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« Créer, c’est vivre deux fois »
Albert Camus, le Mythe de Sisyphe, 1942



« Et ideo mando, volo, laudo atque concedo in perpetuum, quod
omnes homines cuiqgumaque sint, vel undecumaque sint, sine aliqua
interpellatione, regant scholas de fisica in Montepessulano »

Extrait de I'Edit de Guilhem VIII, seigneur de Montpellier, proclamé en 1181



Serment d’'Hippocrate

En présence des Maitres de cette école,
de mes chers condisciples et devant l'effigie d'Hippocrate,

Je promets et je jure, au nom de I'Etre supréme, d'étre fidéle aux lois
de I'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et n‘exigerai jamais un
salaire au-dessus de mon travail.

Admis dans l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui
s'y passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon
état ne servira pas a corrompre les meeurs, ni a favoriser le crime.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres, je rendrai a leurs
enfants l'instruction que j'ai recue de leurs péres.

Que les hommes m’'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j'y
manque.
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Avant-propos

Le présent manuscrit correspond a une synthése en francais de la double revue publiée
en février 2022 dans le journal Cancers :
- Quesada S, Fabbro M, Solassol J. Toward More Comprehensive Homologous Recombination
Deficiency Assays in Ovarian Cancer, Part 1. Technical Considerations. Cancers (Basel). 2022
Feb 23;14(5):1132. doi: 10.3390/cancers14051132. PMID. 35267439, PMCID: PMC8909526.

- Quesada S, Fabbro M, Solassol J. Toward More Comprehensive Homologous Recombination
Deficiency Assays in Ovarian Cancer Part 2. Medical Perspectives. Cancers (Basel). 2022 Feb
21,14(4):1098. doi: 10.3390/cancers14041098. PMID. 35205846, PMCID. PMC8870335.

En amont de l'insertion de ces deux publications, nous proposerons une introduction
qui rappellera brievement les principales données médicales concernant les cancers de
I'ovaire, puis nous centrerons le propos sur le déficit de la recombinaison homologue ou
homologous recombination deficiency (HRD). En effet, cette altération moléculaire est
retrouvée dans environ 50 % des carcinomes séreux de haut grade de l'ovaire ou high-grade
serous ovarian carcinoma (HGSOC), qui constituent a la fois le type le plus fréquent et de
plus mauvais pronostic. Aprés avoir fourni une définition du HRD ainsi que ses causes et
conséquences, nous développerons les modalités d’évaluation actuellement validées en
pratique clinique. Nous détaillerons ensuite les principaux essais cliniques ayant évalué les

inhibiteurs de PARP dans le traitement des HGSOC, avec un focus sur lI'impact du statut HRD.

Ces publications ont pour ambition de proposer une approche «bench to bedside» et
intégrée du statut HRD, depuis les considérations techniques jusqu’aux réalités médicales,

avec un focus sur les perspectives de recherche.

En aval des publications, nous discuterons des limites techniques et médicales des
tests actuels, ainsi que les controverses soulevées. Nous discuterons ensuite des pistes de
recherche et proposerons des hypothéses de travail qui pourraient permettre leur affinement.

Nous effectuerons enfin une mise en perspective eu égard a la situation actuelle en

France concernant les recommandations nationales et européennes.
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I - Introduction sur les cancers de I'ovaire : considérations cliniques

En considérant les cing principales tumeurs malignes gynécologiques pouvant se
développer a partir de I'appareil reproducteur féminin (/.e. vulve, vagin, col de I'utérus, corps
de I'utérus et ovaire), les cancers de I'ovaire (englobant les cancers primitifs de I'ovaire, des
trompes de Fallope et du péritoine) représentent les plus létaux. En effet, avec 313 959
nouveaux cas et 207 252 déces rapportés en 2020, les cancers de 'ovaire sont classés au
8eme rang, tant en termes d‘incidence que de mortalité chez les femmes [1].

Cette létalité élevée s'expligue notamment par I'absence de stratégies efficaces de
dépistage en population et par I'aspect paucisymptomatique aux stades initiaux de la maladie.
Au niveau national, 5 193 nouveaux cas et 3 479 déces ont été rapportés en 2018, faisant
des cancers de |'ovaire les 8éme cancers les plus fréquents et la 5éme cause de déces par
cancer chez les femmes en France [2].

D’un point de vue histologique, ces lésions émergent dans 90 % des cas depuis les
cellules épithéliales conduisant aux cancers épithéliaux de I'ovaire (EOC) ; a l'inverse, les
cancers non épithéliaux comprennent les tumeurs germinales, les sarcomes, les lymphomes
et les tumeurs des cordons sexuels. De fait, les EOC englobent un ensemble hétérogéne
d'affections que I'on peut diviser en cing sous-types, selon leur histologie et leurs altérations
moléculaires : séreux de haut grade (HGSOC, qui représente 70 % des cas), endométrioide
(10 %), a cellules claires (10 % ), mucineux (3 %) et séreux de bas grade (< 5 %) [3].

Traditionnellement, les EOC étaient dichotomisés en tumeurs de type I et II. Le type I
regroupait les tumeurs liées a I'endométriose (i.e. les carcinomes endométrioides et a cellules
claires), les carcinomes séreux de bas grade et les mucineux, tandis que le type II comprenait
les HGSOC, les carcinome indifférenciés et les carcinosarcomes [4]. Fait intéressant, des
données moléculaires récentes ont remis en question cette classification [5].

En effet, chaque sous-type d'EOC présente ses propres caractéristiques, que ce soit
en termes d'épidémiologie, de facteurs de risque, de voies carcinogénétiques, de traitements
et de pronostic. Plusieurs facteurs de risque d’'EOC ont été caractérisés jusqu'a présent, tels
que le vieillissement, la présence d’antécédents familiaux d’'EOC, le nombre d'ovulations,
I'intoxication tabagique, l'inflammation tubaire, les saignements rétrogrades chroniques,
certains traitements hormonaux de la ménopause, I'endométriose ou encore le syndrome des

ovaires polykystiques [4,6].
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Les HGSOC, en plus de représenter la majorité des cas, constituent aussi le sous-type
le plus le plus agressif et meurtrier. Environ 70 % des patientes atteintes d'EOC sont
diagnostiquées a un stade avancé, correspondant aux maladies de stade III-IV de la
classification de la Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO).

Ce diagnostic a un stade avancé a un impact pronostique majeur : alors que le taux
de survie globale ou overall survival (OS) a 5 ans tous stades confondus est d'environ 40 %,
il existe une variation importante entre les stades I-II et les stades III-IV (80-95 % versus
10-30 %, respectivement) [7,8].

Pour les HGSOC de stades avancés, le traitement standard de 1ére ligne (tout comme
la 1ére rechute) repose principalement sur la chirurgie de cytoréduction maximale, associée
a une thérapie systémique a base de paclitaxel et carboplatine [9,10]. La chirurgie de
debulking reste recommandée au début de la prise en charge avec comme objectif la
résection compléete. Celle-ci peut étre soit initiale soit si elle n‘est pas réalisable survenir au
décours d’'une chimiothérapie néoadjuvante (chirurgie dite d‘intervalle). Ce choix entre les
deux stratégies implique notamment des critéres d’opérabilité et de résécabilité [11].

Environ 70 % des patientes présentent une réponse initiale aux sels de platine. En
dépit d’'une séquence initiale thérapeutique permettant I'entrée en rémission, une rechute
est cependant observée dans environ 75% des cas. Cette rechute est associée a l'apparition
plus ou moins tardive d'une résistance aux sels de platine et conduit inéluctablement a
I'entrée dans une phase palliative de la maladie et au déces [7].

L'avenement des thérapies ciblées s’est appliqué aussi aux EOC et a pu permettre le
développement des traitements de maintenance dans le but d'améliorer le pronostic des
patientes atteintes d'HGSOC. Le bevacizumab, un anticorps monoclonal ciblant le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) initialement développé pour le cancer colorectal
métastatique, s'est révélé efficace pour I'amélioration de la survie sans progression ou
progression-free survival (PFS) via son utilisation en association avec la chimiothérapie initiale
plus en traitement d'entretien de 1ére ligne, ainsi que lors de la rechute initiale [12—14]. Bien
gu’amenant un avantage indéniable sur la PFS, I'impact de I'adjonction du bevacizumab sur
I'OS reste controversé a ce jour, avec des résultats discordants [15-18].

Notons dés lors que nous utiliserons par convenance et selon l'usage général le terme
de PFS dans la suite de ce manuscrit (notamment pour le traitement de maintenance) de 1¢r

ligne, bien que « survie sans rechute » serait plus exact en cas d'absence de résidu tumoral.
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Au-dela du bevacizumab, une nouvelle classe thérapeutique a émergé au cours de la
derniére décennie, a savoir les inhibiteurs de poly(adénosine diphosphate-ribose) polymérase
(PARPI), avec un impact substantiel sur le pronostic des patientes [19,20]. Ceci a ainsi conduit
a l'intégration des PARPi dans les recommandations nationales et internationales ainsi qu’en
pratique clinique, tant en traitement d’entretien de 1ére ligne qu’en rechute [21-28].

