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I. Introduction

1. Epidémiologie et généralités sur le cancer du sein

1.1 Epidémiologie du cancer du sein

Le cancer du sein se situe au premier rang des cancers incidents chez la femme, loin
devant le cancer du célon-rectum et le cancer du poumon. Ainsi, en France Métropolitaine, il
a été diagnostiqué 58 968 nouveaux cas en 2017 (1). L’incidence du cancer du sein a
beaucoup augmenté ces derniéres décennies, mais une rupture de tendance est observée
depuis 2005. Bien que 1’on observe une diminution du taux de mortalité d’années en années,
expliquée en partie par I’amélioration des traitements, ainsi que par le dépistage organisé¢ du
cancer du sein de plus en plus adapté au niveau de risque de chaque femme, il reste celui qui
cause le plus grand nombre de déces chez la femme, avec 18,2% des déces féminins par
cancer. En effet, 11883 déces ont été estimés en 2017 (1), avec un &ge médian de 73 ans,

faisant du cancer du sein un véritable enjeu de santé publique.

1.2  Facteurs de risque et facteurs pronostiques histocliniques

Les principaux facteurs de risque connus de ce cancer sont 1’dge, la prédisposition
génétique, un antécédent personnel de pathologie mammaire, un antécédent personnel
d’irradiation thoracique médicale a fortes doses, ainsi que les expositions hormonales
endogenes et exogenes. D’autres facteurs de risque moins célébres sont résumés sur le tableau
1, tels qu’un indice de masse corporelle (IMC ou BMI pour body mass index) éleve ou encore
une exogénose chronique (2).

Au diagnostic, on distingue deux entités que sont les cancers du sein localisés et les
cancers du sein métastatiques, qui bénéficient de prises en charge distinctes. Le cancer du sein
d’emblée métastatique représente 10% des cancers du sein au diagnostic, mais 20 & 30% des
cancers initialement localisés deviendront secondairement métastatiques.

Différents facteurs de risque de rechute métastatique et a fortiori, de déces, ont éte

identifiés, tant sur le plan cliniqgue qu’histologique. Ainsi, 1’dge de la patiente, la taille
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tumorale, I’atteinte ganglionnaire et le caracteére inflammatoire de la tumeur représentent les
principaux facteurs pronostiques cliniques du cancer du sein. Sur le plan histologique, les
principaux facteurs pronostiques sont le grade de Scarff Bloom et Richardson (SBR) (3), la
qualité des marges d’exérése (4), la présence ou non d’emboles vasculaires (5), et le Ki67 (6).
L’expression des récepteurs hormonaux a 1’cestrogéne et a la progestérone représente
également un facteur avéré de bon pronostic (7,8). Environ 70% des cancers du sein
expriment des récepteurs hormonaux a la surface des cellules tumorales. En France, le seuil
de positivité est fixé a 10% de cellules tumorales marquées par les récepteurs a I’cestrogéne en
immunohistochimie pour considérer une tumeur du sein comme exprimant les récepteurs
hormonaux (RH+), contre 1% aux Etats-Unis. Au-dela de sa valeur pronostique, 1’expression
hormonale représente un facteur prédictif de réponse aux hormonothérapies (9,10). En effet,
pour ces tumeurs, les cestrogenes sont un stimulateur majeur de leur développement, et les
traitements réduisant 1’effet oestrogénique représentent un axe thérapeutique incontournable,
aussi bien lors de la phase adjuvante d’un traitement local, mais également lors de la phase
métastatique des la 1ére ligne. Deux classes médicamenteuses sont disponibles: les
inhibiteurs des récepteurs aux cestrogénes dont le tamoxiféne représente le chef de file, et les
anti-aromatases (AA).

Par ailleurs, I’amplification du géne Human Epidermal growth factor Receptor 2 (HER2),
présente dans environ 20% des cancers du sein, est considérée comme un facteur de mauvais
pronostic, mais prédit une bonne réponse aux thérapeutiques dédiées de type anticorps
monoclonaux anti-HER2, permettant depuis leur utilisation, une nette amélioration du
pronostic de ce sous-type moléculaire de cancer du sein.

Enfin, les cancers du sein dits « triple-négatifs », n’exprimant donc ni les récepteurs
hormonaux et ne présentant pas de surexpression d’HER2, sont considérées comme des
tumeurs de mauvais pronostic, avec 34% de rechutes métastatiques a 5 ans, et un pic de
rechute essentiellement dans les 3 ans de la prise en charge (11). Ces tumeurs représentent
environ 15% des cancers du sein et sont notamment marquées par un pronostic effroyable en
cas de présentation métastatique, avec une mediane de survie globale ne dépassant pas 15
mois (12).
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Relative risk High-risk group
Age >10 Elderly individuals
Geographical location 5 Developed countres
Breast density =5 Extensive dense breast tissue visible on
mammaogram
Age at menarche 3 Before age 11 years
Age at menopause 2 After age 54 years
Age at first full pregnancy 3 First child after age 40 years
Family history =2 Breast cancet in lirst-degree relative
Previous benign breast disease  4-5 Atypical hyperplasia
Cancer in other breast >4 Previous breast cancer
Sodoeconomic group 2 Groups | and II*
Body-mass index
Premenopause 0-7 High body-mass index
Postmenopause 2 High body-mass index
Alcohol consumption 1-07 7% increase with every daily drink
Exposure to ionising radiation 3 Abnormal exposure to young girls after
age 10 years
Breastfeeding and pariry Relative risk falls by 4-3% for Women who do not breastfeed

every 12 months of breastfeeding
in addition to a /% reduction for

every birth
Use of exogenous hormones
Oral contraceptives 1-2 Current usets
Hormone-replacement therapy  1-66 Current users
Diethylstilbestrol 2 Use during pregnancy

Source: references 7-11. *1 and Il represent high and low sodoeconomic status, respectively.

Table: Risk factors in breast cancer

Tableau 1 : Facteurs de risque de cancer du sein (D’aprés [’article Breast Cancer de Veronesi et al)

Par ailleurs, un autre facteur pronostique particulier est la réponse histologique
compléte, également appelée pathological Complete Response (pCR).
L’importance de la pCR a été mise en évidence récemment suite au recours plus fréquent a
des thérapeutiques néo-adjuvantes. La définition de cette pCR varie selon les essais cliniques,
avec essentiellement trois définitions proposées : ypTO/ypNO (absence de résidu tumoral
invasif ou in situ dans le sein et les ganglions) ou ypT0/is ypNO (absence de résidu tumoral
invasif dans le sein ou les ganglions, a I’exclusion donc de I’in-situ) ou ypTO/is (absence de
résidu tumoral invasif dans le sein indépendamment de I’in-situ ou de [atteinte
ganglionnaire). La réponse histologique compléte a été définie par le MD Anderson comme
I’absence de résidu tumoral invasif aprés mastectomie et lymphadénectomie (ypTO0/is, NO).

Cette définition a par ailleurs été appuyée suite a 1’étude de Cortazar et al en 2014 menee sur
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11955 patientes ayant conclu a une amélioration de la survie chez les patientes ayant présenté
une pCR définie comme ypTO ypNO ou ypTO/is ypNO (13). Cette valeur pronostique est
d’ailleurs nettement majorée dans les tumeurs de sous-types agressifs: tumeurs triple-
négatives ou HER2 positives.

Cet impact majeur de la pCR aprés chimiothérapie néoadjuvante sur la survie globale avait
déja été mise en evidence en 2008 par Rastogi et al, comme illustré sur la Figure 1 (14).

Ces résultats ont été renforcés par I’étude de Symmans et al publiée en 2017, qui a mis en
évidence la valeur pronostique sur la survie a long-terme de la masse tumorale résiduelle
apres chimiothérapie néo-adjuvante dans les trois phénotypes de cancers du sein:
RH+/HER2-, triple-négatifs, et HER2+ (15). La pCR s’affiche donc comme un marqueur
intermédiaire d’efficacité d’un traitement. Il a par ailleurs été souligné dans cette étude des
taux de pCR plus importants dans le sous-type triple-négatif (35%) et HER2+ (45%) contre
seulement 10% dans les cancers du sein RH+/HER2- signant la faible chimiosensibilité des
tumeurs exprimant les récepteurs hormonaux.

>
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Figure 1 : Survie selon la réponse histologique compléte chez les patientes ayant recu une chimiothérapie
néoadjuvante (D’aprés Rastogi et al, 2008)

Cette valeur pronostique bien établie de la réponse histologique a permis de stratifier
les patientes selon leur niveau de risque, en proposant une chimiothérapie adjuvante par
capecitabine orale pour les patientes présentant un résidu invasif sur la piece opératoire (essai

CREATE-X), avec un bénéfice en survie sans progression d’une part, et en survie globale :
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89,2% de survie a 5 ans contre 83,6% (HR=0,59 ; p=0,01) (16). De la méme maniére, 1’étude
KATHERINE a permis de souligner le bénéfice en survie sans progression du T-DM1 avec
une survie sans progression a 3 ans de 88,3% contre 77% avec le trastuzumab (HR=0,50 ;
p<0,001) en adjuvant en lieu et place du trastuzumab pour les patientes ne présentant pas de
pCR aprés chimiothérapie néo-adjuvante (17). Enfin un essai est actuellement en cours
(PENELOPE-B) dans le cadre du cancer du sein RH+/HER2- avec la proposition du
palbociclib surajouté a I’hormonothérapie en adjuvant pour les patientes présentant une
maladie résiduelle invasive apres chimiothérapie néo-adjuvante (18).

Ainsi, la pCR est actuellement un marqueur pronostique guidant la thérapeutique et constitue

un moyen de personnalisation thérapeutique.

1.3 Transcriptomique et biologie moléculaire

Jusqu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cliniques permettaient
de classer les différents types de cancer du sein. Plus réecemment, 1’utilisation de techniques
génomiques a haut débit comme les puces a Acide Désoxyribo-Nucléique (ADN) a permis
d’y ajouter une caractérisation moléculaire.

Les premieres études d’expression génique des cancers du sein ont mis en évidence au
niveau moléculaire 1’hétérogénéité de la maladie, déja suspectée au vu des données cliniques
et histologiques. Cing sous-types majeurs exclusifs de cancers du sein ont été identifiés sur la
base de I’expression transcriptionnelle d’environ 500 génes (19) : luminal A, luminal B, basal,
ERBB2 et normal. Cette classification a ensuite été validée par plusieurs plateformes
d’analyse transcriptionnelle, pour différentes populations de patientes et sur différentes
formes anatomocliniques de la maladie. Elle permet de dégager des groupes de pronostic
différent. Combinée a la classification histoclinique classique (20,21), elle représente une base
nosologique, et confirme I’intérét de 1’analyse transcriptionnelle. Les sous-types luminaux A
et basaux sont les plus affirmés et sont tres différents I’un de I’autre (environ 20 % de génes

différentiellement exprimés).
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1.3.1 Sous-type Luminal A

Les tumeurs luminales A représentent 50 a 60% de I’ensemble des cancers du sein. Les
genes exprimés dans les sous-types luminaux A sont associés au récepteur aux cestrogénes
(Er) et a la différenciation luminale (GATA3). Sur le plan moléculaire, ils sont caractérisés par
un ADN peu méthylé, une faible proportion de mutation p53 (12%), peu de mutation de
PTEN, peu de gain de MDM2 (14%), et un génome diploide et peu réarrangé. Les mutations
PIK3CA sont les plus fréquentes au sein de ce sous-type (49%).

Le sous-type luminal A correspond sur le plan histopathologique a des cancers généralement
de bas grade, exprimant des récepteurs hormonaux (soit des RE > 10% et RP > 20%),
n’exprimant pas ERBB2, avec un Ki67 bas (<15-20%).

1.3.2 Sous-type Luminal B

Les sous-types luminaux B, représentant 10 a 20% des cancers du sein, sont
caractérisés sur le plan moléculaire par un ADN méthylé, des mutations p53 plus fréquentes
(32%), des gains de MDM2 (31%) ainsi que des tumeurs fréquemment aneuploides avec
amplification de la cycline D1 (51%) et gains de CDK4 (25%). Sur le plan histopathologique,
on objective le plus souvent des tumeurs de grade 2 ou 3, avec des RE>10% et des RP<20%,
HER?2 positives ou négatives, avec un Ki67 élevé (>15-20%).

