targeted therapy may mean that particular
mutations within the reservoir of pre-existing variants could
suddenly become adaptative and so increase in
frequency.®® In the clinical setting, tumor heterogeneity
could explain the confusing responses to targeted therapy,
highlighting the importance of a representative biopsy for
molecular analyses. The presence of coexisting molecular
alterations may explain disappointing efficacy of matched
targeted therapies given as single agents. Treatment pri-
oritization of coexisting molecular alterations is not clearly
detailed in ESCAT classification, nor the integration of re-
sistance alterations. The [-PREDICT precision medicine
trial took into account several actionable molecular alter-
ations to suggest drug combinations for patients, including
potential biomarkers of efficacy of immunotherapy (eg,
TMB and MSI).%° The efficacy results were concordant with
what had been reported to date®%1%%1°! and suggested that
outcomes were improved when a larger fraction of identi-
fied molecular alterations could be targeted with drugs.
Since multidrug combinations were feasible and safe, the
current trial paradigm for precision oncology with scripted
single agents may be optimized by treating coexisting al-
terations with customized combination therapies when
feasible.

In conclusion, we described here six clinically relevant
actionable molecular alterations that might effectively be
targeted with matched targeted therapy in HNSCC. We
would argue that our classification should be applied in
sequencing reports and tumor boards not to miss patients
harboring targetable genetic alterations, as well as over-
interpretation of hypothetical targets. Beside inherent
limitations of the ESCAT, several issues need to be con-
sidered in the context of precision medicine, including the
challenges of tumor heterogeneity and the emergence of
resistance mechanisms. Overall, the development and
updating of such classification to translate molecular
findings to clinical benefit is critical for successful imple-
mentation of precision and personalized cancer medicine.
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APPENDIX

TABLE A1. ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets (ESCAT)
ESCAT Evidence Tier Level of Evidence A Level of Evidence B

Level of Evidence C

Clinical Implications

Tier |

Drug-target match
associated with
improved outcome in
clinical trials

prospective, nonrandomized
clinical trials

points in prospective,
randomized clinical trials

Improvement of survival end  Clinically meaningful benefit in  Clinically meaningful
benefit in multiple tumor

types and basket clinical
trials

Alterations suitable for routine
use

Tier Il

Higher tumor response rates in
prospective clinical trials

Clinically meaningful benefit
in retrospective exploratory
analyses of prospective
trials

Drug-target match
associated with
antitumor activity, but
magnitude of benefit is
unknown

Investigational alterations that
need further investigation
before incorporating to
routine care

Tier Il

Clinical benefit solely
demonstrated for similar
molecular alterations

Clinical benefit solely
demonstrated in other
tumor types

Drug-target match
associated with limited
clinical evidence of
actionability

Hypothetical alterations that
represent an ideal setting
for prospective studies

Tier IV

Actionability predicted in Actionability predicted in silico
preclinical in vitro or in vivo

models

Drug-target match
associated with
preclinical evidence of
actionability

Hypothetical alterations that
may be appropriate for
enrichment of patients in
early-phase clinical trials

Tier V

Drug-target match
associated with
objective responses,
but without clinically
meaningful benefit

Evidence supporting
cotargeting approaches

Tier X

Lack of evidence for
actionability

Alterations that should not be
taken into account for
clinical decisions

Abbreviations: EMSO, European Society for Medical Oncology; ESCAT, ESMO scale for clinical actionability of molecular targets.

Adapted from ref. 19.
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Purpose of review

b

We review the window-of-opportunity clinical trials that have been reported in head and neck squamous
cell carcinoma (HNSCC), and discuss their challenges.