Cependant, leur efficacité et par voie de conséquence leur prescription dépend de

caractéristiques biocliniques que nous discuterons dans ce manuscrit.
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II — Pathologie moléculaire des cancers épithéliaux de l'ovaire

L'impact de la présence d'antécédents familiaux sur le risque de développer un EOC a
ouvert la voie a la susceptibilité génétique au niveau constitutif. Sur la base des données du
The Cancer Genome Atlas (TCGA) ainsi que dautres consortiums, il est estimé qu’environ
15 % des patientes avec un HGSOC sont porteuses d'une mutation germinale d’un des genes
Breast Cancer, a savoir BRCA1 ou BRCA2[29,30]. Ces altérations seront par la suite abrégés
en gBRCA* lorsque nous ferons référence indistinctement aux 2 génes ; autrement, nous
utiliserons gBRCA1* et gBRCAZ*, respectivement. De méme, lorsque nous parlerons de
I'anlyse combinée des deux genes, nous utiliserons I'abréviation BRCA1/2.

Cette altération germinale entraine un risque cumulé de développer un EOC a I'age de
80 ans de 44 % (gBRCAI*) et 17 % (gBRCA2%), contre 1,4 % dans la population générale
[31]. En sus des EOC, les porteurs de gBRCA* présentent un risque majoré de cancer du
sein, ce qui a conduit a nommer initialement ce syndrome en « syndrome sein-ovaire » ou
hereditary breast and ovarian cancer (HBOC) ; les gBRCAZ* augmentent le risque de
développer des adénocarcinomes de la prostate et du pancréas [31,32]. Les patientes
porteuses de gBRCA1* développeront un EOC a un age plus jeune par rapport a la population
générale, ce qui n‘est pas retrouvé en cas de gBRCAZ*.

La forte prévalence de ces mutations germinales chez les patientes atteintes d’'EOC a
conduit a proposer un test génétique ou tout du moins un conseil génétique lors du diagnostic
d’EOC de haut grade, d'autant plus a un age jeune (ie. < 70 ans) et/ou en contexte
d’antécédents familiaux d’'EOC ou de cancers du sein [23,30,33,34].

De plus, une annexectomie bilatérale prophylactique peut étre proposée en contexte
de gBRCA*, conduisant a une réduction du risque carcinologique [35]. Par ailleurs, des cas
plus rares d'épimutations constitutives par un mécanisme d’hyperméthylation aberrante du
promoteur de BRCAI ont été rapportées [36,37].

Par-dela BRCA1 et BRCAZ, d'autres mutations germinales ont été décrites au sein des
genes regroupés sous l'idiome « HBOC genes ». Bien que la liste univoque des HBOC genes
ne soit pas déterminée de maniere définitive, elle inclut notamment I'analyse d'un panel de
genes, incluant RAD51C, RAD51D, PALB2, BARDI et BRIP1; l'ensemble de ces mutations

représente une fréquence cumulée d'environ 5 % [38,39].

36



La présence de mutations germinales des genes impliqués dans la réparation des
mésappariements (AMLH1, hMSHZ2, hMSH6 et PMSZ2) conduisant au syndrome de Lynch,
augmente aussi le risque d'EOC ; notons cependant une histologie endométrioide [40].

Dans la méme dynamique que pour les autres localisations cancéreuses telles que le
cancer colorectal, la connaissance des altérations génétiques constitutives a été le point de
départ pour décrypter la carcinogenese moléculaire des EOC.

En ne se restreignant pas au contexte germinal, des mutations exclusivement
somatiques ont été rapportées dans environ 4 % et 3 % (SBRCAI* et sBRCAZ*,
respectivement) des cas d'HGSOC [29,41].

De maniére plus générale, la carcinogenese ovarienne repose sur quelques voies
cruciales [4]. En effet, 7P53 est retrouvé muté dans environ 96% des HGSOC, ceci de
maniére précoce dans le processus carcinogénétique et selon une perspective de driver
mutation [42,43]. Notons que les données du TCGA ont rapporté la présence d’altérations
génétiques récurrentes dans un ensemble restreint de genes tels que NF1, CCNE1, PTEN,
RB1 et CDK12.

Par-dela les altérations génétiques identifiés, les HGSOC sont caractérisés dans
environ la moitié des cas par un déficit de la recombinaison homologue (HRD), conduisant a
une instabilité génomique [29,44].
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III — Mécanistique de la réparation de I’ADN et HRD

Les mutations de I'ADN représentent une des pierres angulaires du processus
carcinogénétique et les systemes de réparation de I'ADN constituent donc des gardiens du

génome [45]. Plusieurs mécanismes de réparation coexistent (figure 1).

Physique Chimique Biologique Intrinseque
(e.g. ultraviolets, (e.g. carcinogénes exogénes, (e.g. virus de I’hépatite C, (e.g. erreur de
radiation ionisantes) radicaux libres endogenes) Helicobacter pylori) réplication de I’ADN)

U

[ SSB ] [ Adduit / pont ] [ Mismatch ] [ DSB ]

XEC D¢ DX <
v v v v

BER NER MMR HR NHEJ

Mécanisme
inducteur de lésion

Type de
lesion

PARP1 Famille des MLH1 PMS2 ATM MRNc 538P1

PARP2 protéines XP MSH1 MSH6 BRCALBRCA2 Ku70 Kugo
RAD51 PALB2 MRNC PKcs

Mécanisme de
réparation

Figure 1 : types de lésions et mécanismes de réparation de I’ADN

Abréviations : BER = réparation par excision de base ; DSB = cassure double brin ; HR = recombinaison
homologue ; MMR = réparation des mésappariements ; MRNc = complexe MRN ; NHEJ = réparation par jonction
d’extrémités non homologues ; NER = réparation par excision de nucléotide ; SSB = cassure simple brin ; XP
= xeroderma pigmentosum.

Nota bene : sous chaque mécanisme de réparation sont indiquées les principales protéines impliquées, sans
prétendre a I'exhaustivité dans une volonté de clarté pédagogique.

Chaque mécanisme de réparation suit un processus en 3 étapes a travers un ensemble distinct de protéines =

1/ capteurs de Iésion, 2/ protéines effectrices, 3/ ADN ligase. Le mécanisme MMEJ] est décrit dans le texte.

Schématiquement, les dommages a I'ADN ont quatre étiologies principales : les
altérations physiques (/.e. rayonnements ultraviolets et radiations ionisantes), chimiques (soit

endogenes via les radicaux libres, soit exogenes via les carcinogenes), biologiques (/.e. lors
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de linfection par certains agents microbiologiques) ou intrinseques (e.g. erreurs de
réplication de I'ADN) [46].

La réparation par excision de base (BER) et la réparation par excision de nucléotide
(NER) sont des mécanismes respectivement impliqués dans la réparation des cassures
simple-brin (SSB) et dans les Iésions plus volumineuses de types ponts et adduits. Par ailleurs,
une mauvaise incorporation de nucléotides créant des mésappariements conduit a la voie
dite de réparation des mésappariements ou mismatch repair [47].

Les cassures double-brin (DSB) représentent le type de lésion de I'ADN le plus
dangereux pour les cellules car elles peuvent potentiellement entrainer une perte de régions
d'ADN et/ou des mécanismes de translocations avec fusions de génes. Face a une DSB, la
cellule utilisera deux mécanismes de réparation majeurs : la recombinaison homologue (HR)
et la réparation par jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) [44,48].

La NHEJ est efficace tout au long du cycle cellulaire et implique un ensemble de
protéines : le processus simplifié consiste a reconnaitre, réséquer et ligaturer les extrémités
d'ADN libres, conduisant a une accumulation de mutations d'ADN dans les zones impliquées
par ces jonctions. La protéine 53BP1 constitue un des acteurs clés d’orientation vers un
mécanisme NHEJ [49]. En sus du NHEJ « canonique », il existe un NHE] alternatif intitulé
jonction d'extrémités médiée par les microhomologies (MMEJ), reposant sur I'utilisation de
séquences avec microhomologies a proximité de la DSB, conduisant a des réparations de
I’ADN avec des délétions [50].

Inversement, le mécanisme HR permet une réparation précise de I'ADN en utilisant la
chromatide sceur intacte comme matrice ; ce dernier point signifie que ce mécanisme est
restreint aux phases S et G2 du cycle cellulaire, assurant la réplication fidele de I'ADN [51,52].

Schématiquement, la recombinaison homologue suit un panel d'étapes successives
(Figure 2). Notons que le descriptif proposé ici a été simplifié, puisque de nombreuses
protéines supplémentaires ont été caractérisées, aspects que nous ne développerons par ici

dans un souci de clarté pédagogique.
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1 : apparition d'une cassure double brin de I’ADN

- (RAD50 RADS0) ~

2 : recrutement du complexe MRN S R
2B
ATM
3 : phosphorylation de BRCA1 par ATM puis o y
recrutement de BRCA1 sur le site de la cassure 0
4 : action des exonucléases puis stabilisation W %8 G_
7 Yy . . 4) BRCA1
des extremites simple brin par RPA Fro
PALB2
BRCA!
5 : recrutement de BRCA2 via PALB2 puis PALBB:C/}\?AW Exu@'}
BRCA1 _# .

chargement des recombinases RAD51

6 : invasion de la chromatide soeur

Par I'action de RAD51 puis polymérisation 4‘, pol ¥

7 : résolution de la cassure double brin

Figure 2 : représentation schématique de la recombinaison homologue
Figure adaptée de Wu et al. [52]. Nota bene : les protéines MRE11, RAD50 et NBS1 correspondent au complexe.

Exo correspond aux exonucléases. Pol correspond au polymérases impliqguées dans la seconde partie du

processus, aspect qui n'est pas détaillé ici.