Le pronostic est 1’¢lément clinique majeur de distinction entre ces deux entités
luminales, avec de meilleurs taux de survie globale et de survie sans récidive pour les tumeurs
luminales A (22).

Concernant la prise en charge thérapeutique des tumeurs luminales, environ 70% de
ces cancers seront guéris par chirurgie, radiothérapie et hormonothérapie, mais 30%
nécessitent de la chimiothérapie car sont a risque métastatique, reflétant ainsi la trés grande
hétérogénéité biologique et pronostique des tumeurs luminales. Néanmoins, la classification
actuelle histopathologique ne prédit pas précisément le risque métastatique, expliquant le
recours aux signatures moléculaires pronostiques pour faciliter la stratégie thérapeutique dans

certaines situations douteuses. Ces diverses signatures moléculaires étudient des panels de
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genes et des voies de signalisation différentes, avec trés peu de génes en commun mais une
nette redondance de certaines fonctions, notamment de prolifération. Toutes les signatures
moléculaires apportent une information pronostique supplémentaire chez les patientes N-,

avec une performance inférieure chez les patientes N+ (23).

1.3.3 Sous-type Basal-like

Le sous-type basal-like est lui caractérisé sur le plan moléculaire par une forte
prolifération, avec des mutations p53 fréquentes (84%), de plus rares mutations PIK3CA
(7%), des pertes de PTEN (35%), des pertes de RB1 (20%), des gains de MDM2 (14%). Ces
tumeurs sont souvent aneuploides avec de nombreux gains et pertes chromosomiques, et un
ADN globalement hypométhylé. Sur le plan histopathologique, les cancers basaux
n’expriment ni les récepteurs hormonaux (RE<10% er RP<10%), ni ERBB2. Contrairement
aux cancers luminaux, ils sont de haut grade et de mauvais pronostic. Trés prolifératifs, ils
expriment EGFR et/ou CK5/6 ou CK14. Ce sous-type, traité classiquement par
chimiothérapie, ne dispose pas encore de thérapie spécifique mais plusieurs cibles potentielles
figurent dans la liste des genes surexprimés, notamment des kinases. La définition formelle du
sous-type basal-like repose sur le profil d’expression mais, pour des raisons pratiques,
beaucoup assimilent le sous-type basal aux cancers du sein < triple négatifs> (n’exprimant
pas les récepteurs hormonaux et ne surexprimant pas ERBB2). Néanmoins, tous les triples
négatifs n’ont pas un profil transcriptomique de type basal-like, et 6 sous-types moléculaires
de cancers du sein triples négatifs ont été décrits par Lehmann et al en 2011 par étude de
profil d’expression génique (24). Ce véritable démembrement moléculaire a mis en évidence
des basal-like de type 1, de type 2, des immunomodulateurs, des mesenchymateux-like, des
mésenchymateux stem-like, ainsi que des luminaux exprimant les récepteurs aux androgénes
(25). Ces différents sous-types de triple-négatifs ont leur impact pronostique et prédictif
propre (25,26).
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1.3.4 Sous-type HER2 enrichi

Le sous-type ERBB2 ou HER2 se caractérise par une forte expression de ERBB2 et
des génes de 1’unité d’amplification 17q12 autour de ERBB2 (27). Sur le plan moléculaire, ces
tumeurs sont caractérisées par un ADN méthylé, des mutations p53 (75%), des mutations
PIK3CA (42%) ainsi que des pertes de PTEN (19%) avec de fréquents gains de MDM2. Ces
tumeurs sont fréqguemment aneuploides avec une forte instabilité génomique. Sur le plan
histopathologique, ce sont des tumeurs de grade 2 ou 3, qui n’expriment pas les récepteurs
hormonaux, et surexpriment HER2. La détermination de la surexpression d’HER2 est réalisée
sur des coupes tissulaires de la tumeur initiale par immunohistochimie (IHC). Si le matériel
tissulaire de la tumeur primitive n’est pas disponible, 1’analyse peut étre réalisée sur un
reliquat tumoral aprés chimiothérapie ou sur une localisation ganglionnaire ou métastatique.
Les patientes pourront bénéficier d’un traitement ciblant HER2 en cas de positivité 3+ (c’est-
a-dire une fixation membranaire intense, avec marquage fort, homogene, se situant dans plus
de 10% des cellules tumorales). En cas de surexpression modéerée 2+ (marquage complet avec
intensité faible a modérée de plus de 10% des cellules tumorales ou marquage complet fort de
moins de 10% des cellules tumorales, ou marquage incomplet modéré a fort de plus de 10%
des cellules tumorales) et/ou en cas de discordance avec les autres caractéristiques
biologiques de la tumeur, une hybridation in situ par fluorescence (FISH) doit étre demandée
(recherche de 1’amplification du géne HER2). Une amplification en FISH est globalement
considérée significative lorsqu’il y a plus de 4 copies du géne HER2 par noyau et que le ratio
nombre de génes de HER2/nombre de chromosomes 17 est supérieur a 2. D’autres cas
considérés comme limites ont pu étre catégorisés comme positifs ou négatifs selon les
derni¢res recommandations de ’ASCO 2018 (28). Ce sous-type peut étre traité par un
anticorps qui inhibe la voie ERBB2 comme le trastuzumab et le pertuzumab , ou un inhibiteur

de tyrosine kinase comme le lapatinib (29,30).

1.3.5 Classification génomique : Caracteristiques et Limites

Les caractéristiques genomiques des différents sous-types de cancers du sein sont

résumeées sur le tableau 2.
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Cette classification moléculaire présente plusieurs limites. Tout d’abord, de nhombreux
cas de cancers du sein ne peuvent étre inclus dans ces sous-types et demandent a étre mieux
caractérises. Enfin, il n’existe pas de superposition parfaite entre les classifications
moléculaires et 1’évaluation histopathologique sur laquelle repose actuellement
essentiellement les décisions thérapeutiques.

En effet, en routine clinique nous basons actuellement nos décisions thérapeutiques sur
les facteurs pronostiques cliniques et histologiques, notamment immunohistochimiques. Cette
classification, essentiellement basée sur I’expression des récepteurs hormonaux et la
surexpression d’HER2 est imparfaite mais permet de retrouver I’esprit de la transcriptomique
en permettant de stratifier nos patientes selon leur niveau de risque, et a fortiori, leur proposer

la stratégie thérapeutique la plus adaptée. Le tableau 3 illustre la définition simplifiée en

routine clinique des différents sous-types moléculaires de cancer du sein.

Sous-types

Luminal A

Luminal B

Tumeurs basales

HER2+

Voie TP53

Voie PIK3CA/PTEN

Voie RB1

Expression ARNm

Nombre de copies

Mutations de I’ADN

Méthylation
de I'ADN

Mut TP53 (12 %) ;

gain de MDM2 (14 %)
Mut PIK3CA (49 %) ;
Mut/perte PTEN (13 %) ;
perte INPP4B (9 %)
AMP cycline D1 (29 %) ;
gain CDK4 (14 %) ;
minime expression

de CDKN2C, haute
expression de RBI

Taux de RE plus éleve,
prolifération faible

La plupart diploides ; peu
d’instabilité ; 1q, 8q,
gain 8pll ; 8p, perte
16q ; AMP 11ql13.3

(24 %)

PIK3CA (49 %) ; TP53
(12 %) ; GATA3 (14 %) ;
MAP3K1 (14 %)

Mut TP53 (32 %) ;

gain de MDM2 (31 %)
Mut PIK3CA (32 %) ;
Mut/perte PTEN (24 %) ;
perte INPP4B (16 %)
AMP cycline D1 (58 %) ;
gain CDK4 (25 %)

Taux de RE plus bas,
prolifération forte

La plupart aneuploides ;
surtout des AMP focales ;
1q, 8q, gain 8pll ; 8p,
perte 16q ; AMP 11q13.3
(51 %) ; AMP 8pl11.23
(28%)

TP53 (32 %) ; PIK3CA
(32 %) ; MAP3K1 (5 %)

Phénotype hyperméthylé

Mut TP53 (84 %) ;

gain de MDM2 (14 %)
Mut PIK3CA (7 %) ;
Mut/perte PTEN (35 %) ;
perte INPP4B (30 %)
Mut/perte de RBI

(20 %) ; AMP cycline El
(9 %) ; haute expression
de CDKN2A ; minime
expression de RBI
Signature basale ;
prolifération forte

La plupart aneuploides ;
fort taux d’instabilité
génomique ; 1q, gain
10p ; 8p, perte 5q ; gain
focal MYC (40 %)

TP53 (84 %) ; PIK3CA
(7 %)

Hypométhylation

Mut TP53 (75 %) ;

gain de MDM2 (30 %)
Mut PIK3CA (42 %):
Mut/perte PTEN (19 %) ;
perte INPP4B (30 %)
AMP cycline D1 (38 %) ;
gain CDK4 (24 %)

Signature d’AMP HER2 ;
prolifération forte

La plupart aneuploides ;
fort taux d’instabilité
génomique ; 1q, gain 8q ;
perte 8p ; AMP focale
ERRB2 17q12 (71 %) ;
TP53 (75 %) ; PIK3CA
(42 %) : PIK3RI1 (8 %)
TP53 (75 %) ; PIK3CA
(42 %) ; PIK3R1 (8 %)

Tableau 2 : Caractéristigues génomiques des différents sous-types de cancer du sein. (D’aprés the Cancer

Genome Atlas Network)
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ER PR HER2 | Ki-67

Luminal A + + - Bas

Luminal B + + - Elevé
Luminal B + Faible -
Luminal B HER2 positif + + +
HER2 positif - - +
Triple-négatif ou basal-like - - -

Tableau 3 : Définition des sous-types moléculaires en routine clinigue
ER = Récepteurs aux astrogénes
PR = Récepteurs & la progestérone
HER2 = Human Epidermal Growth Factor Receptor 2.

1.4  Biologie moléculaire et application clinique

Il y a une dizaine d’années, seules la recherche d’expression des récepteurs
hormonaux et la recherche de surexpression de HER2 permettaient d’orienter les choix de
traitement des patientes prises en charge pour un cancer du sein. L’amélioration constante des
techniques de biologie moléculaire sur les derniéres années ont permis d’affiner les
connaissances sur la biologie tumorale des cancers du sein, avec des répercussions
grandissantes sur la prise en charge thérapeutique des patientes. En effet, la présence de
certaines mutations tumorales somatiques objectivees par séquencage ou digital droplet
polymerase chain reaction (ddPCR) permettent aujourd’hui 1’accés a des thérapies ciblées,
enrichissant alors I’essor de la théranostique et ouvrant la voie a un traitement de plus en plus
personnalisé.

Ainsi, la détection d’une mutation germinale BRCA dans les cancers du sein HER2
négatifs métastatiques, permet aujourd’hui 1’accés aux anti-PARP en 2¢é ligne, compte-tenu de
résultats favorables en survie en comparaison aux chimiothérapies standards (31-33). Par
ailleurs, la recherche d’un déficit des génes de recombinaison homologue chez les patientes
prises en charge pour un cancer du sein triple négatif, nommées patientes HRD ou encore
BRCAness, est actuellement a 1’étude pour évaluer notamment 1’efficacité des anti-PARP
associés ou non a I’AZD1775 dans cette sous-entité (34). De la méme maniére, les mutations

Estogren Receptor 1 ou ESR1, mécanisme phare de résistance acquise aux AA détecté par
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ddPCR (35), sont a ce jour recherchées dans 1’essai de phase III PADA-1, afin d’étudier le
bénéfice d’un changement thérapeutique précoce des patientes prise en charge pour un cancer
du sein RH+ HER2 négatif métastatique sous AA + palbociclib vers fulvestrant + palbociclib
avant toute progression tumorale objectivée (36). Le bénéfice d’un tel changement précoce
basé uniquement sur la biologie moléculaire signerait la nécessité d’intégrer cette recherche
mutationnelle en routine clinique.