Recent findings

Limited treatment options exist in HNSCC. Cetuximab, an mAb targeting epidermal growth factor receptor,
and the PD-1 inhibitors nivolumab and pembrolizumab, are the only drugs that improved overall survival in
the recurrent and/or metastatic setting. Both cetuximab and nivolumab improve overall survival by less than
3 months, potentially because of the lack of predictive biomarkers. The only validated predictive biomarker
to date is protein ligand PD-L1 expression that predicts the efficacy of pembrolizumab in firstline,
nonplatinum refractory recurrent and/or metastatic HNSCC. The identification of biomarkers of efficacy of

new drugs is key to avoid administering toxic drugs to patients who will not benefit from them, and to
expect increased drug efficacy in the biomarker-positive group of patients. One way of identifying such
biomarkers are the window-of-opportunity trials in which drugs are given for a short period of time before
the definitive treatment, with the aim to collect samples for translational research. These trials differ from
neoadjuvant strategies where efficacy is the primary endpoint.

Summary

We show that these tfrials were safe and successful in identifying biomarkers.

Keywords

biomarker, clinical trials, head and neck squamous cell carcinoma, predictive, window-of-opportunity

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is
the seventh most common cancer worldwide [1].
The current standard of care for locoregionally
advanced HNSCC includes upfront surgery with
adjuvant (chemo)radiotherapy, or definitive
(chemo)radiotherapy [2]. Despite this multimodal
therapeutic approach, around 50% of locally
advanced HNSCC patients recur after primary treat-
ment, at the locoregional level and/or with distant
metastases [3]. Patients who are not amenable to
local treatments have a dismal prognosis (i.e., 6-9
months in the absence of treatment) [4].

In head and neck oncology, cetuximab that
targets epidermal growth factor receptor (EGFR) is
the only approved targeted therapy. Cetuximab
demonstrated a survival benefit, both in the locally
advanced setting in combination with radiotherapy
[5] and in the first-line recurrent and/or metastatic
setting in combination with chemotherapy [6],
yet without prior patients’ selection. Immune

www.co-oncology.com

checkpoint inhibitors (ICIs) have been evaluated
in recurrent and/or metastatic HNSCC with two
PD-1 inhibitors (nivolumab and pembrolizumab)
recently approved by the FDA and EMA [7-9].
Nivolumab as single-agent is approved regardless
of PD-L1 expression in platinum-refractory disease.
Pembrolizumab in combination with platinum and
5-FU and pembrolizumab alone are two approved
regimens in first-line nonplatinum refractory dis-
ease, depending on PD-L1 expression on both tumor
cells and inflammatory cells.
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KEY POINTS

o Window-of-opportunity clinical trials are challenging
to conduct.

o They mandate a close collaboration between medical
oncologists and surgeons.

o Window-of-opportunity clinical trials are safe.

o These trials represent a powerful tool for
biomarkers’ identification.

o None of the identified biomarkers were further
validated in the recurrent or metastatic setting.

Recent targeted therapies and ICIs in HNSCC
have been explored in the recurrent and/or meta-
static setting in heavily pretreated patients that
challenges the evaluation of drugs’ benefit, and
limits the assessment of biomarkers of efficacy of
new drugs [10]. By leveraging the time lapse for
preoperative workup and planning in operable
HNSCC patients, window-of-opportunity clinical
trials investigate new drugs in treatment-naive
patients with widely available tumor samples
obtained at diagnosis and after drug exposure, with
the aim to identify predictive and/or pharmacody-
namic biomarkers of efficacy. These trials differ from
neoadjuvant strategies where efficacy is the primary
endpoint.

In this article, we aimed to discuss the rationale
for window-of-opportunity clinical trials, their chal-
lenges and their potential limitations, and to review
the ones reported in HNSCC.

Window-of-opportunity clinical trials refer to inno-
vative clinical trials where drugs are given in a short
timeframe before a definitive treatment with the
aim to explore the safety, pharmacodynamics,
short-term efficacy, and predictive biomarkers for
investigational drugs, and without delaying stand-
ard of care therapy. Conversely, in neoadjuvant
trials, drugs are commonly given for a longer period
of time with the primary objective of inducing
tumor shrinkage for efficacy purposes [10]. Some
recent neoadjuvant immunotherapy trials with an
efficacy endpoint, however, can also be considered
as window-of-opportunity trials since they were
given for a short period of time and did not preclude
or delay the planned definitive treatment.