Celle-ci commence par la reconnaissance d’'une DSB par le complexe MRN (composé
des protéines MRE11, RAD50 et NBS1) et par le recrutement de la protéine kinase ATM, qui
est au carrefour de la réparation des DSB. En effet, ATM va phosphoryler les protéines BRCA1
et CHEK1/2, conduisant respectivement a l'initiation du mécanisme HR et a I'arrét du cycle
cellulaire [47]. La protéine BRCA1 ainsi phosphorylée va étre recrutée sur le site de la DSB
ou elle activera plusieurs exonucléases, conduisant a la formation d’extrémités simple brin
qui seront stabilisées par les protéines RPA. Ceci conduira au recrutement de BRCA2 et de

PALB2, permettant le chargement des protéines RAD51 en remplacement des RPA. Les
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recombinases RAD51 (dont RAD51C et RAD51D sont les principales protéines paralogues)
ainsi chargées favoriseront I'invasion des brins de la chromatide sceur homologue, conduisant
in fine a la réparation fidele de I'ADN.

Notons que la recombinaison homologue implique notamment un remodelage de la
chromatine, impliquant : le positionnement des nucléosomes sur I'ADN, les modifications
post-traductionnelles des histones (PTM; principalement méthylation, acétylation,
phosphorylation, ubiquitination et SUMOylation) et le remodelage global de la chromatine
[53,54]. Plusieurs PTM des histones ont été décrites en contexte de DSB, participant
notamment au choix entre les voies HR et NHEJ [55]. Notons plus spécifiquement la
phosphorylation de H2AX sur la position sérine 139 (y-H2AX), constituant un événement
précoce et caractéristique des DSB [56].

Ainsi, un défaut de I'un des acteurs de ce mécanisme de réparation conduit a un déficit
en recombinaison homologue (HRD), situation dans laquelle les cellules réparent le DSB par
des mécanismes plus sujets aux erreurs que sont la NHEJ et la MMEJ, ouvrant la voie a une

promotion de l'instabilité de I'ADN.
De par son importance et sa fréquence dans les HGSOC, une connaissance

approfondie de I'HRD est essentielle. Par-dela I'aspect mécanistique que nous venons de

décrire, le statut HRD peut étre appréhendé selon une dichotomie : causes et conséquences.
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IV — HRD : causes

Concernant la partie étiologique du HRD, plusieurs niveaux ont été décrits jusqu'a

présent, qui peuvent étre séparés en deux groupes

altérations épigénétiques.

Une seconde dichotomie peut étre appréhendée, selon que la cause est liée ou non a
une altération de BRCA1/2. Bien qu'initialement décrit a travers les altérations germinales et
somatiques de BRCA1/2 (représentant environ 30% des cas d’'HGSOC), un statut HRD est
cependant retrouvé dans environ 50% des cas. Ce « reliquat » d’environ 20% de patientes
présentant un statut HRD en dépit d'un contexte BRCA de type sauvage (BRCA"Y) a conduit
au concept de BRCAness. Celui-ci se définit comme tout phénotype HRD non causé par une

altération directe de BRCA1/2 (Figure 3) [57].

BRCAness
HRR genes HRR genes
(mutations et LR) (épimutations)
amplification miRNA
, Autres Autres
d’'EMSY mécanismes mécanismes IncRNA
tBRCA1/2 méthylation
(mutations et LR) de BRCA1
Genetique Epigénétique

Figure 3 : mécanismes a l’'origine d'un déficit de recombinaison homologue
Abréviations : HRD = déficit de la recombinaison homologue ; HRR genes = genes liés a la recombinaison
homologue ; IncRNA = ARN long non-codant ; miRNA = micro ARN ; LR = grand réarrangement (/e. variant

structurel) ; {BRCA = BRCA tumoral.
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Sur le versant génétique :

Les altérations de BRCA1 et BRCAZ sont les altérations les plus fréquentes et les mieux
caractérisées. Ces deux génes appartiennent a la famille dite des caretaker genes, impliqués
dans le maintien de l'intégrité du génome. La mutation de ces genes ne conduit pas a une
transformation cellulaire per se. Cependant, les altérations génétiques permises par ce déficit
provoquent de maniére indirecte l'initiation et la promotion de la carcinogenése par
I'inactivation de genes suppresseurs de tumeurs, par I'amplification de proto-oncogénes et
par un processus d'instabilité génomique.

Du fait de leurs structures différentes, les protéines BRCA1 et BRCA 2 présentent des
fonctions cellulaires distinctes. Outre la recombinaison homologue et la protection des
fourches de réplication qui ont été caractérisées aussi pour BRCA2, la protéine BRCA1 est
impliquée dans une variété de processus, tels que la régulation du cycle cellulaire, le
remodelage de la chromatine et I'apoptose [52,58,59].

Les altérations les plus fréquentes et les plus connues sont des mutations courtes dans
les génes BRCA1/2, entrainant une perturbation de la séquence codante (mutations faux-
sens, non-sens ou frameshift) qui provoquent la perte de fonction protéique ou la constitution
d’'une forme dominante négative [60].

Selon I'hypothése du two-hit de Knudson, en contexte de mutation germinale
(gBRCA*), toutes les cellules du patient portent déja une copie inactive de BRCA (first-hit);
ainsi, la perte du deuxieme allele (second-hit), qui se produit principalement par perte
d'hétérozygotie (LOH pour /loss of heterozygosity), est la seule étape nécessaire pour
conduire a un phénotype HRD [61]. Hors contexte germinal, la présence de deux altérations
successives somatiques (SBRCA*) est nécessaire pour développer un statut HRD.

Il a été suggéré que I'haploinsuffisance de BRCA en contexte gBRCA* pourrait étre
suffisante pour initier la tumorigenése suite a une mutation de 7P53, sans nécessité de
second-hit [62]. Cette hypothese est étayée par le fait qu’une rétention de I'allele normal
(c'est-a-dire sans LOH) a été rapportée dans 7 % et 16 % (gBRCAI* ou gBRCAZ*) des cas
de HGSOC [63].

Comme dit précédemment, il est estimé que les mutations gBRCAI* et gBRCAZ*
constituent 8 % et 6 % des cas de HGSOC, respectivement. De plus, des mutations sBRCAI1*

et SBRCAZ* sont retrouvés respectivement dans 4 % et 3 % supplémentaires [29,64].
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Par ailleurs, il a été récemment rapporté que des altérations de types variants
structurels ou /arge rearrangements (LR) a I'échelle multimégabase affectant BRCA1/2 et
conduisant donc a un statut HRD pouvaient affecter jusqu'a 16 % des patientes [65].

En contexte BRCA" et donc BRCAness, des mutations bialléliques dans les genes
associés au processus HR (HRR genes) ont été décrites, représentant environ 5% des cas
[66—68]. Tout comme pour BRCA1/2, des LR affectant ces HRR genes (tels que RAD50C/D),
ont été rapportés [69].

Fait notable, le statut HRD peut étre la conséquence de I'amplification d'EMSY (codant
un répresseur de transcription interagissant avec BRCA2) ; cette altération est retrouvée dans
environ 5 % des cas [70,71]. Inversement, un sous-ensemble spécifique des HGSOC présente
une amplification de COVEI ; cette altération moléculaire est caractérisée non seulement par
un mauvais pronostic mais aussi par une voie carcinogenése moléculaire distincte associée a

un statut HR fonctionnel ou Aomologous recombination proficiency (HRP) [72].

Sur le versant épigénétique :

L'hyperméthylation du promoteur de BRCAI peut également conduire a une perte
d'expression de BRCA1[73]. Les données du TCGA ont révélé que ce mécanisme conduisant
a un statut HRD était retrouvé dans environ 11 % des cas de HGSOC [29]. Selon une méta-
analyse basée sur 16 études, cette hyperméthylation du promoteur de BRCAI est retrouvée
dans environ 16 % des EOC [74]. Une étude récente, qui a analysé 88 cas d’'EOC a retrouvé
une hyperméthylation des promoteurs de BRCA1 et BRCAZ dans respectivement 19,3 % et
4,6 % des cas, alors que l'impact de ces épimutations affectant BRCAZ était considéré comme
anecdotique jusqu’alors [75]. La méthylation du promoteur dans d'autres HRR genes, tels
que RAD51Cet PALB2 a aussi été décrite dans les HGSOC [60,76].

Outre les ARN messagers codant les protéines, la surexpression de certains microARN
(miRNA), tels que miR-509-3p et miR-211, conduit a une inhibition du processus HR [77,78].
De maniére similaire, certains ARN longs non codants (IncRNA) comme EBIC ont été montrés
comme influant sur l'efficacité du mécanisme HR [79]. Fait intéressant, il a été suggéré que
la dérégulation des miRNA pouvait étre causée par des altérations de la méthylation,

impliquant un dialogue moléculaire entre ces deux processus épigénétiques.
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Par-dela la méthylation et I'expression génétique, d'autres marques épigénétiques sont
a l'étude, bien qu‘a I'heure actuelle il n'existe pas de preuve clinique que de telles
modifications épigénétiques puissent directement conduire a un statut HRD en contexte
d'HGSOC [80]. Relevons cependant que la dynamique de la chromatine, que ce soit via les
PTM des histones, le positionnement des nucléosomes et I'organisation spatiale du génome
peut agir comme un silencer d’expression génique. Ainsi, il apparait plausible que le
remodelage de la chromatine puisse expliquer (tout du moins en partie) certains cas d'HRD
[81]. En effet, plusieurs PTM des histones ont été décrites comme participant au processus
de résolution des DSB, notamment en orientant le choix entre les voies HR et NHEJ [82,83].
Pour exemple, l'acétylation H4K16 et la triméthylation H3K36 agissent en synergie et sont

nécessaires pour la réalisation du processus HR apres une DSB [84,85].