Le développement récent de la génomique du cancer du sein a ainsi révélé son
hétérogénéité. La segmentation moléculaire a conduit & mettre en place de nombreux essais
thérapeutiques basés sur le profil moléculaire des tumeurs, afin d’orienter les patientes vers la

molécule la plus adaptée.
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2. ADN tumoral circulant: Concept biologique et méthodes de
détection.

Comme évoqué précédemment, la médecine de précision dans le cancer du sein
requiert I’identification d’altérations moléculaires oncogéniques. Néanmoins, ces altérations
moléculaires varient au fil des traitement administrés, et le ciblage tend donc a étre poursuivi
tout au long de 1’évolution tumorale. Afin d’éviter le recours au caractere invasif de nouvelles
biopsies, le concept d’ADN tumoral circulant ou « biopsies liquides » est apparu comme une
alternative idéale. En effet, au cours du développement tumoral, des cellules tumorales vont
mourir, se désagréger, et libérer dans le sang des fragments de leur matériel génétique : de
I’ADN tumoral circulant (ADNftc).

La détection de I’ADNTtc représente un veéritable défi puisque I’ADNtc est dilué dans
I’ADN libre circulant (ADNIc). En effet, les niveaux d’ADNtc mesurés par la fraction de
variant allélique (proportion de copies d’ADN mutants sur le taux d’ADNIc total) varient
profondément, de plus de 25 % a moins de 0,01 %. Cette large variation dépend aussi bien du
type tumoral (fréquence élevée de détection d’ADNtc dans les cancers du cblon, de la vessie
et de I’ovaire contre une détection trés rare dans les tumeurs cérébrales de moins de 10 %) que
du stade localisé ou métastatique (37,38). Cette importante variation des niveaux d’ADNtc
requiert des méthodes de haute précision, trés sensibles, et qui se sont développées
principalement depuis une dizaine d’années. Les méthodes classiques fondées sur la PCR en
temps réel et la détection des mutations a I’aide de sondes ou amorces spécifiques ont des
seuils de sensibilité de I"ordre de 0,1-1 % (39). Ces technologies d’analyse globale sont
simples a mettre en ceuvre et compatibles sans optimisation technologique a I’analyse en
routine des plasmas. Mais elles présentent des désavantages dans le cas de mélanges
complexes. En effet, ’ADN issu de plasma est un mélange disproportionné entre de I’ADN
issu de cellules normales et cancéreuses. Si I’ADN tumoral ne représente qu’une infime partie
de cet ADN total libre circulant, alors il risque d’échapper a I’analyse. Le développement de
techniques comme la PCR digitale (dPCR) [limite de détection théorique de 0,001-0,05 %
d’ADN muté] (40) constitue une méthode idéale pour la détection de mutations récurrentes,
telles que PIK3CA ou ESR1. Les avanceées technologiques réecentes pour le séquengage haut
débit également appelé Next-Generation Sequencing (NGS) ont permis d’importants gains de

sensibilité¢ (0,1 % environ), avec I’avantage de rechercher des mutations sur des dizaines de
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locus en paralléle, ce qui permet de proposer des panels d’analyse communs a plusieurs types
de cancers différents (41). A ce jour, les cinq techniques d’analyse d’ADNitc les plus usitées
sont la dPCR, le BEAMing (Beads, Emulsion, Amplification and Magnetics), la SafeSeqs
(Safe Sequencing system), I’IDES (Integrated Digital Error Suppression) et le Duplex
Sequencing (42). Par ailleurs, I’ADNtc s’avere étre de taille moindre que 1’ADNIc. Une étude
récente a mis a profit ce différentiel de taille en objectivant une amélioration notable de
détection de I’ADNtc en sélectionnant des fragments de taille prédéfinie de 90 a 150 paires de
bases (43). Au-dela de méthodes de détection ultrasensibles applicables sur plasma,
I’identification de I’ADNtc parmi I’ADNIc impose de connaitre des altérations génomiques
spécifiques du cancer. Or, le cancer du sein est une maladie hétérogéne, au niveau moléculaire
et clinique, traduisant 1’absence d’anomalie génomique unique.

En I’espace de quelques années seulement, I’ADNtc dans le cancer du sein est passé
de la recherche fondamentale pure, a une trés prochaine utilisation en routine clinique pour le
choix thérapeutique et 1’évaluation de la résistance au traitement. En effet, les progres
techniques et D’utilisation généralisée du séquengage & haut débit, en cas de détection
d’altérations génétiques inconnues, ou de la PCR digitale (dPCR) en cas de détection
d’altérations génétiques connues, ont permis la détection d’une trés faible quantité d’ADN
tumoral dans le sang. L’utilisation de ’ADNtc permet de surveiller la charge tumorale sous
traitement, mais également d’identifier des cibles thérapeutiques, variables au cours de
I’histoire tumorale. Une amélioration de la sensibilité de détection de ’ADNtc dans les
cancers du sein au stade précoce, caractérisés par une faible quantité d’ADNitc, représente
actuellement un objectif fondamental, sous-tendu par ’amélioration constante des techniques
de détection (43,44).

L’ADN tumoral circulant est de développement récent dans le cancer du sein, mais
I’intérét des mutations circulantes ESR1 semble important, tout comme les données récentes

concernant les mutations circulantes PISKCA.
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3. Mutations PIK3CA

3.1. Geénéralités

Le cancer apparait de plus en plus comme une maladie de la signalisation cellulaire
(45) et cette signalisation s’exerce en grande partie en faisant intervenir en amont la famille
des récepteurs Human Epidermal growth factor Receptor (HER). La dimérisation de ces
récepteurs va provoquer leur activation. Cette dimérisation s’effectue soit entre récepteurs
d’un groupe identique pour former un homodimeére, soit entre récepteurs d’un groupe
différent pour former un hétérodimere. Une fois le récepteur activé, une cascade de
signalisation se propage en aval du récepteur. L’activation est définitive et seule
I’internalisation puis le recyclage ou la dégradation par voie lysosomale mettront fin a cette
activation. Différentes voies de signalisation sont impliquées en aval des HER, en particulier
la voie de PI3Kinase (PI3K) et la voie des MAP kinases (MAPK). La voie PI3BK/AKT/mTOR
est une voie de signalisation intracellulaire, impliquée dans la régulation de la croissance et la
prolifération, représentant la voie de stimulation oncogénique la plus freqguemment activée
dans les cancers du sein. Le premier effecteur de cette voie est I’enzyme Phosphatidylinositol-
3-kinase (P13K) (46-50).

De nombreux articles décrivent le role majeur de PI3K dans le développement de
résistances aux thérapies ciblées préexistantes, notamment 1’endocrinothérapie (51). Par
ailleurs, il a été rapporté que les dysfonctionnements de cette protéine, liés a des anomalies
géniques pourraient constituer des biomarqueurs prédictifs de la réponse ou de la résistance
aux thérapies ciblées anti-HER2 et anti-mTOR (52,53).

La reconnaissance d’une phosphotyrosine d’un récepteur activé par une protéine
adaptative, va mettre en ceuvre la voie PI3K. Cette voie comporte des activations
séquentielles de kinases, aboutissant a des effets multiples sur la transcription des genes
impliqués dans la survie, la différenciation ou la prolifération cellulaire (54,55). Cette voie de
signalisation fait intervenir PI3K dont le r6le est de phosphoryler le phosphatidylinositol-2-
phosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3 phosphate (PIP3). Cette phosphorylation
activatrice est finement régulée par la phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin homolog)
dont le réle est de déphosphoryler PIP3 en PIP2 (Figure 2). En cas de suractivation de PI3K

et/ou de la perte d’expression de PTEN, la cellule entre alors dans un cycle anormal
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by

aboutissant & une augmentation de la prolifération et de la croissance. PI3K est un
hétérodimére composé de deux sous unités : une sous-unité régulatrice (p85, PIK3R1) dotée
d’un domaine SH2 permettant la reconnaissance des phosphotyrosines des récepteurs a
tyrosine kinase et une sous-unité catalytique (p110_, PIK3CA) a activité lipide kinase
(Figure 3).

La sous-unité catalytique de PI3K est codée par le géne PIK3CA (56). Ce gene de 34
kb est situé sur le chromosome 3g26.3 et est constitué de 20 exons codant 1068 acides aminés
et donnant une protéine de 124 KDa (Figure 4). En particulier, la région codant pour le
domaine hélicoidal de p110 _ se situe sur I’exon 9 et le domaine kinase sur I’exon 20. Cette
voie est interconnectée a la voie des MAPK via la protéine RAS, par conséquent, PI3K peut
étre activée par RAS, ce qui en thérapeutique pourrait jouer un role particulierement

important.

Récepteur

Voie des

Prolifération +++

Survie +++

Figure 2 : Place de PI13K dans la voie de signalisation PI3K/AKT/MTOR (D ’aprés Harlé et al. 2013)
Une mutation activatrice du géne PIK3CA (anomalie représentée par le symbole en étoile rouge et jaune)
a pour conséquence une suractivation de PI3K. La régulation naturelle effectuée par PTEN devient alors

insuffisante, ce qui provoque un emballement de la voie de signalisation avec des rétrocontrdles
insuffisants aussi bien au niveau d’AKT que de mTOR. Ces dérégulations se traduisent par une
augmentation du métabolisme, de la croissance, de la prolifération et de la survie cellulaire. La voie PI3K
est interconnectée a la voie des MAPK par la protéine RAS.
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Figure 3 : Schéma de la protéine PI13K avec ses deux sous-unités (D’aprés Parker et al. 1992)
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Figure 4 : Structure du géne PIK3CA (D’aprés Harlé et al. 2013)

1LP0LH
YLFOLH

Le domaine hélicoidal de p110_ est codé au niveau de I’exon 9 du géne et le domaine kinase au niveau de
DPexon 20. Les mutations hotspots les plus fréquemment rencontrées sont E542K et E545K pour ’exon 9 et
HI1047R et H1047L pour I’exon 20.

Il existe de nombreuses altérations mutationnelles et non mutationnelles responsables
de I’activation de la voie PISBK/AKT. PI3K est une oncoprotéine majeure (57). Elle joue un
réle important dans la diffusion des métastases (58). Sa mutation est rencontrée dans 22 a
30% des cancers du sein (48,59), et n’est pas acquise sous pression de sélection,
contrairement aux mutations ESR1. Néanmoins, le statut mutationnel PIK3CA peut varier au
fil de I’histoire évolutive tumorale, et principalement au fil des divers traitements administrés
(60), signant alors 1I’engouement pour leur recherche en circulant, par « biopsie liquide ».

Le taux mutationnel varie selon le sous-type moléculaire de cancer du sein avec 49%
de mutations retrouvées au sein des luminal A, 32% au sein des luminal B, 7% au sein des

basal-like, et 42% au sein des HER2 enrichis (61,62). En particulier, quatre mutations

41

——
| —



Détection des mutations circulantes PIK3CA au diagnostic chez les patientes suivies pour
un cancer du sein inflammatoire non metastatique

activatrices, dites « hotspots », sont fréquemment rencontrées (Figure 5) au niveau de trois
acides aminés : E542K (I’acide glutamique en 542 est remplacé par la lysine), E545K (1’acide
glutamique en 545 est remplacé par la lysine) et H1047L (I’histidine en 1047 est remplacée
par la leucine) et HI047R (I’histidine en 1047 est remplacée par 1’arginine). La plupart des
mutations concernent un hot-spot unique, mais environ 10% des mutations sont doubles,

responsables d’une stimulation oncogénique encore plus active (63).
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Figure 5 : Répartition des différentes mutations de PIK3CA dans les cancers du sein (SANGER COSMIC)
La fréquence de chaque type de mutation est représentée par une barre de I’histogramme. Les mutations les
Pplus fréquemment décrites sont sur ’exon 9 (E542K, E545K) et sur I’exon 20 (H1047R et H1047L).

La dérégulation de la voie PI3K/AKT peut étre notamment due a une inactivation de la
phosphatase PTEN liée a la perte de son expression, mais le mécanisme le plus fréquent
réside en la présence de mutations activatrices de la sous-unité catalytique p110_ de PI3K,
représentant 30% des causes de déregulation de cette voie.