Several windows for window-of-opportunity tri-
als exist including the preoperative setting before
surgery of a primary cancer or a metastasis, before a

1040-8746 Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

radiation-based therapy, or even before neoadju-
vant chemotherapy. The most frequently used win-
dow is the preoperative setting. This latter setting is
ideal for several reasons. First, tumor samples are
easily available for translational studies, given the
necessity of an initial biopsy for pathologic confir-
mation of the diagnosis and subsequent curative
therapy. Likewise, posttreatment samples that are
essential to identify pharmacodynamic biomarkers,
are obviously easy to collect from the surgical speci-
men. Second, tumors at this stage have less molec-
ular alterations including secondary resistance
mechanisms to treatment in comparison with
tumors from heavily pretreated patients, since they
were not exposed to prior treatments.

Since the primary objective of window-of-opportu-
nity clinical trials is not efficacy, one must ensure
that the participation of patients in these trials does
not jeopardize the efficacy of the definitive treat-
ment. For this reason, these trials are difficult to
conduct (Table 1). First, drug exposure during the
window needs to be long enough to provide bio-
logical activity, but without delaying the definitive
treatment. The preoperative setting therefore man-
dates a tight and daily collaboration between med-
ical oncologists and surgeons, so that patients can be
included and treated before the planned date of
surgery. Second, drugs being evaluated might
induce toxicity. The toxicity profile of drugs must
be favorable and preferentially known in the tumor
type of interest. Drug safety should have previously
been evaluated in the recurrent and/or metastatic
setting. Third, the drugs under evaluation, although
given for a short period of time, might still produce
antitumor activity. Tumor shrinkage might there-
fore lead to a surgical plan change or a down-staging
of the tumor. Both situations might result in sub-
sequent under-treatment [11]. The last challenge is
the study design. Sample size calculation might be
delicate in these biomarker-finding trials without
necessarily any relevant putative biomarker that
would help setting the null and the alternative
hypotheses. A placebo or a no treatment arm is
highly wished, since controlled experimental con-
ditions allow to investigate biomarkers with an
increased statistical power, but reinforces the neces-
sity not to delay the definitive treatment.
Inclusion of patients in these window-of-oppor-
tunity clinical trials is challenging, in particular for
patients with curable disease, for several reasons.
First, almost concomitantly with the announce
of a diagnosis of cancer and a proposition of a

www.co-oncology.com 159

Copyright © 2023 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.



Head and neck

Table 1. Challenges of window-of-opportunities clinical trials

Challenges Consequences

Potential inefficacy of the drug
Potential toxicity of the drug
Potential efficacy of the drug

Potential pseudoprogression during
immunotherapy

Randomization vs. placebo or no treatment

Sample size calculation

The definitive treatment must not be delayed
The toxicity profile of the drug must be known, preferentially in the tumor type under investigation
The definitive treatment plan should not be changed. This might also lead to tumor down-staging

May complicate image interpretation. This must be distinguished from hyperprogression

The treatment must not be delayed. This might decrease patients’ acceptance to participate

Difficulty to choose a relevant putative biomarker and to set the statistical hypotheses

treatment that is often heavy [i.e., head and neck
surgery and/or (chemo)radiotherapy], patients are
being proposed to participate in a clinical trial in
which the primary objective is not efficacy. In addi-
tion, the participation in the trial often mandates
additional imaging, blood sampling and tumor
biopsies. Finally, all potential adverse events dis-
closed in the consent form might frighten patients.
The likelihood that a patient will participate in such
trials is clearly proportional to the motivation of
the physician who announces the diagnosis and the
treatment plan (the surgeon most of the time).

More recently, neoadjuvant immunotherapy
trials have led to immune-related safety concerns,
as well as potential limitations of imaging criteria
for response assessment. The pseudoprogression
phenomenon [12], an initial tumor flare related to
inflammatory processes, may erroneously be con-
strued as tumor growth and disease progression
during the short timeframe of a preoperative win-
dow [13,14]. In a small minority of patients, ICIs can
lead to hyperprogression [15], a phenomenon of
tumor growth under treatment which may delay
or even hamper the definitive treatment.