En conclusion, bien qu'ils ne soient pas facilement transposables a la pratique clinique
actuelle, de nombreux mécanismes épigénétiques complexes impliqués dans I’'HR ont été
décrits jusqu'a présent et pourraient étre développés a I'avenir pour une meilleure définition

des patientes avec un statut HRD.
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V — HRD : conséquences

La pierre angulaire du HRD est la promotion d’une instabilité génomique, qui conduit
a diverses conséquences, classables en trois catégories : les altérations génétiques, les

marqueurs épigénétiques et les phénotypes fonctionnels (Figure 4).

S;er;snb;lltt‘e > Survie améliorée
selsdeplatine | asssssssssssss i
PARPI PFS-0s

Instabilité génomique
Microlésions lésions pro-oncogéniques Marques épigénétiques
mutations ponctuelles méthylation - PTM
signature 3 (via MMEJ) remodelage de chromatine

Macrolésions Profils d’expression
LOH - LST - TAI ARN - protéines

Normal

] LOH.Q .§ST TAI\
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Figure 4 : conséquences d’'un déficit de la recombinaison homologue
Abréviations : HRD = déficit de la recombinaison homologue ; LOH = perte d’hétérozygotie ; LST = état de
transition a grande échelle ; MMEJ = jonction d'extrémités médié par les microhomologies ; OS = survie globale
; PFS = survie sans progression ; PARPi = inhibiteur de poly(adénosine diphosphate-ribose) polymérase ; PTM
= modification post-traductionnelle ; TAI = déséquilibre allélique des télomeéres.
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Sur le versant génétique, les altérations de I'ADN peuvent étre divisées en deux
classes : les microlésions (affectant un a quelques nucléotides) et les macrolésions (affectant

de plus grandes régions d'ADN, jusqu'a plusieurs mégabases).

A I'échelle microlésionnelle, les altérations de BRCA (causées par des altérations
germinales, somatiques ou par une hyperméthylation du promoteur de BRCA1) conduisent a
un schéma caractéristique de substitutions de bases, nommé signature 3 [86—88]. Cette
signature présente une distribution relativement homogéne a travers le génome. De plus,
elle se caractérise par un nombre élevé de délétions causées par une utilisation alternative
du mécanisme MMEJ]. Fait notable, la présence de mutations de BRCA1/2 conduit a une
multiplication par 7 du taux mutationnel, favorisant ainsi I'oncogenese et I'hétérogénéité
intratumorale [89]. En plus des altérations de BRCA1/2, cette signature 3 a aussi été

observée en contexte BRCAness [90-92].

A l'échelle (sub)chromosomique, I'HRD entraine certains réarrangements
caractéristiques [93]. Plusieurs types de LR ont été décrits, regroupés sous le terme global
de cicatrices génomiques ou genomic scars, puisque constituant une empreinte permanente
et irréversible de l'instabilité génomique globale liée a I’'HRD [94]. Ainsi, un panel spécifique
d'altérations du nombre de copies (par suppressions, duplications, inversions et
translocations) a été de prime abord caractérisé par hybridation génomique comparative sur
puce en contexte BRCA* puis dans les tumeurs BRCAness [95,96].

Plus précisément, trois types d'altérations sont spécifiquement enrichies dans les
tumeurs avec HRD : LOH, état de transition a grande échelle (LST pour /arge-scale state
transitions) et déséquilibre allélique des télomeres (TAI pour telomeric allelic imbalance). Le
LOH en contexte HRD est défini des délétions > 15 mégabases (Mb) et inférieures a une
perte chromosomique totale [97]. Le TAI correspond a un déséquilibre allélique > 11 Mb au
sein des régions des télomeres [98]. A l'inverse, le LST fait référence a un déséquilibre
allélique > 10 Mb entre des régions génomiques adjacentes [99]. Dans le cadre de I'HRD,
ces altérations se retrouvent de maniére relativement homogéne a travers le génome, et leur

enrichissement global permet de définir un score d'instabilité génomique (GIS) [100].
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En plus des altérations génétiques, le statut HRD est également associé a des
altérations épigénétiques. Cependant, le lien causes/conséquences est plus difficile a établir
ici ; en effet, ces altérations peuvent précéder, maintenir ou découler de I'HRD. A I'échelle
de I'expression génique, des profils d’expression spécifiques ont été décrits pour les tumeurs
mutées BRCA et BRCAness, avec cependant des distinctions selon le géne affecté (BRCA1 vs
BRCA2) et selon le mécanisme causal (gBRCA* vs sBRCA* vs BRCAness) [101,102].

Plusieurs autres marques épigénétiques ont été associés au statut HRD, telles qu’un
pattern de PTM, avec des niveaux inférieurs d'acétylation de H4K12/16 et une surexpression
du gene codant HDAC6 [103,104]. Un réseau de 30 protéines co-exprimées permet de
distinguer les tumeurs HRD et HRP [104]. Fait majeur, 'HRD conduit a I'absence de
recrutement de RAD51 sur les DSB, empéchant la formation de RAD51 foci[105,106].

Au niveau fonctionnel, les tumeurs HRD présentent certaines particularités, dont un
métabolisme distinct, reposant davantage sur la phosphorylation oxydative que sur la
glycolyse [107]. Par ailleurs, une charge mutationnelle tumorale, une charge en néo-
antigénes et un niveau d’expression de HLA-I plus élevés ont été décrits [108]. Ceci est en
accord avec l'augmentation des lymphocytes CD8+ infiltrant la tumeur et avec |'expression
plus élevée des protéines PD-1/PD-L1 observée dans les HGSOC avec tBRCA* [109].

Cliniquement, les tumeurs avec HRD ont une sensibilité accrue aux sels de platine et
aux PARPi, bien que des différences existent en fonction du mécanisme HRD sous-jacent
[105,110]. Les sels de platine reposent principalement sur la génération de DSB via des
liaisons covalentes avec I'ADN, Iésions que les cellules avec HRD réparent mal [111].

Concernant les PARPi, la sensibilité des tumeurs HRD est basée sur la létalité
synthétique. Ce concept repose sur le fait que les cellules cancéreuses portent des défauts
génétiques qui ne sont pas létaux per se, mais qui le deviennent lorsqu'ils sont combinés
avec une seconde altération [112]. Lors de I'utilisation des PARPi, la létalité synthétique se
produit en raison de l'incapacité des tumeurs avec HRD a prendre en charge de maniéere
fiable les DSB.

Les protéines PARP1 et PARP2 (appartenant a une grande famille de 17 protéines)
jouent un role clé dans la réparation des SSB, principalement via le mécanisme BER

[113,114]. Par conséquent, |'utilisation de PARPi altére cette voie : les SSB ainsi accumulés
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vont progresser vers la formation de DSB. Dans les cellules avec HRP, ces DSB seront réparés,
permettant une survie cellulaire. En revanche, les cellules avec HRD accumuleront des DSB,

conduisant a la mort cellulaire /n fine.
En termes de pronostic, les patientes présentant des HGSOC avec HRD ont tendance
a avoir une PFS et une OS améliorées, en partie causées par de meilleures réponses aux

traitements [106] .

Ainsi, une évaluation précise et fiable du statut HRD apparait essentielle pour s’orienter

vers une médecine personnalisée.
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VI — Méthodes d’évaluation du statut HRD validées en pratique clinique

En raison de I'impact potentiel du statut HRD sur la prise en charge des patientes avec
un HGSOC, plusieurs tests ont été développés pour son évaluation ; alors que certains sont
actuellement restreints a la recherche, d'autres sont utilisés comme tests compagnons ou
companion diagnostic assays (CDx) avant la prescription de PARPi. Dans cette section ne
seront décrits que les CDx et méthodes utilisées en pratique clinique. La description technique

exhaustive est retrouvée dans la partie 1 de la double revue jointe a ce manuscrit.

A ce jour, 3 CDx ont recu |'approbation de la Food and Drug Administration (FDA) pour
les EOC [116]. Notons qu'il existe une distinction organisationnelle entre la situation aux USA,
en Europe et plus spécifiqguement en France. Cet aspect sera approfondi dans une section
spécifique de ce manuscrit. II semble cependant nécessaire d'avancer des a présent le fait
gu’aux USA, I'utilisation d’'un CDx (en vue de rechercher une altération moléculaire distincte
et ce préalablement a la prescription d'une molécule donnée dans un contexte pathologique

donné) est soumise a |'approbation spécifique de la FDA.

Selon la dichotomie causes/conséquences précédemment décrite, I'évaluation du
statut HRD repose principalement sur deux stratégies : la recherche de mutations génétiques

(causes) et/ou la présence de cicatrices génomiques (conséquences).

Sur le versant « causes », |'évaluation du statut mutationnel de BRCAI et BRCAZ2
représente une approche essentielle dans la prise en charge des HGSOC. Cette évaluation
peut se faire de maniere ciblée sur BRCA1/2 ou via une approche de séquencage multipanel,
en raison du co(t réduit de ce type de test et de la détection de potentielles mutations
actionnables touchant d'autres genes que BRCA1/2.