Les mutations du gene PIK3CA augmentent 1’activité kinase de PI3K contribuant ainsi au

processus de tumorisation. Dans plus de 90 % des cas, les mutations du géne PIK3CA sont
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localisées sur I’exon 9 (E542K, E545K) codant la région hélicoidale de la sous-unité
catalytique ou sur I’exon 20 (H1047R et H1047L) codant le domaine kinase de la sous-unité

catalytique (64) (Figure 5).

3.2. Méthodes de détection des mutations PIK3CA

3.2.1. Somatique

De nombreuses techniques de biologie moléculaire permettent aujourd’hui d’étudier
les mutations du gene PIK3CA sur les exons 9 et 20. Une des plus usitées actuellement est la
digitale PCR permettant de quantifier ces mutations situées sur des hotspots avec une tres
grande sensibilité. Ainsi, en utilisant des amorces spécifiques des quatre principales mutations
du géne PIK3CA (E542K, E545K, H1047L et H1047R), il est alors possible de détecter
environ 95 % des mutations rencontrées dans le cancer du sein. Plus récemment, des
techniques utilisant 1’hybridation in situ en fluorescence (FISH) ont été utilisées pour la
détection des mutations du géne PIK3CA (65) et des techniques d’immunohistochimie
permettent d’évaluer 1’expression des sous-unités p85_ et p110_ (66). Les mutations PIK3CA
sont bien entendues également identifiables en NGS, avec une excellente sensibilité, lors de

I’analyse conjointe d’un panel de génes.

3.2.2. Circulant

Ces derniéres années ont vu naitre I’essor de ces biopsies liquides, au vu de leurs
nombreux avantages : caractére non invasif, reflet de 1’hétérogénéité tumorale, répétition et
reproductibilité, ainsi qu’un monitoring pouvant notamment parfois orienter la theérapeutique.
Cet essor a bhien entendu été sous-tendu par 1I’amélioration des techniques de détection
moléculaire, notamment avec I’apport de la digitale PCR ayant permis une augmentation de la
puissance analytique, nécessaire pour la détection d’ADN tumoral en circulant.

Plusieurs essais recents ont confirmé une concordance notable entre mutations PIK3CA sur

tissu tumoral et en circulant (67,68).
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Les données de 1’essai BELLE-2 ont par ailleurs montré que la concordance entre
détection de la mutation PIK3CA réalisée par BEAMing au niveau tumoral et circulant était
de 77%, renforgant ainsi 1’applicabilité en routine clinique de cette recherche mutationnelle en

circulant (69).

3.3.  Valeur pronostique des mutations PIK3CA dans les cancers

du sein

Depuis leur premiere découverte en 2004, plusieurs études se sont intéressées a la valeur
pronostique des mutations du gene PIK3CA, demeurant controversée compte-tenu de résultats
contradictoires. En effet, bien que les mutations PIK3CA soient plus fréquentes au sein des
tumeurs RH+ HER2- et soient associées avec d’autres caractéristiques de bon pronostic (70),
Aleskandarany et al ont objectivé une survie sans progression plus courte (HR=1,318;
p<0,001) chez les patientes mutées PIK3CA indépendamment des autres facteurs pronostiques
excepté le grade (71). Par ailleurs 1’analyse poolée menée sur 10329 patientes par Zardavas et
al en 2018 a conclu en analyse univariée & une association significative entre les mutations
PIK3CA et la survie sans progression (HR=0,77; p=0,001) et survie globale (HR=0,9;
IC[0,82-0,99]), mais avec un effet pronostique moindre aprés ajustement sur les autres
facteurs pronostiques connus, notamment avec une différence non significative concernant la

survie globale (72).

3.4. Valeur prédictive et approche théranostique des mutations

PIK3CA dans les cancers du sein

Outre le mécanisme décrit de la résistance a I’endocrinothérapie engendré par ces
mutations PIK3CA (51), elles pourraient étre également un facteur prédictif de mauvaise
réponse aux thérapies anti-HER2 telles que le trastuzumab ou le lapatinib, mais leur impact
sur la survie sans progression et la survie globale demeure incertain. (70,73). En effet, deux
études a grande échelle ont notamment montré que les mutations PIK3CA étaient
significativement associees avec un taux de pCR plus bas de 16,2% versus 29,6% dans le
goupe sauvage (p<0,001) dans I’étude de Loibl et al, et de 28,6% versus 53,1% dans le groupe
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sauvage (p=0,012) dans I’étude de Majewski et al, chez des patientes traitées en néoadjuvant
par du trastuzumab et/ou lapatinib pour un cancer du sein localis¢ HER2+, sans différence
objectivée toutefois en termes de survie sans progression ou survie globale (74,75).

Par ailleurs, concernant les inhibiteurs de mTOR, premiére drogue utilisée en pratique
clinique ciblant la voie PI3K, I’ajout de 1’everolimus a 1’exemestane a démontré un bénéfice
en terme de survie sans progression avec une SSP a 7,8 mois, versus 3,2 mois dans le groupe
sous exemestane seul (HR=0,45; p<0,0001), indépendamment du statut mutationnel de
PIK3CA. Il semblerait donc que les mutations circulantes de PIK3CA ne prédisent pas de
meilleure réponse a cette thérapeutique (76).

Plus récemment ont été développeés des inhibiteurs de PI3K, se divisant en deux groupes :
les pan-inhibiteurs de PI3K tels que le buparlisib et le pictilisib ciblant les 4 isoformes de la
sous-unité catalytique p110 de PI3K, et les inhibiteurs sélectifs de la sous-unité catalytique
pll0alpha de PI3K tels que I’alpelisib et le taselisib.

Plusieurs études de phase Il se sont intéressées a la valeur prédictive de réponse aux anti-
PI3K des mutations PIK3CA sur tissu tumoral en phase précoce, en comparant en néo-
adjuvant ’adjonction d’un anti-PI3K & une hormonothérapie versus une hormonothérapie
seule pour des cancers du sein RH+HER2-. Il s’avére qu’en phase précoce, il n’a pas été mis
en évidence de valeur prédictive des mutations PIK3CA sur la réponse au taselisib, au
pictilisib, ni a I’alpelisib (77-79).

A contrario, en phase métastatique a été mis en évidence la valeur prédictive de bonne
réponse au buparlisib et a I’alpelisib des mutations PIK3CA. En effet, de maniére intéressante,
I’étude BELLE-2 a montré que le statut PIK3CA sur la tumeur ne permettait pas de prédire le
bénéfice de 1’addition du buparlisib au fulvestrant mais a objectivé une meilleure valeur
prédictive des mutations PIK3CA en circulant sur ce bénéfice. Néanmoins, il est important de
préciser que la plupart des échantillons tissulaires provenaient de biopsies archivées depuis
plusieurs années avant le début de I’¢tude, et que le statut mutationnel PIK3CA a pu bien
évidemment varier au cours du temps et au fil des traitements administrés (69). Cette valeur
prédictive a été confirmée par 1’étude BELLE-3, aussi bien en circulant que sur tissu tumoral
(80). Néanmoins, compte-tenu d’un bénéfice considéré comme modeste en Survie-sans-
progression (SSP) et en survie globale (SG) associé a un profil de toxicité notable, avec
notamment 63% de toxicités de grade 3 rapportées et 14% de grade 4, cette molécule n’a pas

obtenu d’approbation de la FDA. L’étude de phase 2 FERGI n’a elle pas objectivé de
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différence avec I’ajout du pictilisib quel que soit le statut mutationnel, avec toujours un profil
de toxicité notable de ce pan-inhibiteur de PI3K (81).

Concernant les inhibiteurs sélectifs de PI3K, 1’étude SOLAR-1 a également mis en
évidence la valeur prédictive de bonne réponse a ’alpelisib des mutations PIK3CA qu’elles
soient circulantes ou sur tissu tumoral, avec un profil de toxicité acceptable de la molécule.
Néanmoins, dans 1’étude de sous-groupe il semblerait que les mutations circulantes PIK3CA
permettrait de sélectionner encore davantage les patientes allant bénéficier de 1’ajout de
I’alpelisib (82). Compte-tenu de cette efficacité et du profil de toxicité acceptable, une
autorisation temporaire d’utilisation (ATU) est désormais disponible pour cette molécule
depuis Septembre 2019 pour les cancers du sein localement avancés ou meétastatiques
RH+HER2- avec mutation PI3KCA en progression apres au moins une ligne de traitement en
phase meétastatique incluant une anti-aromatase, a 1’exclusion des cancers du sein
inflammatoires. Par ailleurs, une autre étude basée sur 1’ajout du taselisib a également montré
un bénéfice sur la SSP pour les patientes mutées PIK3CA mais n’a pas abouti a une poursuite
du développement de la molécule compte-tenu d’un profil de toxicité défavorable (83).

Etant donné I’exclusion des cancers du sein inflammatoires de la plupart des études
portant sur les inhibiteurs de PI3K, notamment SOLAR-1 ayant abouti a I’ATU de ’alpelisib,

le paysage mutationnel PIK3CA demeure trés peu exploré au sein de ce sous-groupe.
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4. Cancers du sein inflammatoires

4.1. Epidémiologie, définition, caractéristiques histocliniques et

prise en charge thérapeutique

Les cancers du sein inflammatoires (CSI), constituent une entité rare de cancers du sein
localement avancés, représentant 2 a 4% de tous les cas de cancers du sein (84). Malgré sa
rareté, le cancer du sein inflammatoire contribue a 10% du taux de mortalité par cancer du
sein (85), et est caractérisé par une agressivité notable, des résultats de survie médiocres, ainsi
qu’un plus jeune age au diagnostic (86,87).

En effet ’age médian des femmes présentant un CSI s’¢léve a 57 ans, contre 61,9 ans pour
I’ensemble des cancers du sein.

L’incidence des CSI tend a croitre ces derniéres années, notamment parmi les femmes
caucasiennes (88). Les données sur les facteurs de risque de CSI sont limitées, mais on
observe une plus grande incidence de CSI chez les femmes jeunes afro-américaines, et un
indice de masse corporelle (IMC) élevé s’avére étre positivement associé au diagnostic de
CSl relativement aux formes non inflammatoires (89).

Initialement décrit par Charles Bell en 1814 (90), le diagnostic du CSI, considéré
comme un T4d selon la classification TNM, repose essentiellement sur des critéres cliniques ;
La définition la plus communément admise, est celle de I’American Joint Committee of
Cancer (AJCC) qui le décrit comme étant une entité clinicopathologique caractérisée par un
érythéme diffus associé a un cedéme, souvent sans masse palpable sous-jacente, comme en
témoigne la taille tumorale inconnue chez 75.2% des CSI (91).

Le CSI est le plus souvent associé sur le plan histologique avec du carcinome canalaire
infiltrant sans sous-type moléculaire particulier, mais a été également retrouvé parmi tous les
sous-types histologiques, incluant le lobulaire, le médullaire, le papillaire, le mucineux, le
comeédocarcinome, et la maladie de Paget (89). Les patientes preésentant un CSI ont par
ailleurs plus fréquemment une atteinte ganglionnaire et 30% de ces patientes sont d’emblée
métastatiques. Les CSI sont également plus fréquemment associés a une tumeur de haut

grade, ainsi que des récepteurs hormonaux négatifs. En effet, les cancers du sein n’exprimant
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pas les récepteurs hormonaux représentent 22.5% de tous les cas de cancers du sein comparés
a 45.6% des cancers du sein inflammatoires (92).

Leur prise en charge actuelle nécessite une approche multidisciplinaire coordonnée et
inclut habituellement pour les formes localement avancees, une chimiothérapie néo-adjuvante,
associant 4 EC et 4 DOCETAXEL ou 12 PACLITAXEL, plus ou moins associée a une
thérapie anti-HER2 avec les taxanes, puis une chirurgie de type mammectomie avec curage
axillaire si marges de résection saines possibles, suivie d’une radiothérapie loco-régionale
(93). Cette approche thérapeutique a amélioré de maniere significative la survie des patientes,
mais le pronostic demeure sombre avec un taux de survie globale a 5 ans avoisinant les 70%
versus 88% (p=5,215-07) dans les cancers du sein non-inflammatoires localement avancés
(94). Obtenir une réponse histologique complete confére un bénéfice en survie pour tous les
sous-types moléculaires de CSI (95). Néanmoins, la réponse thérapeutique a la chimiothérapie
néo-adjuvante, indispensable avant d’envisager le temps chirurgical, est difficilement
prévisible. Cette hétérogénéité de réponse a conduit a chercher a mieux comprendre la
biologie des CSI.