Next-generation sequencing technologies have
identified a number of actionable molecular alter-
ations in HNSCC [16], opening the door of potential
targeted drugs which can be studied through win-
dow-of-opportunity clinical trials. Because most
HNSCC highly express EGFR on the surface of tumor
cells (~90%) [17,18], therapies targeting EGFR [both
monoclonal antibodies (mAbs) and tyrosine kinase
inhibitors (TKIs)] have been extensively evaluated in
this disease. Over the last decade, we identified 11
window-of-opportunity clinical trials evaluating
mostly EGFR inhibitors as monotherapy [19-24]
or in combination with COX [25] and Src inhibitors
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[26], but also MEK1/2 inhibitor [27], mTOR inhib-
itor [28], and metabolic modulator [29] (Table 2).

Most of these evaluated drugs were either pre-
viously approved in recurrent and/or metastatic
HNSCC (i.e., the mAb cetuximab) [6,30,31], or
had shown antitumor activity in the recurrent
and/or metastatic setting (i.e., the irreversible pan-
ErbB inhibitor afatinib) [32,33]. First-generation
reversible EGFR/HER2 TKIs, including erlotinib
and lapatinib, demonstrated modest clinical activity
as monotherapy in recurrent and/or metastatic
HNSCC [34,35]. In contrast, the other investiga-
tional drugs, including inhibitors of COX, MEK1/
2, Src, and mTOR, were evaluated in a window-of-
opportunity clinical trial although no antitumor
activity had been reported in HNSCC.

Sulindac, a nonselective COX inhibitor, was
evaluated in combination with erlotinib since
concurrent EGFR-COX targeting demonstrated ther-
apeutic synergism in HNSCC cell lines and xeno-
graft models [36]. Dasatinib, a small molecule
inhibitor of Src family kinases, was evaluated as a
single-agent although no clinical activity had been
reported in recurrent and/or metastatic HNSCC [37].
Trametinib, an allosteric MEK1/2 inhibitor, was
evaluated on the basis of preclinical data derived
from carcinogen-induced mouse models of oral cav-
ity tumors which showed increased phosphorylated
ERK1/2 [38]. Rapamycin, a mTOR inhibitor, was
evaluated on the basis of sustain aberrant PI3K/
mTOR pathway activation in HNSCC [39,40]. Pre-
clinical data derived from genetically defined and
chemically induced HNSCC models also showed that
mTOR inhibition-induced tumor regression [41].

Ongoing window-of-opportunity clinical trials
without published results include the WISTERIA
study (NCT03028766) evaluating the WEE1 kinase
inhibitor adavosertib in combination with cisplatin,
and arandomized trial (NCT03022409) investigating
DNA damage repair agents (the PARP inhibitor ola-
parib and the selective ATR inhibitor ceralasertib).

Five out of these 11 trials were randomized,
against placebo in three trials [20,25,26] and vs.
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no treatment in two trials [23,24]. In another trial,
there was a no treatment arm, without any random-
ization [21]. Drugs were given for one to four weeks
prior to definitive treatment with surgery or chemo-
radiation, and up to six weeks in one study for which
the definitive treatment was chemoradiation [20].
Primary endpoints were most often pharmacody-
namics (n=7/11; 64%), safety (n=2/11; 18%), effi-
cacy (n=1/11; 9%) and predictive biomarkers (n=1/
11; 9%). The accrual in these trials was slow, with a
median time of 32 months (range, 16—58 months).

Up to 25% of patients in these trials experienced
grade 3 or 4 adverse events. No deaths related to the
study drugs were reported in none of the trials.
Although these adverse events were manageable,
they frequently led to drug interruption, which
might impact the results of the biological analyses
because of the lack of sufficient drug exposure. On
the opposite, some patients clinically responded to
treatment, despite the short treatment duration.