Selon le contexte, I'analyse de BRCA1/2 peut étre effectuée soit en constitutif sur
prélevement sanguin (/e. recherche de mutation gBRCA*), soit directement dans la tumeur
(7.e. recherche de mutation tBRCA*).

Il est important de relever une distinction majeure. Alors que la détection d’'une

mutation gBRCA* implique la présence d'une mutation tumorale (ie. tBRCA*) sauf cas
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exceptionnels, l'inverse n'est pas vrai. En effet, la détection d'une mutation tBRCA* a partir
de tissu tumoral peut révéler 2 situations distinctes : soit reliée a sBRCA* ou a gBRCA*.

Concernant le choix dans la priorisation entre séquencage de gBRCA et de tBRCA et
la recherche systématique d’une altération germinale, les recommandations nationales et
internationales présentent certaines divergences qui seront discutées ultérieurement dans ce
manuscrit ; néanmoins, I'évaluation de mutations ¢BRCA* pour tout cancer EOC de haut
grade nouvellement diagnostiqué représente une directive consensuelle [9,21-
24,26,27,30,33,34,117]. L'autre aspect indiscutable réside dans l'orientation systématique
vers un conseiller en génétique suite a la détection d'une lésion tBRCA*, au vu des
implications importantes en termes de risque héréditaire. Pour rappel, les gBRCA*
représentent la fraction majeure des tBRCA* dans les HGSOC.

Pour ce qui est de I'analyse de la séquence des genes BRCA1/2, le taux de variants de
signification indéterminée (VUS), qui était a l'origine de 84 % lors du développement initial
des tests BRCA1/2, est descendu a environ 10 % en raison de la reclassification itérative et
de I'affinage des VUS, notamment par le biais du Consortium of Investigators of Modifiers of
BRCA [118]. L'analyse germinale de BRCA1/2 doit étre effectuée dans une perspective de
détection des micro- et des macrolésions, puisque comme dit précédemment les LR

constituent une fraction non négligeable des altérations de BRCA1/2.

Pour I'analyse germinale, MyriadGenetics (MG) a développé le BRACAnalysis® CDx
(BA-CDx). Les séquences codantes entiéres des genes BRCA1/2 sont incluses (ainsi que les
régions promotrices et les limites intron/exon). Les mutations ponctuelles et les /indels courts
sont analysés par polymérisation par réaction en chaine puis séquencage Sanger, tandis que
les LR sont détectés par un systéme propriétaire intitulé BART® CDx. MG utilise de méme sa
propre banque de données privée pour la classification des variants retrouvés. En 2014, ce
CDx est devenu le premier a bénéficier d'un aval de la FDA comme préalable a la prescription
d’olaparib (un PARPi) pour le traitement des patientes atteintes d'EOC avec gBRCA* et qui
avaient précédemment recu > 3 lignes de chimiothérapie [119].

Hors situation aux USA et essais cliniques, I'évaluation -tant tumorale que germinale-
se fait dans des laboratoires publics ou privés (avec une accréditation spécifique pour la
recherche germinale) et selon une technologie analogue au BA-CDx. La principale limite du

BA-CDx (et de la recherche de gBRCA* de maniere générale) réside dans le fait que ceci ne
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permet que la recherche exclusive des mutations germinales. Ainsi, un résultat négatif
n'exclut pas la présence d’'une mutation tumorale exclusivement somatique. BA-CDx est
actuellement approuvé par la FDA dans 3 situations distinctes pour lesquelles I'évaluation de
gBRCA* est un prérequis pour la prescription de PARPi (cf. section suivante - tableau 1).
Pour les mutations somatiques des HRR genes, les données obtenues jusqu’alors a
partir des essais cliniques randomisés (RCT) ayant évalué les PARPi dans le traitement des
HGSOC ont donné des résultats contrastés, ne permettant pas de les positionner comme
prédictifs d'efficacité des PARPi. Ainsi, la recherche systématique de mutations dans les HRR

genes n'est pas indiquée dans les recommandations [9,24,30,33,120].

Concernant les conséquences de I'HRD, les techniques validées a I'heure actuelle sont
basées en partie sur I'évaluation des genomic scars. 1l s'agit de FoundationFocus CDxBRCA-
LOH® (FF-CDx) développé par FoundationMedicine (FM) et de MyChoice-CDx® (MC-CDx)
développé par MG [24,117]. Ces 2 CDx sont effectués sur prélevement tumoral (/.e. tissu fixé
au formol et inclus en paraffine ou FFPE) et combinent le séquencage de tBRCA et |'évaluation
du degré de genomic scars. Dans ces contextes, puisque |'analyse de BRCA1/2 se fait sur du
tissu tumoral, il N’y a pas de distinction entre gBRCA* et tBRCA*. Ces deux techniques sont
basées sur une approche de séquencage a haut débit : construction d’une libraire
pangénomique, hybridation sur puce utilisant des single nucleotide variants répartis sur tout
le génome, puis amplification et séquencage des séquences capturées et analyse des
données [121-124].

Cependant, elles different dans I'évaluation du score d‘instabilité génomique (GIS) :
alors que FF-CDx se restreint a évaluer le degré de LOH a I'échelle pangénomique, MC-CDx
utilise une somme des 3 altérations précédemment décrites que sont LST, LOH et TAI afin
d’obtenir un score global d'instabilité génomique.

Concernant FF-CDx, un échantillon est considéré comme HRD si la tumeur présente
une mutation de tBRCA* et/ou un score LOHrm élevé. Afin de déterminer un seuil de LOHgwm
pangénomique permettant de discriminer les tumeurs HRD des non-HRD, les données du
TCGA ont été utilisées et ont permis d'établir initialement ce seuil LOHrv a 14 % [125].

Par la suite, une validation clinique a été effectuée sur un sous-ensemble d'échantillons
provenant des cohortes des essais STUDY10 (NCT01482715) et ARIEL2 (NCT01891344). Le

LOHem était calculé de maniere pangénomique afin d’obtenir un score reflétant le pourcentage
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global de LOH. Ceci a ainsi permis de déterminer un seuil a 16 %, permettant de définir des
tumeurs « LOHgm haut » (= 16 %) ou « LOHgv bas » (< 16 %), correspondant respectivement
aux statuts HRD et HRP [124]. Notons que la fiabilité des résultats obtenus pour I'évaluation
du LOHrm requerrait = 35 % de cellularité tumorale dans le prélevement initial.

Par ailleurs, le FF-CDx a évolué en paralléle avec les essais cliniques ayant évalué le
rucaparib (un PARPi). En effet, FM proposait initialement un test intitulé FoundationFocus
CDxBRCA® qui se concentrait uniquement sur {BRCA*, avec une approbation initiale de la
FDA en 2016 [126]. Ce test a ensuite inclus I'analyse LOHrm suite aux études ARIEL2 et
ARIEL3 (NCT01968213) ; notons que 6 % (ARIEL2) et 8,7 % (ARIEL3) des échantillons
analysés ont fourni des résultats non concluants lors de l'analyse du LOHrv [125,127].
Actuellement, le test FF-CDx est uniquement disponible via le FoundationOne CDx® (F1-
CDx), proposant une analyse multicancers. En effet, au-dela de tBRCA1/2 et du LOHrm, F1-
CDx analyse les mutations dans un panel de 324 genes ainsi que l'altération du nombre de

|II

copies, la charge mutationnelle tumorale, I"instabilité microsatellitaire et la présence de
réarrangements spécifiques de certains genes [117]. En dépit de la détection théorique des
LR d‘aprés les données du fournisseur, ceux-ci sont faiblement détectés via cette approche
[123]. Récemment, FM a proposé le FoundationOne-Liquid CDx®, permettant la détection
directe de tBRCA* (avec toujours I'analyse combinée de 324 genes) dans un échantillon
sanguin ; cependant, ce test n‘effectue pas d'analyse du LOHrm [128]. Ces tests multipanels,
bien que rapides et globaux augmentent également le risque de détection de VUS.

Le développement de MC-CDx s'est aussi effectué de maniére progressive, en se
basant initialement sur des données séparées (LOH, LST et TAI) ayant montré pour chaque
type d’altération une corrélation avec le statut mutationnel BRCA* et avec la platino-
sensibilité [98—100]. Par la suite, il a é&té montré la supériorité prédictive de déceler un statut
BRCA1/2 muté en combinant ces trois mesures plutdt qu’en les prenant séparément [129].
Par conséquent, le score d'instabilité génomique de MG (GISwc) a été développé, consistant
en une addition non pondérée des 3 scores (LOH + LST + TAI). La positivité du test MC-CDx
est actuellement définie en pratique clinique par un GISws = 42 et/ou tBRCA1/2*. Le seulil
GISmc = 42 a été fixé suite a I'analyse d'une cohorte de 497 patientes avec un cancer du sein
et 561 patientes avec un EOC dont les statuts BRCA1/2 (mutations et méthylation des
promoteurs) étaient connus. Le seuil a été fixé afin de pouvoir déterminer avec une sensibilité

de 95 % les échantillons présentant une altération de BRCA1/2; ce test a ensuite été évalué

53



pour sa capacité a identifier les cancers du sein triple-négatifs platino-sensibles en situation
néoadjuvante [130]. Suite a cette validation initiale, le MC-CDx a été intégré au sein de
plusieurs essais cliniques qui seront discutés dans la section suivante [131,132]. Notons que
d’autres seuils ont été évalués : par exemple I'essai VELIA (NCT02470585) ayant évalué le
veliparib en 1¢ ligne de maintenance a proposé un abaissement du seuil a 33, ceci dans la
perspective d'augmenter la sensibilité et ainsi de maximiser le nombre de patientes éligibles
aux PARPi [133]. Point non négligeable, un statut HRD inconnu a été rapporté chez 8,1 a
11,4 % des patientes avec un EOC et pour lesquelles un test MC-CDx était inclus, dans un
contexte d’évaluation de PARPi [131,132,134]. Par ailleurs, une évolution du MC-CDx intitulée
Myriad MyChoice® CDx PLUS est maintenant proposée, permettant en sus de l'analyse
classique d'évaluer un panel de 13 génes supplémentaires : ATM, BARD1, BRIP1, CDK12,
CHEK1, CHEK2, FANCL, PALB2, PPP2R2A, RAD51B, RAD51C, RAD51D et RAD54L.