4.2. Biologie moléculaire du cancer du sein inflammatoire

Depuis une vingtaine d’années, plusieurs études ont tenté de fournir une description de
ces tumeurs au niveau moléculaire (96), mais ont été limitées par la rareté de cette entité, et le
peu de matériel disponible a partir des biopsies pré-traitement. Bien que les CSI soient
généralement caractérisés par une importante instabilité génomique, aucun mécanisme ou
altération spécifique aux CSI n’a été identifié pour le moment, et les différences moléculaires
objectivées sont souvent liées a la répartition différente des sous-types moléculaires au sein
des CSI. En effet, on objective une fréquence moindre des luminal A au sein des CSI, et a
contrario, une fréquence plus importante des tumeurs surexprimant HER2, en comparaison
aux cancers du sein non inflammatoires (CSNI) (97).

Un récent travail de Matsuda et al, a permis d’identifier les mutations somatiques les
plus fréquentes dans les CSI : TP53 (75%), PIK3CA (42%), et ERBB2 (17%), avec une
prévalence plus importante qu’au sein des CSNI (98).

Néanmoins, il n’existe a I’heure actuelle que trés peu de données concernant I’ ADNtc

au sein des CSI compte-tenu de leur exclusion de la plupart des essais cliniques. A notre
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connaissance, une seule étude récente publiée en Février 2020 portant sur 19 patientes suivies
dans le cadre d’un CSI de stade III ou IV s’est intéressée a la détection mutationnelle sur

échantillons tissulaires et en circulant par NGS.
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1. Objectif

Concernant les CSI, une des problématiques réside en une extension notable locale de
la pathologie néoplasique, source d’une potentielle hétérogénéité tumorale, avec a fortiori,
une biopsie initiale de représentativité limitée. De plus, la plupart des études récentes sur la
valeur prédictive de réponse aux anti-PI3K des cancers du sein mutés PIK3CA excluaient les
cancers du sein inflammatoires, notamment I’étude SOLAR-1 ayant abouti a I’ATU de
’alpelisib, faisant de cette entit¢ un domaine d’intérét jusqu’alors peu exploré. Enfin, les
données sur I’ADNtc dans les CSI restent un champ d’investigation tres peu exploré
jusqu’alors.

De ce fait, il nous semblait intéressant d’étudier I’association entre les mutations
PIK3CA sur biopsie tumorale initiale et en circulant au diagnostic de cancers du sein
inflammatoires localement avanceés, afin de ne pas méconnaitre, sur une seule biopsie, des
tumeurs mutées PIK3CA qui pourraient a I’avenir bénéficier d’un inhibiteur de PI3K.

Par ailleurs, nous nous sommes également intéressés a la valeur prédictive et
pronostique des mutations PIK3CA, tout d’abord par I’analyse de |’association entre statut
mutationnel au diagnostic et pCR, mais aussi par I’analyse de 1’association entre statut
mutationnel au diagnostic et nos données de survie au sein de la cohorte. Enfin, nous avons

étudié la corrélation entre le taux d’ADNIc au diagnostic et les données de survie.
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I11. Matériel & Méthodes

1. Sélection des patientes

Nous avons rétrospectivement sélectionné des patientes avec un cancer du sein
inflammatoire localement avancé (CSILA) ayant bénéficié d’une chimiothérapie néo-
adjuvante au sein du Centre Henri Becquerel (CHB), de 2008 a 2018. Dans notre étude, nous
avons defini un cancer du sein comme inflammatoire si classé cliniquement comme un T4d
avec la confirmation histologique d’un carcinome invasif, sans nécessairement de
confirmation histopathologique d’emboles tumoraux lymphatiques. Seules les patientes avec,
d’une part du matériel tumoral de qualité suffisante disponible issu des biopsies
diagnostiques, et d’autre part un échantillon plasmatique disponible au diagnostic de qualité
également suffisante, étaient inclues dans 1’analyse. Conformément a la loi n°2012-300
relative aux recherches impliquant la personne humaine, le consentement éclairé des patientes
a été obtenu via I’envoi d’un formulaire d’information et de non-opposition, et I’étude a été
autorisée par notre IRB local (CHB, N°1913B). Dans cette étude, la recherche mutationnelle
PIK3CA sur les biopsies tumorales et les échantillons plasmatiques correspondants des
patientes était réalisée via digital droplet PCR (ddPCR). Le statut mutationnel PIK3CA était
aussi analysé au sein des reliquats tumoraux des mastectomies post-chimiothérapie
néoadjuvante et au sein des échantillons plasmatiques correspondants lorsque disponibles,
chez les patientes mutées au diagnostic. La derniére mise a jour des données cliniques et de
survie fut établie le neuf Juillet 2020.

2. Criteres de jugement

Dans cette étude, nous avions défini le critére de jugement principal comme I’association
entre le statut mutationnel PIK3CA sur tissu tumoral et en circulant au diagnostic des CSILA
suivis au sein du CHB.

Les critéres de jugement secondaires rassemblaient : la fréquence des mutations PIK3CA
au sein des CSILA au diagnostic, surtout selon leur statut moléculaire ; I’association entre
statut mutationnel au diagnostic et taux de pCR, la SSP et la SG ; I’association entre le taux
d’ADN libre circulant (ADNIc) au diagnostic et le taux de pCR, la SSP et la SG et

I’association entre la pCR et la survie. La réponse histologique était considéree comme
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compléte dans notre étude en cas d’absence de résidu tumoral invasif aprés mastectomie et
lymphadénectomie (ypTO/is, NO), comme le définit le RCB calculator de MD Anderson, soit
une réponse histologique considérée comme complete en cas de résidu tumoral in situ
retrouvé uniquement. Nous avons défini comme réfractaires, les patientes sans réponse a la

chimiothérapie néo-adjuvante, incluant alors les progressions et les stabilités tumorales.

3. Procédure analytique
3.1. Extraction d’ADN sur tissu tumoral

L’ADN issu des biopsies des tumeurs du sein fixées a la paraffine et au formol (FFPE)
a été extrait via le kit de purification d’ADN Maxwell 16FFPE Plus LEV depuis deux
échantillons de 2 pL.

3.2. Extraction de P’ ADN total circulant sur échantillon

plasmatique

Les échantillons plasmatiques provenaient des reliquats d’analyses sanguines dédiées
au dosage du Cal5-3 effectuées pendant le traitement des patientes prises en charge pour un
CSI. Les échantillons plasmatiques ont été collectés dans des tubes héparinisés, pour les
analyses antérieures a 2017, ou EDTA pour les analyses postérieures a 2017, et traités dans
les deux heures apres le prélevement avec une centrifugation & 2000g (10min) & 4°C avant le
stockage a -20°C. L’ADNCc a été isolé de 0,3 a 1ml de plasma hépariné ou de plasma EDTA
avec le kit d’acide nucléique circulant Qlamp (Qiagen, Hilden, Germany). La quantification
de I’ADN double brin a été réalisée par une méthode fluorimétrique en utilisant un kit de test
Qubit ds DNA HS (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). 4ng d’ADNc ont été
préamplifiés 12 cycles pour le plasma hépariné et 9 cycles pour le plasma EDTA en utilisant
respectivement 12,5 uL TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) pour
I'néparine et 12,5 uL Q5 Hot Start High Fidelity Master Mix (New England Biolabs) pour
I’EDTA. L'ADNc du plasma hépariné a été traité avec une dilution de 2 pL de bactéricide
d'héparinase | au préalable, afin d’améliorer la détection mutationnelle par ddPCR comme

illustré sur la Figure 6 (New England Biolabs, USA) (99). Ces techniques de préamplification
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ont déja été décrites et utilisées par 1’équipe de Recherche en Oncologie (IRON) lors de
travaux antérieurs (100,101). La pCR de préamplification a été réalisée avec un dosage de de
0,7 puL (EDTA) ou 0,25 pL (héparine) pour la ddPCR, H1047L pour H1047R et L, E542K
pour E542K et 545K, et 25 pL d'eau.

3.3. Détection par digital droplet PCR

La détection des mutations PIK3CA, en circulant et sur matériel tumoral, a été réalisée
par ddPCR, en aveugle des données cliniques, utilisant le systéme de la Stilla. Nous avons
utilisé le test ddPCR de Biorad pour les quatre mutations, E542K (dHsaMDV2010073),
E545K (dHsaMDV2010123), H1047R (dHsaMDV2010077), H1047L (dHsaMDV2010123).
Pour la réaction simplex ddPCR, nous avons utilise le Perfecta multiplex QPCR Toughmix 5
uL, avec 1,5 pL de dosage, 2,5 pL de fluorescéine, et 25 pL d’eau. Si I’échantillon était de
I’ADN plasmatique, nous avons ajouté 2 ML de préamplification diluée a 0,1%. Si

I’échantillon  était de I’ADN FFPE, 1 puL a été ajouté au mélange.

3.4. Analyse

Les résultats ont été analysés a I’aide du logiciel CrystalMiner, apportant son expertise
technique concernant les résultats positifs ou négatifs. Le bruit de fond, noté LOD pour «
limit of detection » est défini par la concentration minimale de I'allele mutant qui peut étre
détectée a partir d'un témoin négatif. Pour évaluer le bruit de fond de notre méthode, la charge
de l'allele a été mesurée a partir de plusieurs échantillons d’ADN libre circulant (ADNIc)
préamplifiés et extraits de plasmas témoins provenant de patients indemnes de cancer du sein.
Ces plasmas témoins ont été prélevés, analysés et stockés dans les mémes conditions que nos
tubes de patients utilisés dans 1’étude. Les témoins positifs fournis pour deux mutations par la
Stilla a permis de conforter la validité de nos seuils de positivité, et a fortiori de conforter la
validité de nos résultats. La fraction de variant allélique (FVA) a été définie comme étant la
proportion de copies d'/ADN mutants par rapport a la somme des copies d’ADN mutants et
d’ADN de type sauvage obtenus par ddPCR. Un exemple d’application de la Stilla pour la

détection mutationnelle PIK3CA est illustré sur la Figure 7.
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Figure 6 : Plasma testé avec et sans héparinase par digital droplet PCR.
Amélioration de la détection en digital PCR chez ce patient connu comme étant muté apres application
d’héparinase sur les plasmas héparinés.
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Figure 7 : Mise au point de la détection mutationnelle PIK3CA H1047R (biorad) sur la Stilla
Répartition des gouttes et seuils de détection mutationnelle, visualisation en 1D dot plot
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3.5. Statistiques

Le critére de jugement principal de notre étude était I’association entre les mutations
PIK3CA sur biopsie tumorale initiale et en circulant au diagnostic de cancers du sein

inflammatoires localement avancés.

La comparaison des caractéristiques des patientes selon leur statut mutationnel a été
réalisée a 1’aide du test du chi-2. La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour estimer les
taux de survie sans progression (SSP) et de survie globale (SG). Le test du Log-rank a permis
de comparer les courbes de survie en fonction des déterminants observés. Les valeurs de
p<0.05 étaient considérées comme significatives. Toutes les valeurs de p reportées étaient

bilatérales, et I’intervalle de confiance était fixé a 95%.
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V. Résultats

1. Caractéristiques des patientes

Un total de 58 patientes prises en charge pour un cancer du sein inflammatoire non
métastatique répondait initialement aux critéres d’inclusion pour cette étude. Apres
décongélation des blocs tumoraux provenant des biopsies initiales, le statut mutationnel
PIK3CA n’a pu étre évalué pour 3 patientes, compte-tenu d’une extraction d’une quantité trop
faible d’ADN. Ainsi, 55 patientes étaient finalement incluables dans cette étude comme
I’illustre le flow-chart de la Figure 8. Parmi elles, 43 patientes avaient assez d’ADN circulant
issu des plasmas au diagnostic pour analyser le statut mutationnel circulant. Les principales
caractéristiques de la totalité des patientes inclues sont résumées sur le tableau 4. L’age
médian de ces patientes était de 55 ans (De 33 a 87 ans), avec 43,6% de patientes pré-
ménopausées, confirmant ainsi I’age plus jeune au diagnostic caractérisant les cancers du sein
inflammatoires. La majorité de nos patientes était obése avec un IMC médian de 30,6, et avait

un profil d’agressivité tumorale notable avec haut grade tumoral et atteinte ganglionnaire.