The planned definitive surgery was found to be
delayed in two trials [24,27]. In one trial, four
patients (n=4/30; 13%) had delayed surgery by
up to 24 days due to grade 2-3 adverse events
and organizational issues [24], whereas in another
trial one patient (n=1/20; 5%) did not undergo
surgery due to a grade 4 adverse event [27]. Assess-
ment of response to treatment included a morpho-
logical, pathological and fluorodeoxyglucose (FDG)
uptake on FDG-PET scan. Response taken as a con-
tinuous variable might be useful to assess the pre-
dictive or the pharmacodynamic value of potential
biomarkers, since no surrogate biological character-
istics of efficacy have been validated so far.

It is striking to see that statistically significant
predictive and/or pharmacodynamic biomarkers
were identified in all trials in which these analyses
were performed. All these potential biomarkers still
need to be further validated in the clinical settings in
which the drugs are (intended to be) approved (i.e.,
in the recurrent and/or metastatic setting most of
the time). To our knowledge, this has not been done
for any of the identified biomarkers. The results
obtained in a treatment-naive setting might not
necessarily translate into the recurrent and/or meta-
static patient population that is more resistant to
drugs given prior treatments.

We identified 11 trials evaluating immunotherapies
alone or in combination in HNSCC (Table 3). Six out
of these 11 trials were in fact neoadjuvant
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immunotherapy trials [42,43%,44"%,45,46,47"], with
a primary objective of reduction in tumor size and
subsequent tumor down-staging prior to surgery.
We decided to include them in the window-of-
opportunity clinical trials because these trials had
secondary biological endpoints, and because the
definitive treatment had not to be delayed. In addi-
tion, immunotherapies were given for a short period
of time.

Several immunotherapies were investigated,
including anti-PD-(L)1 agents either as single-agent
[42,43%,45] or in combination with anti-CTLA-4
agent [46,47",48] or metabolic modulator [49], small
molecule TLR8 agonist [50,51], agonistic anti-OX40
mADb [52], and immunomodulatory cytokines [53].
Most of these immunotherapies were either
approved in recurrent and/or metastatic HNSCC
(i.e., the PD-1 inhibitors nivolumab and pembroli-
zumab) [7,9], or had shown antitumor activity in
heavily pretreated recurrent and/or metastatic
HNSCC patients (i.e., the PD-L1 inhibitor durvalu-
mab) [54]. In the contrary, concurrent blockade of
both PD-L1 and CTLA-4 immune checkpoints with
durvalumab and tremelimumab failed to achieve
any beneficial survival outcome in the recurrent
and/or metastatic setting [55,56].

Patients received a median number of two doses
(range, 1-10) of immunotherapy. Overall, these
studies reported no delays in the scheduled date
of definitive surgery, and a favorable safety profile.

Predictive biomarkers of efficacy of immuno-
therapy were identified in these trials, including
PD-L1 expression, tumor immune infiltration,
tumor mutational burden, and mutations detected
in the circulating tumor DNA. An association
between PD-L1 expression and response to immu-
notherapy was reported in patients treated with one
dose of pembrolizumab prior to surgery [42,44"], as
previously demonstrated in the recurrent and/or
metastatic setting [8,9]. This association, however,
was not found in two other trials [46,48] suggesting
that PD-L1 expression alone is not reliable enough
to predict to the efficacy of immunotherapy.

Window-of-opportunity clinical trials in HNSCC are
challenging to conduct. A close collaboration
between medical oncologists and surgeons is a pre-
requisite for successful and rapid patients’ accrual.
Most of these trials reported no delays in the
planned definitive treatment and provided clinical
benefit in some patients.

These trials successfully explored the safety,
short-term efficacy, pharmacodynamics, and pre-
dictive biomarkers of efficacy of novel targeted
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Table 3 (Continued)
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mutational profile

35%

nivolumab +
ipilimumab

et al. [47%]

AEs, adverse events; EGFR, epidermal growth factor receptor; NR, not reported; ORR, overall response rate; PD, pharmacodynamic; pTR, pathological tumor response.