Suite a l'approbation par la FDA au vu de leur intérét théranostique en vue de la
prescription de PARPi, ces deux tests (et plus généralement la notion de statut HRD via
I'évaluation de linstabilité génomique) ont été inclus dans les recommandations
internationales de |' European Society for Medical Oncology (ESMO) et de I" American Society
of Clinical Oncology (ASCO) [21,24,30]. Cependant, un consensus d'experts européens a
récemment rapporté le besoin urgent de développer de nouveaux outils capables d'évaluer
plus précisément le statut HRD dans le contexte des HGSOC [120].

Par-dela I'aspect moléculaire, un des marqueurs les plus robustes (bien qu’empirique)
est la platino-sensibilité (Pt-S). La définition actuelle la plus acceptée pour évaluer la
sensibilité ou non aux sels de platine est l'intervalle sans platines (PFI pour platinum-free
interval), correspondant au laps de temps entre la derniere dose de platine recue et la rechute
[135]. Vis-a-vis de la sensibilité aux platines, 4 catégories existent selon ce laps de temps :
réfractaire < 1mois < résistance < 6mois < sensibilité partielle < 12mois < sensibilité compléte.

Les patientes rechutant avant 6 mois sont ainsi considérées platino-résistantes (Pt-R).

Cette catégorisation, par-dela son utilisation en pratique clinique pour le choix
thérapeutique a été utilisée dans les essais ayant évalué l'efficacité des PARPi dans les
HGSOC. Bien que ne correspondant pas exactement au méme concept, il est par ailleurs
important de relever que la majorité de ces RCT (notamment ceux ayant évalué les PARPi en
en maintenance de 1ére ligne et qui seront décrits ci-apres) a inclus exclusivement des

patientes ayant présenté une réponse initiale aux sels de platine.
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VII — Impact théranostique du statut HRD

La derniére décennie a conduit a une amélioration substantielle du pronostic des
patientes atteintes d'HGSOC, notamment grace a I"introduction des PARPi.

Les premieres études « preuve de concept » ont montré que l'inhibition des protéines
PARP entraine une |étalité synthétique dans les cellules déficientes en BRCA2[136,137]. Par
la suite, les premieres études cliniques ont été réalisées chez des patientes présentant des
tumeurs multitraitées (incluant des EOC) et porteuses de mutations gBRCA* ; chez ces
patientes, le traitement par olaparib conduisait a une activité antitumorale manifeste, avec
une corrélation entre cette activité et un statut Pt-S [138]. Ces résultats encourageants ont
ainsi ouvert la voie a de nombreux essais ayant évalué les PARPi pour le traitement des EOC,
avec des succes thérapeutiques patents. Il s'agissait de RCT de phase III, sauf précision.

Ceci a conduit aux approbations par la FDA et I'European Medicine Agency (EMA) des
PARPi dans des contextes cliniques et des situations moléculaires distincts (tableau 1).
Actuellement, 3 PARPi ont été approuvés : l'olaparib, le rucaparib et le niraparib. Sauf
mention contraire, ces autorisations concernent les EOC avancés ou en rechute.

Le détail de ces essais cliniques se trouve dans la partie 2 de la double revue jointe a
ce manuscrit, qui a effectué un focus sur I'aspect prédictif des altérations moléculaires. Il est
important de relever que plusieurs analyses en sous-groupes pour ces RCT ont été effectuées
de maniere exploratoire, limitant ainsi leur extrapolation. Des précautions doivent par ailleurs
étre prises lors de la comparaison entre ces RCT puisque les criteres d'éligibilité et les
populations recrutées étaient différentes. Les RCT ayant évalué les PARPi en traitement de
maintenance de 1¢ et 2é™e |ignes avaient pour critére de jugement principal (CJP) la PFS et
étaient restreints a des patientes en réponse compléte ou partielle (C/PR) a une

chimiothérapie a base de sels de platine. La C/PR est définie par des parameétres

radiobiologiques : réponse complete = disparition de toute maladie mesurable/évaluable
présente en pré-chimiothérapie et [CA-125] normal ; réponse partielle = subsistance apres

chimiothérapie de preuves radiologiques de la maladie et/ou [CA-125] anormal.
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Altération

cula EOC avancé avec C/PR EOC en 1% rechute avec C/PR EOC en > 2" rechute
moleculaire R N
_1 Maintenance de 1% ligne? Maintenance de 2"® ligne? Monothérapie de > 3°™ ligne
requise
. Olaparib®
gBRCA aprés >3 lignes ; tout statut vis-a-vis des platines
(FDA 2014 ; STUDY-42) - BA-CDx
. Rucaparib*
tBRCA* Olaparib
aprés >2 lignes ; tout statut vis-a-vis des platines
FDA 2018 ; EMA 2019 ; SOLO-1) - F1-CDx
¢ ) (FDA 2016 ; EMA 2019 ; ARIEL-2/STUDY-10) - F1-CDx
. : Niraparib®
HRD+ Olaparib + bevacizumab . P
(FDA 2020 ; EMA 2020 ; PAOLA-1) - MC-CDX apres >3L ; potentiellement platino-sensible
' ' (FDA 2019 ; QUADRA) - MC-CDx
Ni A6
iraparib
(FDA 2017 ; EMA 2017 ; NOVA)
Aucune Niraparib Olaparib
(FDA 2020 ; EMA 2020 ; PRIMA) (FDA 2017 ; EMA 2018 ; SOLO-2/STUDY-19)
Rucaparib’

(FDA 2018 ; EMA 2019 ; ARIEL-3) - F1-CDx

Tableau 1 : synthése des AMM (FDA et EMA) des PARPi dans le traitement du

cancer épithélial de I'ovaire selon le contexte moléculaire

Abréviations : AMM = autorisation de mise sur le marché ; BA-CDx = BRACAnalysis® CDx ; CDx = test compagnon ; C/PR = réponse
compléte/partielle a une chimiothérapie a base de platine ; EMA = European Medicine Agency ; EOC = cancer épithélial de l'ovaire (y
compris les cancers primitifs du péritoine et des trompes de Fallope) ; F1-CDx = FoundationMedicine FoundationOne CDx® ; FDA = Food
and Drug Administration ; gBRCA* = présence d’'une mutation germinale de BRCAI ou BRCAZ; HRD+ = présence d'un déficit en
recombinaison homologue ; MC-CDx = MyriadGenetics MyChoice-CDx® ; PARPi = inhibiteur de la poly(adénosine diphosphate-ribose)
polymérase ; tBRCA = présence d’'une mutation tumorale de BRCAI ou BRCAZ.

Remarques : Les dates entre parenthéses correspondent aux années d'autorisation de la FDA et de I'EMA, suivies des études principales
ayant conduit a celles-ci. Le texte en italique représente le test compagnon ayant regu une autorisation de la FDA dans cette indication.
Toutes les approbations de I'EMA concernent uniquement les EOC de haut grade et celles au-dela de la 1% ligne précisent la nécessité
d’une platino-sensibilité. Le rechallenge par PARPi n‘a pas été validé a ce jour par les autorités de régulation.

! Par définition, une autorisation en contexte HRD+ (/.e. tBRCA* et/ou du score d'instabilité génomique positif) inclut gBRCA* et tBRCA*
tout comme une autorisation pour tBRCA* inclut gBRCA* ; pour plus de clarté, I'autorisation la plus large est présentée ici.

2 Tous les traitements de maintenance ont été autorisés en contexte C/PR ; de plus, tous les PARPi sauf la combinaison olaparib +
bevacizumab sont des monothérapies d’entretien.

3 Cette autorisation est limitée aux cancers de I'ovaire uniquement, incluant donc les histologies non épithéliales.

4 L'autorisation de 'EMA restreint I'utilisation aux patientes ne pouvant plus tolérer de chimiothérapie a base de platine.

5 L'autorisation de la FDA implique au moins une de ces deux conditions : 1/ une mutation BRCA1/2; 2/ un score d'instabilité génomique
positif (=42) et un intervalle sans platines > 6 mois.