2. Statut mutationnel PIK3CA sur biopsie tumorale au diagnostic.

14 patientes sur 55 (25,5%) présentaient une mutation PIK3CA identifiée sur la biopsie
initiale (H1047R=8 ; H1047L=3 ; E545K=2 ; E542K=1), et toutes les mutations retrouvées
étaient simples, sans mutations polyclonales objectivées. Concernant leur répartition au sein
des différents sous-types moléculaires, il était retrouvé une prévalence mutationnelle de
12,5% (2/16) pour les cancers HER2-positif, 26% (6/23) pour les cancers RH+/HER2-
négatifs, et enfin 37,5% (6/16) pour les cancers triple-négatifs. Apres application du test du
chi-2, il n’y avait pas de différence significative des caractéristiques des patientes entre les
groupes de patientes mutées et non mutées PIK3CA sur la biopsie initiale, comme illustré sur

le tableau 4.
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Patients screened
N=78

Patients non eligibles
- No FFPE sample available
- No plasma sample available
N=20

Patients eligible
N=58

Lack of DNA on FFPE
samples
N=3

Patients included
N=55

Lack of circulating cell-
free DNA
N=12

Patients with circulating
cfDNA in sufficient
quantity
N=43

Figure 8 : Flow chart de I’étude
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FFPE PIK3CA mutated FFPE PIK3CA non-
TOTAL i .
N=55 patients mutated patients
N=14 N=41
Median age at diagnosis
Years [min-max] 54.8 [33-87] 55.9 [43-78] 54.11 [33-87]
Histological subtype CCI 55 (100%) 14 (100%) 41 (100%)
Positive 53 (96.4%) 13 (92.9%) 40 (97.6%)
Lymph node status .
Negative 2 (3.6%) 1(7.1%) 1(2.4%)
HER2+ and HR+/- 16 (29%) 2 (14%) 14 (34%)
Molecular subtype HER2- and HR- 16 (29%) 6 (43%) 10 (24%)
HER2- and HR+ 23 (42%) 6 (43%) 17 (42%)
1-2 20 (36.4%) 6 (42.9%) 14 (34.1%)
Tumor grade 3 34 (61.8%) 7 (50%) 27 (65.9%)
NA 1(1.8%) 1(7.1%) 0 (0%)
Median BMI at diagnosis
kg/m? 30.6 [19-44.2] 28.6 [22.7-37.5] 31.1 [19-44.2]
[min-max]
Menopausal status Premenopausal 24 (43.6%) 5(35.7%) 19 (46.3%)
Postmenopausal 31 (56.4%) 9 (64.3%) 22 (53.7%)
Neoadjuvant chemotherapy 55 (100%) 14 (100%) 41 (100%)

Tableau 4 : Caractéristigues des patientes inclues
BMI = Body Mass Index = IMC
HR = Hormone Receptor = Récepteurs hormonaux
HER2+ = HER2-positive, définie comme une surexpression de 3+ par immunohistochimie ou 2+ avec
amplification d’HER?2 en fish (Hybridation In Situ en Fluorescence)
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3. Statut mutationnel circulant PIK3CA au diagnostic

Parmi les 55 patientes inclues, 12 présentaient une quantité trop faible d’ADN libre
circulant pour obtenir un statut mutationnel PIK3CA fiable. Dans le groupe des 14
patientes mutées PIK3CA sur biopsie initiale, 11 patientes avaient assez d’ADN
plasmatique (79%) pour permettre 1’analyse, et des mutations circulantes correspondantes
étaient retrouvées chez 6 patientes (55%), 3 patientes avec tumeur triple-négative, 2 RH+,
et 1 seule HER2+. Toutes les mutations étaient uniques et correspondaient aux mémes
hotspots que sur tissu tumoral. Hormis ces 6 patientes, aucune autre mutation circulante
n’était identifiée au sein des 43 patientes présentant un matériel tumoral et circulant au
diagnostic de qualité, permettant une analyse mutationnelle interprétable. Tous ces

résultats sont résumés dans la figure 9.

Patients included
N=55

)

FFPE-based PIK3CA
mutated patients
N=14

Exploitable circulating
DNA
N=11

FFPE-based PIK3CA
wild-type patients
N=41

TUMOR-TISSUE

Exploitable circulating

> <

Circulating
PIK3CA
mutation
N=6

Circulating
PIK3CA
wild-type
N=5

DNA
N=32
Circulating Circulating
PIK3CA PIK3CA
mutation wild-type
N=0 N=32

CIRCULATING DNA

<

Figure 9 : Distribution des mutations PIK3CA sur biopsie initiale et sur matériel circulant au diagnostic
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4. Statut mutationnel PIK3CA apres traitement neéoadjuvant chez les

patientes mutées sur biopsie initiale

Parmi les 14 patientes mutées PIK3CA en somatique sur biopsie tumorale initiale, 3
(21,4%) étaient en réponse histologiqgue complete (pCR) apres chimiothérapie néo-
adjuvante, et 2 (14,3%) étaient considérées comme réfractaires. Parmi les 11 patientes
mutées présentant un résidu tumoral au décours du traitement néo-adjuvant, 7 (64%)
piéces opératoires étaient disponibles pour étudier le statut mutationnel PIK3CA par
ddPCR. Nous avons retrouvé les mémes mutations PIK3CA que celles analysées sur
biopsie initiale pour 5 patientes soit 71%, avec un taux de variant de fraction allélique
(VAF) toutefois moindre. De la méme maniére, nous avions 5 plasmas disponibles aprés
chimiothérapie néoadjuvante parmi les 14 patientes mutées, soit 36%, avec uniquement
une mutation circulante PIK3CA retrouvée (20%). Tous ces résultats sont résumes dans le

tableau 5.

Patients FFPE PIK3CA Circulating PIK3CA Outcomes post neoadjuvant PIK3CA mutation Circulating Relapse DFS or
mutation at mutation at chemotherapy on mastectomy PIK3CA mutation follow-up
diagnosis (VAF %) diagnosis (VAF%) post neoadjuvant | post neoadjuvant (months)
chemotherapy chemotherapy
(VAF%) (VAF%)

N°1 H1047L 40.3% | H1047L 11% | Pathological Partial Response NA NA Yes 30.2
N°2 E545K 47.80% | E545K 3.99% Refractory 0 0 Yes 8.5
N°3 H1047R 6.55% NC Refractory NA 0 Yes 5.7
N°4 E542K 23% NC pCR NA NA No 83.9
N°5 H1047R 58.9% | H1047R 0.32% | Pathological Partial Response NA NA No 37.6
N°6 E545K 16.31% | E545K 6.26% | Pathological Partial Response | E545K 0.23% 0 Yes 8.7
N°7 H1047R 25.3% 0 Pathological Partial Response 0 0 No 69
N°8 H1047L 39.6% | H1047L 11% | Pathological Partial Response | H1047L 27% | H1047L 0.98% No 20.7
N°9 H1047R 40.7% 0 Pathological Partial Response | H1047R 14% NA No 60.4
N°10 H1047R 41.7% | H1047R 8.13% | Pathological Partial Response | H1047R 41% NA No 9
N°11 H1047R 3.31% 0 pCR NA NA No 71.6
N°12 H1047R 25.2% 0 Pathological Partial Response | H1047R 18% NA No 61.9
N°13 H1047L 0.60% 0 Pathological Partial Response NA NA No 97.2
N°14 H1047R 2.02% NC pCR NA NA Yes 47.6

Tableau 5 : Mutations PIK3CA, réponse a la chimiothérapie néoadjuvante et survie sans progression des

patientes mutées
NC = Non contributive

NA = Non available

pCR = Pathological Complete Response = Réponse histologique compléte

Refractory = Réfractaire

Pathological Partial Response = Réponse histologique partielle
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5. Réponse au traitement néoadjuvant selon le statut mutationnel
PIK3CA et le taux d’ADNIc

Au total, 4 patientes étaient considérées comme réfractaires a la chimiothérapie

néoadjuvante, et a fortiori, non éligibles a une chirurgie curative. 52 patientes ont

bénéficié d’une chirurgie : 13 étaient en réponse histologique compléte (pCR), 38 avaient

une réponse histologique partielle, et 1 était réfractaire et a bénéficié d’une chirurgie « de

propreté » au décours de la prise en charge néoadjuvante.

Parmi les 55 patientes inclues, une pCR a donc été observée chez 13 patientes (23,6%)
aprés traitement néoadjuvant, sans différence significative objectivée selon le statut
mutationnel PIK3CA FFPE ou circulant, avec p=0,26. Ainsi, il n’était pas retrouvé de
valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie néoadjuvante au statut mutationnel
PIK3CA.

La médiane d’ADNIc au diagnostic était de 1,22ng/ul. Parmi les 27 patientes avec
ADNIc au-dessus de la médiane, 6 avaient une pCR aprés traitement néoadjuvant
(22,2%), résultats comparables aux patients avec ADNIc en dessous de la médiane avec 7
pCR pour 28 patientes (25%). Néanmoins, parmi les 4 patientes considérées comme
réfractaires au traitement néoadjuvant, 3 avaient un ADNIc au-dessus de la médiane au
diagnostic. Il n’existait donc pas de valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie
néoadjuvante en fonction du taux d’ADNIc au diagnostic, sans différence significative

objectivée, avec p=0,68.

L’ensemble de ces résultats est illustré dans le tableau 6.

Patients with Patients with p Patients with Patients p
. biopsy-based biopsy-based cfDNA with cfDNA
Patients .
without PIK3CA mutation and <1.22ngfpl | >1.22ng/pl
Total but no corresponding N=28 N=27
PIK3CA " : .
N=55 (%) i corresponding circulating
mutation . .
N=a1 (%) circulating PIK3CA
B ° mutation mutation
N=8 (%) N=6 (%)
Pathological
Outcomes Complete 13 (23.6%) | 10(24.4%) 3(37.5%) 0(0%) 7 (25%) 6 (22.2%)
ost Response
p ) Refractory 4(7.3%) 2 (4.9%) 1(12.5%) 1(16.7%) 0.26 1(3.6%) 3 (11.1%) 0.68
neoadjuvant ~
treatment Pathological
Partial 38(69%) | 29(70.7%) 4 (50%) 5 (83.3%) 20 (71.4%) 18 (66.7%)
Response

Tableau 6 : Réponse au traitement néoadjuvant selon le statut mutationnel PIK3CA et le taux d’ADNIc.
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6. Analyse de la survie globale

La mediane de survie globale n’a pas été atteinte au sein de notre cohorte

rétrospective, avec 20 déces recenses parmi nos 55 patientes inclues.
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Figure 10 : Survie globale de la cohorte
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6.1. Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu
tumoral au diagnostic
Aucune différence significative sur la survie globale n’a été mise en évidence entre les

patientes mutées et non mutées PIK3CA sur tissu tumoral au diagnostic, avec HR=0.95
IC[0,35-2,63], p=0,926.
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Figure 11 : Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu tumoral au diagnostic
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6.2. Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA circulant
au diagnostic
Aucune différence significative sur la survie globale n’a été mise en évidence entre les

patientes mutées et non mutées PIK3CA en circulant au diagnostic, avec HR=2.27 1C[0,66-
7,81], p=0,182.
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Figure 12 : Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA circulant au diagnostic
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6.3. Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu

tumoral et en circulant au diagnostic

Aucune différence significative sur la survie globale n’a été mise en évidence entre les

patientes mutées et non mutées PIK3CA sur tissu tumoral et en circulant, avec p=0,291.
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Figure 13 : Survie globale selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu tumoral et en circulant au

diagnostic
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6.4. Survie globale selon le taux d’ADNIc au diagnostic

Contrairement a I’absence de valeur pronostique de la mutation PIK3CA au diagnostic des
cancers du sein inflammatoires localement avancés objectivée dans notre étude, nous avons
mis en évidence la valeur pronostique du taux d’ADNIc au diagnostic. En effet, une
différence significative sur la survie globale a été soulignée entre les patientes présentant un
taux d’ADNIc supérieur a la médiane de 1,22 ng/uL et celles présentant un taux inférieur au
diagnostic, avec HR=0,36 1C[0,14-0,93], p=0,0277.
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Figure 14 : Survie globale selon le taux d’ADNlc au diagnostic
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6.5. Survie globale selon la réponse histologique compléte

De la méme maniere, confirmant ainsi la valeur pronostique avérée de la réponse
histologique complete, nous avons mis en évidence une différence significative sur la survie
globale entre les patientes présentant une pCR apreés traitement néo-adjuvant et celles avec

réponse partielle ou réfractaire sur piece opératoire, avec HR=0,25 IC[0,06-1,08], p=0,0438.

o | Complete response
— Yes (n=13)
== No (n=42)

o _|

o

© _

o

W
o]

~

o

(o]

N

o

o log-rank: P=0.0438

| | | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120 140

Months

Figure 15 : Survie globale selon la réponse histologique compléte
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7. Analyse de la survie sans progression

La médiane de survie sans progression était de 104,8 mois soit 8,7 ans, avec 22
rechutes recensées au sein de notre cohorte, lors de la derniére mise a jour des données

cliniques.