°The studies reported no delays in the scheduled date of definitive surgery.

therapies and immunotherapies. All these potential
biomarkers still need to be validated in recurrent
and/or metastatic HNSCC in which the drugs will a
priori be further developed.
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4.1.5 ESMO 2023, Abstract #2547 Serial cell-free tumor DNA in prognosing survival in

patients with head and neck squamous cell carcinoma treated with upfront surgery
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RESUME

Les carcinomes épidermoides de la téte et du cou (CETC) sont la septi€me cause de cancer dans le monde. En situation de récidive
et/ou métastatique, le pronostic des patients est sombre avec une médiane de survie d'une année en I'absence de traitement. Le
cetuximab, un anticorps monoclonal ciblant TEGFR, est la seule thérapie ciblée approuvée dont I'efficacité en monothérapie reste
marginale en I'absence de biomarqueurs disponibles.

Les altérations (épi)génétiques qui s’accumulent diversement dans les cellules malignes générent des sous-clones évoluant dans des
niches géographiques distinctes (a l'origine d'une hétérogénéité intra-tumorale spatiale) et dont I'importance relative évolue au cours du
temps sous la pression de sélection naturelle et thérapeutique (a I'origine d'une hétérogénéité intra-tumorale temporale). Les études
disponibles dans les CETC s’accordent sur 'omniprésence d’'une hétérogénéité génétique intra-tumorale dont I'importance semble
corréler a une diminution de la survie globale et a une augmentation du risque d’évolution métastatique. Ces données établies
majoritairement sur I'analyse d’'une seule biopsie sous-estiment la part d’hétérogénéité spatiale et temporale d’une tumeur.

Les objectifs de cette thése étaient les suivants : (i) caractériser I'hétérogénéité génétique spatiale des CETC localisés, (ii) caractériser
I’hétérogénéité temporale qui émerge au cours de la récidive tumorale représentée par I’ADN tumoral circulant (ctDNA) et sous thérapie
ciblée et (iii) préciser la valeur pronostique de I'hétérogénéité intra-tumorale spatiale dans les CETC localisés et d’'une maladie résiduelle
minimale basée sur la détection du ctDNA dans les CETC opérés.

Nous avons validé la faisabilit¢ d'un séquencage multirégional du génome et du transcriptome d’'une tumeur primitive guidé par
I'annotation spatiale de ses régions histologiquement peu et bien différenciées. Un score d’hétérogénéité pathologique était calculé pour
chaque patient corrélant significativement a des profils d’expression différentielle de genes impliqués dans les voies de signalisation de
la jonction cellulaire. Nous avons rapporté une hétérogénéité génomique chez 37% des patients suivis pour un CETC localisé. Nous
montrons que la présence d’'une hétérogénéité spatiale a des implications théranostiques puisque 32% d'entre eux auraient bénéficié
d’une thérapie ciblée différente suivant la région tumorale biopsiée.

L’analyse comparée des génomes des tumeurs primitives et des ctDNA prélevés de fagon répétée a conforté I'existence d’une
hétérogénéité spatiale chez 14% des patients suivis pour un CETC initialement localisé et a montré '’émergence de nouvelles mutations
au cours du temps dans 43% des cas. Les mutations détectées dans le plasma et impliquées dans I'hétérogénéité intra-tumorale étaient
pour la plupart actionnables suggérant I'applicabilit¢ du ctDNA a la médecine de précision. Nous montrons que le ctDNA est un
biomarqueur de maladie résiduelle minimale dont la détection postopératoire corréle a une augmentation du risque de récidive.

Nos travaux ont identifi¢ des biomarqueurs pharmacodynamiques de I'activité de I'afatinib (un inhibiteur de tyrosine kinase pan-HER)
administré en préopératoire dans des CETC localisés. Ces biomarqueurs étaient définis au niveau cellulaire par des changements de
la composition du micro-environnement tumoral en lymphocytes B et au niveau moléculaire par I'activité de la voie de signalisation NF-
kB.