6 L'approbation du niraparib par I'EMA est limitée aux EOC avec Pt-S dans ce contexte.

7 Bien que non soumise a la présence d'altérations moléculaires, cette autorisation a été couplée a une autorisation du test compagnon F1-

CDx, puisqu’un statut HRD positif est prédictif d'une meilleure efficacité et d’'une amélioration de la survie sans progression.
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De maniére synthétique, concernant le traitement de maintenance de 1ére ligne :

L'essai SOLO1 (NCT01844986) a inclus 391 patientes atteintes d'/EOC de haut grade
(dont 95% de séreux) avec tBRCA* (dont 99 % de gBRCA*) afin d'évaluer l'olaparib vs
placebo (ratio 2:1 ; n=260 et n=131) chez des patientes en C/PR [139]. L'utilisation de
I'olaparib par rapport au placebo permettait une diminution de 70 % du risque de progression
ou de déces (hazard ratio (HR) 0,30 ; intervalle de confiance a 95 % (IC95) 0,23-0,41 ; p <
0,001). Récemment, le suivi a 5 ans de SOLO1 a montré en analyse post hoc une PFS de 56
vs 13,8 mois (HR 0,33 ; IC95 0,25-0,43) avec I' olaparib et le placebo, respectivement [140].

L'essai PAOLA-1 (NCT02477644) a comparé le bevacizumab plus olaparib (OlaBeva)
au bevacizumab plus placebo (Beva) chez des patientes chez des patientes en C/PR [131].
806 patientes (HGSOC dans 95 % des cas) ont été incluses selon un ratio 2:1 (n=537 et
n=269, respectivement) et testées prospectivement avec le MC-CDx, retrouvant 30 % de
patientes avec tBRCA* et 50 % avec un statut HRD (GISwg = 42). La PFS médiane sur la
population randomisée était de 22,9 vs 16,6 mois (OlaBeva vs Beva, respectivement ; HR
0,59 ; IC 95 0,49-0,72 ; p < 0,001). En contexte tBRCA*, la PFS médiane était de 37,2 vs
21,7 mois (HR 0,31 ; IC95 0,20-0,47). En contexte HRD et {BRCA™, cet effet positif persistait,
bien que semblant plus modéré, avec une PFS médiane de 28,1 vs 16,6 mois (HR 0,43 ; IC95
0,28-0,66). Ceci suggere donc que les patientes avec tBRCA* semblent tirer le plus grand

bénéfice de la combinaison OlaBeva.

L'étude PRIMA (NCT02655016) a inclus 733 patientes afin d'évaluer le niraparib
(n=487) vs placebo (n=246) en monothérapie d’entretien, avec 2 co-CJP : sur la cohorte
entiére et chez les patientes avec un statut HRD [139]. Une évaluation prospective par MC-
CDx a retrouvé 50,9 % de patientes avec un statut HRD (dont 59,7 % étaient tBRCA*). En
se restreignant aux patientes HRD, la PFS médiane était de 21,9 vs 10,4 mois (niraparib vs
placebo, respectivement ; HR 0,43 ; IC95 0,31-0,59 ; p < 0,001). Dans la cohorte entiere, la
PFS restait significativement augmentée, avec des valeurs médianes de 13,8 vs8,2 mois (HR
0,62 ; IC95 0,50-0,76 ; p < 0,001). Fait intéressant, dans cette population de patientes HRD,
l'impact du statut BRCA1/2 semblait plus modéré, retrouvant des PFS médianes de 22,9 vs
10,9 mois (HR 0,40 ; IC95 0,25-0,62) en contexte tBRCA* et de 19,6 vs 8,2 mois (HR 0,50 ;

57



IC95 0,31-0,83) en contexte BRCAM™. Par ailleurs, en contexte HRP, un bénéfice persistait,
bien que modéré, avec une PFS de 8,1 vs 5,4 mois (HR 0,68 ; IC95 0,49-0,94).

Le traitement par PARPi en maintenance de 1ére ligne est ainsi devenu le standard
selon les recommandations cliniques américaines et européennes : aux tumeurs tBRCA*
I'olaparib +/- bevacizumab et aux tumeurs HRD la combinaison olaparib plus bevacizumab.

Par ailleurs, en contexte HRP, le niraparib est considéré comme une option [21,120].

Pour ce qui est du traitement de maintenance de 2" ligne (1¢" rechute) :

Comme pour le traitement de maintenance de 1° ligne, les patientes incluses dans
les différents RCT étaient atteintes d'/EOC de haut grade (quasi-exclusivement des HGSOC),
en rechute, ayant donc recu >2 lignes de chimiothérapie et avec un statut C/PR. De plus, le
recrutement se restreignait aux patientes platino-sensibles (PFI > 6 mois) et a nouveau
répondeuses a la ré-introduction des sels de platine en association. Le CJP dans toutes les
études décrites était la PFS médiane (en cohorte globale et/ou restreinte a un groupe avec

une altération moléculaire spécifique).

L'essai ARIEL3 (NCT01968213) a évalué le rucaparib vs placebo avec une analyse
prospective du statut HRD en utilisant le CDx de FoundationMedicine (/.e. statut HRD = LOHgm
> 16 et/ou tBRCA*) et le BA-CDx pour la détermination du statut gBRCA le statut a été évalué
par BA-CDx [127]. 564 patientes ont été incluses (ratio 2:1 ; rucaparib n = 375 et placebo n
= 189), avec les caractéristiques moléculaires suivantes : 196 tBRCA* (dont 130 gBRCA*),
158 tBRCA"/HRD, 161 HRP et 49 de statut non défini. L'amélioration statistiquement
significative de la PFS médiane a été retrouvée dans 3 populations prédéfinies : tBRCA*
(16,6 vs5,4 mois ; HR 0,23 ; 1C95 0,16-0,34 ; p < 0,0001), HRD (13,6 vs5,4 mois ; HR 0,32
; 1C95 0,24-0,42 ; p < 0,0001) et cohorte entiére randomisée (10,8 vs 5,4 mois ; HR 0,32 ;
IC95 0,30-0,45 ; p < 0,0001). Ainsi, le rucaparib semble exercer un effet plus important en

contexte HRD ou BRCA*, bien qu'il n'y ait pas eu de comparaison directe.
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L'essai NOVA (NCT01847274) a pour sa part évalué le niraparib vs placebo (ratio 2:1),
avec la particularité d'une catégorisation des patientes au moment de l'inclusion en deux
cohortes distinctes, ceci en se basant sur le statut gBRCA* (déterminé par BA-CDx) [141].
553 patientes ont ainsi été incluses : 203 gBRCA* et 350 gBRCA™. Cette seconde cohorte
retrouvait ensuite via MC-CDx : 162 HRD (dont 29% de tBRCA*), 134 HRP et 54 de statut
indéterminé. Le niraparib a entrainé une PFS médiane significativement plus longue dans les
deux cohortes distinctes (niraparib vs placebo, respectivement) : 21,0 vs5,5 mois (HR 0,27 ;
IC95 0,17-0,41 ; p < 0,001) dans la cohorte gBRCA* et 9,3 vs 3,9 mois (HR 0,45 ; IC95
0,34-0,61 ; p < 0,001) dans la cohorte gBRCA**. Au sein de cette seconde cohorte gBRCA™,
les patientes avec un statut HRD semblaient tirer un plus grand bénéfice du niraparib, avec
une PFS de 12,9 contre 3,8 mois (HR 0,38 ; IC95 0,24-0,59 ; p < 0,001).

L'étude de phase II STUDY19 (NCT00753545) a randomisé 265 patientes (ratio 2:1 ;
n = 136, olaparib ; n = 129, placebo) indépendamment de la présence de mutation BRCA
[142]. Celle-ci a rapporté une amélioration de la PFS : 8,4 vs 4,8 mois (olaparib vs placebo ;
HR 0,35 ; IC95 0,25-0,49 ; p < 0,0001). De maniére complémentaire a STUDY19, I'essai
SOLO2 (NCT01874353) a pour sa part inclus 295 patientes avec gBRCA* (testé par BA-CDx)
afin d'évaluer l'olaparib (n=196) vs placebo (n=99) [143]. Ceci a montré une PFS médiane
aussi augmentée : 19,1 vs 5,5 mois (HR 0,30 ; IC 95 0,22-0,41 ; p < 0,0001).

En conclusion, les 3 PARPi évalués (niraparib, olaparib et rucaparib) ont regu une
approbation de la FDA et de 'EMA ainsi qu’'une recommandation des instances internationales
(ESMO/ASCO) en tant que monothérapies de maintenance de 2" ligne chez les patientes
atteintes d'EOC en rechute avec C/PR, indépendamment du statut moléculaire (i.e. gBRCA*,
tBRCA* ou HRD) [21,23].
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Pour le traitement par monothérapie au-dela de la 1ére rechute :

Contrairement aux deux sections précédentes, les CIP de ces essais s'articulaient
autour du taux de réponse objective (ORR pour objective response rate) et de la durée de

réponse médiane (DoR pour median duration of response), sauf précision.

L'essai de phase II monobras STUDY42 (NCT01078662) a recruté 137 patientes
gBRCA*, précédemment traitées avec > 3 lignes de chimiothérapie, indépendamment d'une
platino-sensibilité. Le traitement par olaparib a montré un ORR de 34 % et une DoR de
7,9 mois [144]. Fait notable, I'ORR était tout de méme de 30 % chez les patientes platino-
résistantes et la DoR était similaire quel que soit le statut vis-a-vis des sels de platine : 8,2
mois (Pt-S ; IC95 5,6-13,5) vs 8,0 mois (Pt-R ; IC95 4,8-14,8).