1.0

0.8

PFS

0.4
|

02

0.0

I I I I I I I I
0 20 40 60 80 100 120 140

Months

Figure 16 : Survie sans progression de la cohorte
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7.1. Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA

sur tissu tumoral au diagnostic

Aucune différence significative sur la survie sans progression n’a €t¢ mise en évidence

entre les patientes mutées et non mutées PIK3CA sur tissu tumoral au diagnostic, avec

HR=0,92 IC[0,34-2,52], p=0,876.
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Figure 17 : Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu tumoral au diagnostic
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7.2. Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA
circulant
Aucune différence significative sur la survie sans progression n’a été mise en evidence

entre les patientes mutées et non mutées PIK3CA en circulant au diagnostic, avec HR=2.24
IC[0,64-7,81], p=0,195.
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Figure 18 : Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA circulant
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7.3. Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA
sur tissu tumoral et en circulant
Aucune différence significative sur la survie sans progression n’a été mise en évidence

entre les patientes mutées et non mutées PIK3CA sur tissu tumoral et en circulant, avec
p=0,29.
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Figure 19 : Survie sans progression selon le statut mutationnel PIK3CA sur tissu tumoral et en circulant
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7.4. Survie sans progression selon le taux d’ADNIc

Aucune différence significative sur la survie sans progression n’a été mise en évidence
entre les patientes dont le taux d’ADNIc au diagnostic était supérieur a la médiane
(1.22ng/pL) et les patientes avec un taux inférieur a la médiane, avec HR=0,45 1C[0,19-1,07],
p=0,0634. Néanmoins, il est observé un seuil proche de la significativité, traduisant tres
probablement un manque de puissance pour attester de cette différence significative en terme

de SSP selon le taux d’ADNIc au diagnostic.
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Figure 20 : Survie sans progression selon le taux d’ANDIc
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7.5. Survie sans progression selon la réponse histologique

compléte

Parmi les 13 patientes avec obtention d’une réponse histologique complete apres
traitement néo-adjuvant, 2 patientes seulement (15%) ont malheureusement présenté une
rechute tumorale contre 20 rechutes tumorales parmi les 42 patientes avec réponse
histologique partielle ou réfractaire (47,6%). Notre étude a en effet mis en évidence une
différence significative sur la survie sans progression selon 1’obtention d’une pCR post
traitement néo-adjuvant, avec HR=0,23 [0,05-1], p=0,0318.
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Figure 21 : Survie sans progression selon la réponse histologique compléte
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V. Discussion

Compte-tenu de leur faible incidence, et de leur definition purement clinique, le cancer
du sein inflammatoire demeure une entité trop peu explorée, avec de rares données
scientifiques. A notre connaissance, cette étude est la deuxiéme s’intéressant a I’ADNtc au
sein des cancers du sein inflammatoires. En effet, dans la trés récente étude de Winn et al
publiée en Janvier 2020, le mateériel circulant et tumoral de 19 patientes était étudié, avec une
analyse de I’association entre les variants génétiques retrouves en NGS sur le tissu tumoral et
sur le matériel plasmatique correspondant. Néanmoins, une seule tumeur mutée PIK3CA fut
retrouvée sur tissu tumoral, sans mutation circulante correspondante (102). Ainsi, ce travail
n’a permis de formuler aucune conclusion concernant les mutations circulantes PIK3CA au
sein des CSI. De plus, les cancers du sein inflammatoires sont exclus de la plupart des études,
notamment SOLAR-1 (82), expliquant le manque de données notable dans le paysage
mutationnel PIK3CA.

A T’heure de I’avénement des inhibiteurs de PI3K en routine clinique, et de 1’essor de
I’ADNtc compte-tenu de sa praticité, il nous a donc semblé justifié d’étudier plus
spéecifiquement I’association entre les mutations PIK3CA circulantes et sur tissu tumoral au
sein des CSI.

Nos résultats ont permis de mettre en évidence des mutations circulantes PIK3CA
correspondantes chez 55% des patientes prises en charge pour un CSILA muté PIK3CA sur la
biopsie initiale, alors qu’aucune mutation circulante n’a été retrouvée au sein des patientes
non mutées sur tissu tumoral. Malgré I’agressivité bien établie du CSILA, ce relargage
tumoral circulant de 55% semble correspondre davantage a celui des cancers du sein localisés
non inflammatoires avoisinant les 50% (38). En effet, au stade métastatique des taux de
relargage circulant nettement supérieurs ont été soulignés, notamment dans 1’étude de Kodahl
et al avec 83% des patients mutés PIK3CA sur tissu tumoral présentant également des
mutations circulantes correspondantes (67).

Toutes les mutations retrouvées dans notre étude étaient sur des hotspots uniques bien
qu’ont été décrites des mutations PIK3CA polyclonales dans 12 a 15% des cancers du sein
mutes PIK3CA (103,104). Néanmoins, cette absence de mutations polyclonales s’explique
tout a fait au vu de notre faible effectif de 14 patientes mutées. Dans la récente étude de

Vasan et al, 95% de ces multiples mutations PIK3CA étaient doubles, stimulant encore
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davantage la voie d’activation oncogénique, et prédisant une sensibilité accrue aux inhibiteurs
de PI3K en comparaison aux mutations uniques (63). Comme attendu, une majorité de
mutations PIK3CA était localisée sur le hotspot H1047R au sein de 1’exon 20 (105,106).

Bien que notre étude se basait sur un nombre limité de patientes, notre cohorte semble
représentative des CSI avec de nombreux résultats corroborant ceux de la littérature. En effet,
comme attendu, la majorité des patientes inclues était obése, avec un profil d’agressivité
tumorale notable et une distribution objectivant plus de sous-types triples négatifs et HER2
enrichis qu’au sein des cancers non inflammatoires (107,108). Par ailleurs, notre étude a
souligné un taux de mutation PIK3CA sur biopsie initiale de 25,5%, proche des taux
mutationnels reportés dans de récentes études portant sur la génomique des cancers du sein
inflammatoires (109,110), et comparables également avec les taux mutationnels décrits parmi
les cancers du sein non inflammatoires localisés (72,111). De plus, nous avons retrouvé un
taux de pCR apres chimiothérapie néoadjuvante de 23,6%, tres proche du taux de pCR de
23,2% observé dans 1’étude de Van Uden et al portant sur une cohorte de 1061 patientes
prises en charge pour un CSI non métastatique (112).

Cette étude a par ailleurs souligné la valeur pronostique de la pCR apres traitement
néo-adjuvant dans les cancers du sein inflammatoires localement avancés, avec une différence
significative aussi bien en terme de survie sans progression, qu’en terme de survie globale,
confirmant ainsi les données de la littérature (93).

A la lumiére de ces résultats, le statut mutationnel PIK3CA, circulant ou sur tissu
tumoral, ne semble pas avoir de valeur pronostique ou prédictive de réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante au sein des cancers du sein inflammatoires non métastatiques,
mais aucune conclusion formelle ne peut-étre formulée compte-tenu du faible nombre de
patientes mutées. Cependant, au vu des données controversées déja évoquées concernant cette
valeur pronostique de la mutation PIK3CA dans les cancers du sein non inflammatoires, le
comportement mutationnel PIK3CA des CSILA semble donc plutét coincider avec celui des
cancers non inflammatoires. De ce fait, malgré un pronostic tout a fait différent des cancers du
sein localement avancés non inflammatoires, nous n’observons pas via cette étude de
variation notable sur le plan du paysage mutationnel PIK3CA des CSILA en comparaison aux
cancers du sein non inflammatoires localement avancés. Le CSI demeure une entité opaque,
qui néecessiterait des essais cliniques de grande envergure, s’attachant a une analyse extensive
génomique par NGS afin d’espérer mieux appréhender son mécanisme de fonctionnement et

son agressivité, dans D’espoir de voir naitre de nouvelles perpectives thérapeutiques
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permettant alors une amélioration du pronostic. Par ailleurs, au-dela de la génomique, il
pourrait exister des variations transcriptomiques ou épigenétiques spécifiques des CSI
pouvant potentiellement expliquer leur caractéristiques cliniques propres, mais pour I’heure
ce domaine reste exploratoire.

Compte-tenu de 1’avénement récent de ’alpelisib, et de ses résultats favorables dans le
cancer du sein métastatiqgue RH+ en association avec 1’hormonothérapie, il serait intéressant
d’étudier I’impact de cette molécule au sein des CSILA RH+ arborant une mutation PIK3CA
circulante, ou de maniere plus sensible, une mutation PIK3CA sur tissu tumoral au vu de nos
résultats. En effet, a I’instar de 1’essai PELICAN actuellement en cours (113), s’attachant a
¢tudier le bénéfice de I’ajout de pembrolizumab & la chimiothérapie néoadjuvante standard
dans le CSILA HER2-négatif, une méme approche avec 1’ajout de I’alpelisib pourrait étre
proposée aux patientes présentant un CSILA RH+. Par ailleurs, il pourrait également étre
envisagg, a I’instar cette fois de 1’essai PENELOPE-B déja évoqué antérieurement, I’étude de
I’alpelisib en association a I’hormonothérapie adjuvante en cas d’absence de réponse
histologique compléte suite a la thérapeutique néo-adjuvante au sein des CSILA RH+ avec
mutation de PIK3CA. Enfin, il pourrait également étre envisagé une étude du statut
mutationnel circulant PIK3CA pour les patientes prises en charge pour CSILA RH+ ne
présentant pas de réponse favorable clinique a la chimiothérapie néoadjuvante afin de leur
proposer en cas de positivité mutationnelle, un relais thérapeutique vers de 1’alpelisib en
association & une hormonothérapie.

De maniere intéressante, nos résultats ont souligné la valeur pronostique du taux
d’ADNIc initial, démontrant une survie globale plus courte chez les patientes prises en charge
pour un CSILA avec un taux d’ADNIc au diagostic supérieur a la médiane, suggérant que le
taux d’ADNIc initial pourrait ainsi refléter la masse tumorale au sein des CSILA. De méme,
comme attendu, il n’a pas été mis en évidence de valeur prédictive de réponse a la
chimiothérapie néoadjuvante selon ce taux d’ADNIc. Cette valeur pronostique de I’ADNIc
initial a été objectivée dans de nombreuses études portant sur le cancer pulmonaire (114), le
cancer rectal durant la chimiothérapie néo-adjuvante (115), et le cancer du sein (100) surtout
au sein du sous-type triple-négatif ayant bénéficié de chimiothérapie néo-adjuvante (116).