En définitive, les travaux menés dans le cadre de cette these ont permis de caractériser I'importance de I'hétérogénéité génétique qui
existe dans des CETC localisés et émergeant au cours de la progression tumorale et sous traitement, d'en appréhender l'impact en
termes de médecine de précision et d’en préciser les déterminants moléculaires et cellulaires concourants a l'identification de nouveaux
biomarqueurs tissulaires et circulants.

MOTS CLES

Cancers ORL ; Hétérogénéité intra-tumorale ; Biomarqueurs ; Séquengage haut débit ; ADN tumoral circulant ; Evolution du cancer

ABSTRACT

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the seventh most common cancer worldwide. Patients experiencing a recurrence
that is not amenable to surgery or radiotherapy have a limited overall survival, with a median survival of less than one year in the absence
of treatment. Overexpression of the epidermal growth factor receptor (EGFR) is a common characteristic of HNSCC and is associated
with poor outcomes. EGFR-targeted therapies, including monoclonal antibodies and tyrosine kinase inhibitors, have achieved only
modest success in recurrent and/or metastatic HNSCC, yet without prior patients’ selection. To date, there remains no strong and reliable
predictive biomarkers for EGFR inhibitors in HNSCC.

A malignant tumor emerges and evolves as a consequence of (epi)genetic damages that accumulate in a cell. These damages generate
a major clone and a number of sub-clones. Upon a multiform selective pressure, a great diversity of individual cells and cellular
subpopulations can appear within a tumor (leading to spatial heterogeneity), that are further affected by spatial dynamics and clonal
evolution (leading to temporal heterogeneity). A few next-generation sequencing (NGS)-based studies have reported that genetic
heterogeneity is pervasive in HNSCC, while higher heterogeneity portended worse clinical outcome. However, these findings mostly rely
on genomic analyses from single tumor-biopsy specimens which may underestimate the mutational burden of heterogenous tumors.
The aims of this work were firstly to investigate the genetic intratumor heterogeneity portrayed from multiregion spatial sequencing in
early-stage HNSCC patients treated with upfront curative-intent surgery. Secondly, we wanted to characterize the temporal
heterogeneity that emerge during disease progression, as captured in serial circulating tumor DNA (ctDNA), as well as therapy-induced
heterogeneity of treatment-naive HNSCC tumors through pharmacodynamic analyses. Third, we sought to refine the prognostic value
of intratumor heterogeneity in early-stage HNSCC patients.

We successfully performed multiregion spatial sequencing based on pathological annotation of poorly and well-differentiated intratumor
regions. We set up a pathological heterogeneity score, which accounted for a significant source of variation in gene expression. Notably,
differentially expressed genes were involved in several Reactome’s signaling pathways, including the cell junction organization and the
tight junction interaction pathways. We observed widespread genomic intratumor heterogeneity in 37% of early-stage HNSCC patients,
of whom 32% with actionable molecular alterations.

Targeted NGS on serial ctDNA revealed spatial and temporal intra-tumor heterogeneity in respectively 14% and 43% of early-stage
HNSCC patients that may complement a single tumor biopsy for guiding precision medicine. The detection of minimal residual disease
through ctDNA mutation tracking within 14 weeks after the definitive surgery was a strong and independent predictor for disease
recurrence.

We reported pharmacodynamic biomarkers of activity of afatinib (a second-generation pan-HER tyrosine kinase inhibitor), which were
defined at the cellular level by B cells changes in the tumor microenvironment, and at the molecular level by NF-kB signaling activity.

In conclusion, we showed substantial clinically relevant genetic intratumor heterogeneity at the time of the curative-intent surgery, during
disease progression and between pretreatment and posttreatment tumor tissues in early-stage, operable HNSCC patients. Our findings
shed light on the molecular and cellular features that foster tumor heterogeneity in an attempt to address the challenge of biomarkers
research in Head and Neck oncology.

KEYWORDS

Head and neck cancer; Tumor heterogeneity; Biomarkers; Next generation sequencing; Circulating tumor DNA;
Tumor evolution
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