Cette étude présente indubitablement certaines limites. Tout d’abord, les résultats
doivent étre interprétés avec précaution étant donné le faible nombre de patientes inclues.
Néanmoins, le CSILA demeure une entité rare, et les caractéristiques de notre cohorte

semblent bien representer cette population a la lumiere de nos résultats et de la littérature
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descriptive des CSILA. D’autre part, nous avons ciblé uniqguement les 4 mutations de PIK3CA
les plus fréquentes, compte-tenu de I’utilisation de la ddPCR, pouvant ainsi méconnaitre
d’autres mutations plus rares. Ensuite, cette étude présente certaines limites inhérentes a son
schéma rétrospectif, a savoir faible quantité de matériel, échantillons plasmatiques ou
tumoraux parfois inutilisables compte-tenu d’un ADN dégradé principalement du fait des
méthodes de conservation et a fortiori, de leur ancienneté, ainsi que des conditions pré-
analytiques suboptimales.

De plus, compte-tenu d’un ADN parfois dégradé avec une quantité de matériel limité,
et une majorité d’échantillons plasmatiques héparinés, nous ne pouvions procéder a une étude
génomique par NGS, qui nous aurait alors permis de mieux appréhender 1’hétérogénéité
tumorale des CSI. Nous ne pouvions ainsi analyser les mutations AKT qui appartiennent a la
méme voie de signalisation et aboutissent au méme modé¢le d’activation oncogénique, ou
encore étudier les mutations TP53, qui sont les plus fréquentes au sein des CSI.

D’un point de vue pratique, cette étude s’est chronologiquement déroulée avant 1’accés
a I’alpelisib en ATU sur le CHB, et a permis d’appréhender initialement I’utilisation de la
Stilla pour la détection mutationnelle PIK3CA, ayant permis au décours une analyse fiable et

rapide en routine clinique.
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V1. Perspectives et Conclusion

En conclusion, malgré son agressivité, le CSILA semble avoir un faible relargage
tumoral circulant, s’apparentant alors davantage a un cancer du sein de stade localise, plutot
que meétastatique. La biopsie initiale des CSILA semble quant a elle refléter de maniere
satisfaisante le statut mutationnel PIK3CA puisqu’aucune mutation circulante n’a été
retrouvée parmi les patientes non mutées sur biopsie initiale.

Des essais prospectifs de plus grande ampleur sont par ailleurs nécessaires, dans
I’espoir de déceler une caractéristique moléculaire et génomique propre de cette entité, qui
ouvrirait alors la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques fortement attendues en vue
d’améliorer le pronostic des CSILA.

A Theure de la médecine personnalisée précoce, d’autres essais, cette fois
thérapeutiques, sont attendus au sein des CSILA RH+ mutés PIK3CA avec I’étude de
I’alpelisib en néo-adjuvant ou en intensification thérapeutique en cas de résidu tumoral invasif
post traitement néo-adjuvant.

Ces résultats tendent donc a encourager les futurs essais thérapeutiques basés sur le
statut mutationnel PIK3CA au sein des CSILA, & une recherche mutationnelle sur tissu
tumoral au diagnostic plutdt qu’en circulant pour une meilleure sensibilité. Néanmoins, a
I’heure de la médecine personnalisée, I’ADN circulant conserve une place intéressante au sein
de cette population compte-tenu de la valeur pronostique objectivée du taux d’ADNIc au
diagnostic, permettant de participer a la stratification des patientes selon leur niveau de risque,

et a fortiori, leur proposer la meilleure stratégie thérapeutique.
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Background

Inflammatary breast cancer (IBC) is a rare but very aggressive form of breast cancer, with very few data concerning
its= molecular profile. Recently, a targetable somatic PIK3CA mutation has been reported in 230% of IBC,
representing one of the most frequently activated oncogenic stimulation pathway and allowing for treatment by
PI3Ka-specific inhibitors, such as alpelisib.

Due to tumor heterogenegity, the analysis of a single tissue-biopsy may not accurately reflect the PIK3CA mutation
status of IBC. The aim of the present study was to evaluate the correlation between PIK3CA mutation in tumor
biopsies of locally-advanced |BC (LAIBC) at diagnosis with corresponding circulating tumer DMA from plasma

Results

A total of 55 patients were included, main characteristics are summarized in Table 1.

PIK3CA mutations were detected on baseline biopsy in 14 patients (25.5%). All mutations were single.
Among them, 11 [75%) patients had enough circulating DNA for circulating mutations analyses.
Carresponding circulating PIK3CA mutations were found in 6/11 patients (55%).

Beside these & patients, no other circulating mutation was identified among the 43 patients with fully
interpretable circulating and bicpsy mutational analyses.

All these results are summarized in figure 1.

samples. Figure 1
Patients and methods pationts included
This retrospective study included all LAIBC who were treated by neoadjuvant chemotherapy and with available N=55 _/ \_
stored plasmas and biopsies at diagnosis. —
PIK3CA circulating mutations (H1047R/L, E542K, E545K) were detected by droplet digital PCR in plasma samples __,.-“‘f Te—
- - . e
= 25.5%
and tumor-tissue at diagnosis. Table 1 £FPE-based FIKICA £FPE-based PIKICA |‘IUMDR-TISSUE |
mutated patients wild-type patients
ToTAL FFPE PIKICA mutated FFPE PIKICA non-mutated N=14 N=41
Characteristics e patients patients
N=14 N=4]1
Median age at diagnosis
Years [min.max] 54.8 [33-87) 55.9 [43-78) 54.11 [33-87)
Exploitable cireulating Explaitable circulating @ PIKICA mutation
Histological subtype el 55 {100%) a7 14 [100%) 5] 41 {100%) DNA DNA
A Positive 53(96.4%)  Positive  13[929%)  Positive 0 (97.6%) N=11 N=32 @ PIK3CA wild-type
L Megative 2(3.6%) Hegative 1{%1%)  Negative 1[2.4%)
HER2+ and HR#/- 161{29%) 2 (14%) 14 [34%]
HERZ- and HRt- 16{25%) 6 (43%) 10 [24%)
MERZ: and MR+ 23{4%) 6 (43%) 17 [42%] Circulating Cireulating Circulating Circulating
12 20 {36.4%) 1-2 6[42.9%) 1-2 14 (34.1%) PIKICA PIKICA PIKICA PIKICA _
Tumer grade 3 34 [61.5%) 3 750%) 3 27 (65.9%) mutation i " tion wild CIRCULATING DNA
Unknow 1(18%)  Unknow  1(%1%)  Unknow 0 (%) s Nt ™ i
Median BMI at diagnosis ke 3006 [19-44.2] M.6(22.7-37.5] 311 (19-44.2]
[mim-max)
Premencpausal 24 |43.6%) Premenopausal 5 [35.7%) Premenopausal 19 (46.3%) 55% 0%
T Postmancpausal 31 {56.4%) Postmenopsusal 9 (64.3%) Pestmencpeusal 22 (53.7%) . .
Neoadjuwant chemotharapy es 55 (100%) Yes 14 {1005 fes 41 (100%)
Conclusion
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Corresponding circulating PIK3CA mutation was identified in 55% of non-metastatic IBC patients mutated on tumor-tissue.

No circulating mutation was found among non-mutated PIK3CA patients.
PIK3CA mutation status in LAIBC should rather be analyzed on tumor-tissue for futures interventional studies.
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cancer du sein inflammatoire non métastatique.

Résumé : Le cancer du sein inflammatoire (CSI) est un sous-type de cancer du sein agressif et de mauvais
pronostic, caractérisé par une rapide évolutivité tumorale. Aprés confirmation histologique, le traitement de
premiére ligne est basé sur la chimiothérapie. Une mutation somatique de PIK3CA est reportée dans 30%
des CSl, ciblée par les inhibiteurs spécifiques de la sous-unité alpha de PI3K de développement récent, tel
que I’alpelisib. L’objectif de cette étude était d’évaluer le taux de détection des mutations circulantes
PIK3CA au diagnostic chez les patientes suivies pour un cancer du sein inflammatoire non métastatique
présentant une mutation PIK3CA sur la biopsie initiale. Cette étude rétrospective monocentrique était basée
sur du matériel tumoral et circulant disponible au diagnostic et incluait toutes les patientes prises en charge
par chimiothérapie néo-adjuvante pour un CSI non métastatique. Les mutations PIK3CA (E524K, E544K,
H1047R/L) étaient évaluées par droplet digital PCR (ddPCR) au sein des échantillons plasmatiques et
tumoraux au diagnostic. Un total de 55 patientes traitées entre 2008 et 2018 sur le Centre Henri Becquerel,
avec suffisamment d’ADN extrait des biopsies tumorales ont été inclues. 14 patientes sur 55 (25%) étaient
mutées PIK3CA sur la biopsie initiale (H1047R=8 ; H1047L=3 ; E545K=2 ; E542K=1). Toutes les
mutations étaient uniques. Parmi elles, 11 patientes (79%) avaient assez d’ADN plasmatique pour I’analyse
mutationnelle circulante. Des mutations PIK3CA circulantes correspondantes ont été retrouvées chez 6/11
patientes (55%). Hormis ces 6 patientes, aucune autre mutation circulante PIK3CA n’a été identifiée parmi
les 43 patientes présentant du matériel tumoral et circulant de qualité suffisante pour permettre une analyse
mutationnelle interprétable. Nos résultats n’ont pas mis en évidence de valeur pronostique ou prédictive des
mutations PIK3CA au diagnostic des CSI non métastatiques, mais ont démontré la valeur pronostique du
taux d’ADN libre circulant (ADNIc) au diagnostic. Notre étude a permis d’identifier des mutations PIK3CA
correspondantes circulantes chez 55% des patients mutées sur biopsie initiale alors qu’aucune mutation
circulante n’a été trouvée parmi les patientes non mutées sur tissu tumoral. De futures études prospectives
de plus grande ampleur sont attendues pour déterminer 1’impact pronostique et thérapeutique des mutations
circulantes PIK3CA chez les patientes suivies dans le cadre d’un CSI non métastatique.

Mots clefs : Cancer du sein inflammatoire, mutations PIK3CA, ADN tumoral circulant, PCR digitale.

Title: Circulating PIK3CA mutation detection at diagnosis in non-metastatic inflammatory breast
cancer patients

Abstract: Inflammatory breast cancer (IBC) is an aggressive BC subtype with rapid onset and poor
outcomes. After biopsy confirmation, first-line treatment is based on systemic chemotherapy. A targetable
somatic PIK3CA mutation is reported in 30% of IBC, allowing for treatment by PI13Ka-specific inhibitors,
such as alpelisib. The aim of this study was to evaluate the detection rate of circulating PIK3CA mutation in
non-metastatic 1BC patients harbouring a PIK3CA mutation on initial biopsy. This monocentric
retrospective study was based on available stored plasmas and biopsies at diagnosis and included all non-
metastatic IBC patients who were treated by neo-adjuvant chemotherapy. PIK3CA mutations (E542K,
E545K, H1047R/L) were assessed by droplet digital PCR (ddPCR) in plasma samples and tumoral tissue at
diagnosis. A total of 55 patients treated between 2008 and 2018 in Henri Becquerel Center and with
sufficient DNA from tumor tissue were included. 14/55 patients (25%) had a PIK3CA mutation identified
on baseline biopsy (H1047R=8; H1047L=3; E545K=2; E542K=1). All mutations were single. Among
them, 11 (79%) patients had enough circulating DNA for circulating mutations analyses. Corresponding
circulating PIK3CA mutations were found in 6/11 patients (55%). Beside these 6 patients, no other
circulating mutation was identified among the 43 patients with fully interpretable circulating and biopsy
mutational analyses. Our results revealed no prognostic or predictive value of PIK3CA mutations at
diagnosis of non-metastatic IBC but highlighted a prognostic value of cfDNA rate at diagnosis. Our study
showed that corresponding circulating PIK3CA mutation was identified in 55% of non-metastatic IBC
patients with baseline somatic PIK3CA mutation on tumor tissue while no circulating mutation was found
among non-mutated PIK3CA patients. Further studies are needed to determine the prognostic and
therapeutic impact of circulating PIK3CA mutation in IBC patients.

Keywords: Inflammatory breast cancer, PIK3CA mutation, Circulating tumor DNA, Digital PCR.
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