Deux essais en ouvert a un seul bras, I'étude de phase I/II STUDY10 (NCT01482715)
et I'étude de phase II ARIEL2 (NCT01891344) ont par ailleurs évalué l'intérét d'une
monothérapie par rucaparib [125,126]. STUDY10 (n = 42) comprenait des patientes avec
tBRCA* et précédemment traitées par 2 a 4 lignes. ARIEL2 (n = 491) était une étude de
phase II ayant recruté des patientes avec tBRCA* ; la partie 1 (n = 204) incluait des patientes
traitées par au moins 1 ligne et Pt-S, tandis que la partie 2 (n = 287) incluait des patientes
ayant recu au moins 3 lignes de chimiothérapie (tout statut vis-a-vis des sels de platine).
L'activité antitumorale a été évaluée a partir d'une combinaison de patientes des 2 études (n
= 106), retrouvant un ORR a 53,8 % (IC95 43,8-63,5) et une DoR de 9,2 mois (IC95 6,6-
11,6) [145]. Concernant la partie 1 d’ARIEL2 (avec pour CIP la PFS), les patientes ont été
évaluées par le CDx FF-CDx (avec ici un seuil de positivité du LOHrm > 14 %) pour obtenir
une répartition en 3 groupes : tBRCA* (n = 40), tBRCA"/HRD (n = 82) et HRP (n = 70). Par
ailleurs, le statut restait indéterminé pour 12 patientes. Le rationnel était donc d’évaluer la
PFS médiane selon le statut moléculaire. Par rapport au sous-groupe HRP (PFS = 5,2 mois)
servant de référence, la PFS était significativement plus longue dans les contextes tBRCA*
(PFS = 12,8 mois ; HR 0,27 ; 1C95 0,16-0,44 ; p < 0,0001) et tBRCA**/HRD (PFS = 5,7 mais ;
HR 0,62 ; IC95 0,42-0,90 ; p < 0,01).
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Les résultats finaux d’ARIEL2 ont été récemment publiés [146]. Pour la partie 2, 'ORR
était le CIP : celui-ci était de 31,0 % (IC95 21,3-42,0), 6,8 % (I1C95 2,3-15,3) et 5,6% (IC95
2,1-11,8) pour les patientes avec des statuts tBRCA*, tBRCA"Y/HRD et HRP, respectivement.
Notons que pour la partie 2 d’ARIEL2, le seuil de positivité du LOHrv était a > 18 %.
Cependant, des analyses post hoc intéressantes concernant la cohorte entiere ont été
rapportées, notamment concernant la PFS médiane : 7,8 mois pour {BRCA* (ORR de 45,7
%), 4,5 mois pour tBRCA"/HRD (ORR de 16,7 %) et 4,0 mois pour les HRP (ORR de 7,7 %).
Par ailleurs, cette étude a mis en exergue l'impact de la platino-sensibilité, puisqu’un statut
hyperméthylé du promoteur de BRCA! et la présence de mutations de RAD51C/D étaient
prédictifs de I'efficacité du rucaparib. De plus, la perte du statut hyperméthylé de BRCA!
entre le diagnostic initial et le screening pre-rucaparib ainsi que la présence de mutations de
réversion de tBRCA* dans I'ADN tumoral circulant (ctDNA) apparaissaient comme des

marqueurs putatifs de résistance au rucaparib.

Plus récemment, I'essai de phase II monobras QUADRA (NCT02354586) a testé le
niraparib en > 4eéme ligne, en incluant des patientes lourdement prétraités et
indépendamment de la platino-sensibilité [147]. L'analyse moléculaire était faite via MC-CDX,
retrouvant : 63 tBRCA*, 126 tBRCA"/HRD, 186 HRP et 44 de statut indéterminé. Dans le
groupe tBRCA* , I'ORR était différent selon la sensibilité aux platines : 39 % (sensible), 29
% (résistant) et 19 % (réfractaire). En contexte tBRCA*/HRD, 20 % des patientes Pt-S
avaient une réponse et ce taux tombait a 10 % en cas de tumeur résistante/réfractaire au

platine. Pour les patientes HRP ou de statut inconnu, I'ORR était de 3 %.

Ainsi, alors que I'évaluation du statut HRD semble étre un prérequis indiscutable a
visée théranostique pour les lignes antérieures, les études ARIEL2 et QUADRA remettent en
cause la pertinence d’'une évaluation a ce stade de la maladie, au vu de son impact

théranostique modéré.

En synthése, I'adjonction des PARPi a considérablement amélioré le pronostic des
patientes atteintes d'HGSOC, tout du moins sur la PFS. En effet, alors que cet impact est
indéniable, une méta-analyse récente n‘a pas permis de montrer d’effet majeur sur I'OS bien

que les données actuelles soient immatures [148].
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VIII - Limites techniques des tests actuels

En dépit des progrés considérables amenés par les PARPi et sous-tendus par
I"évaluation moléculaire des tumeurs via les CDx, ces derniers souffrent de limites qui ont
notamment été soulevées par les différentes instances nationales et internationales
[21,24,30,33]. Dans cette dynamique, un panel européen de 98 experts a récemment publié
un consensus de 34 préconisations concernant I'évaluation du statut HRD ; un de ces items
avance que « there is a need for the development of new, alternative validated homologous
recombination repair deficiency tests », avec 92 % d'agrément de ces experts [120]. Les

problématiques peuvent étre séparées selon deux axes : techniques et médicales.

Sur le versant technique, les limites peuvent étre appréhendées selon trois

temporalités (préanalytique, analytique ou postanalytique).

De maniére globale, il convient de noter que les tests validés pour la pratique clinique
ne présentent pas les mémes performances et ne sont donc pas interchangeables. Par
exemple, une étude s'est attelée a comparer MC-CDx (positif en cas de GISme > 42 et/ou
tBRCA*), LOHem (positif si LOHmv = 16 % et/ou (BRCA*) et un panel de 11 HRR genes. De
fait, jusqu'a 46 % des tumeurs HRD selon le test MC-CDx ont été considérés comme
négatives (donc HRP) par les deux autres techniques a I'essai. De plus, I'utilisation d'un seuil
inférieur (GISwe = 33 % ; équivalent a celui utilisé dans I'essai VELIA) conduisait a I'absence

de positivité par les 2 autres techniques pour 61% des échantillons [133,149].

Sur le versant préanalytique, il est rapporté qu’environ 5-10 % des échantillons ne
sont pas de qualité suffisante pour une évaluation du statut HRD ; ceci peut étre la
conséquence d'un matériel de départ insuffisant, d'un manque de cellularité tumorale ou
d'échantillons de mauvaise qualité ou dégradés. Un autre aspect qu'il convient de considérer
est I'hétérogénéité des échantillons, qui s'appréhende selon deux niveaux distincts : tissu
sain vs tumoral et hétérogénéité intratumorale. Un prélevement tumoral contient quasi-
systématiquement des cellules saines, pouvant interférer avec I'analyse du statut HRD (e.g.

en abaissant le GIS et/ou en empéchant la détection de tBRCA*). De plus, chaque tumeur
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consiste en un amoncellement de clones cellulaires distincts ayant pour chacun sa propre
évolution, avec de possibles statuts HRD discordants et une sensibilité différentielle aux
traitements (dont les PARPi). Cette hétérogénéité intratumorale est également présente entre

tumeurs distinctes, par exemple entre lésions primitives et secondaires [150].

Sur le plan analytique, comme dit précédemment, I'analyse par BA-CDx (ou de maniere
plus générale la recherche dune altération gBRCA*) ne détecte pas les mutations
exclusivement somatiques (sBRCA%), représentant pourtant jusqu’a 30 % des HGSOC avec
tBRCA*, Par conséquent, un résultat négatif gBRCA* n'exclut pas la présence de sBRCA*. En
se basant sur les analyses de performance des tests actuels (MC-CDx et F1-CDx), il apparait
que ceux-ci présentent des limites de détection (LOD) élevées pour la partie GIS. En effet,
une cellularité tumorale de 30-35 % est requise pour son évaluation. De plus, les tests HRD
effectués sur prélevement tumoral ont un faible niveau de détection des LR de tBRCA* alors
qu'il a été rapporté que ce type d'altération représentait une fraction non négligeable des
lésions BRCA1/2 [65]. En atteste une étude récente ayant rapporté qu’environ 20%
d’authentiques gBRCA* n'étaient pas détectées par I'évaluation initiale de tBRCA* et

notamment qu’aucun LR n‘avait été détecté par celle-ci [151].

Enfin, concernant I'approche postanalytique, méme si le matériel de départ répond
aux exigences du fabricant, environ 5-10 % des échantillons traités donnent un résultat
indéterminé. Pour BRCA1/2, la principale limite reste le probleme des VUS, des
reclassifications des variants ainsi que des divergences de classification entre les bases de
données [152-154]. Pour complexifier linterprétation, certains variants ont été classés
comme pathogénes sur la base d'un effet délétére prouvé en contexte gBRCA*, avec une
extrapolation au sBRCA*. Cependant, gBRCA* et sBRCA* peuvent avoir des effets distincts
aux niveaux moléculaire et cellulaire, en attestent les divergences de données de
transcriptome selon la nature de la mutation. Enfin, les CDx de type multipanel comme le F1-
CDx (qui analyse 324 génes) soulévent la problématique du off-target, augmentant le risque
de détecter des VUS et des incidental findings génétiques, sans pour autant pouvoir proposer

d’approche thérapeutique en aval [155].
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De maniére plus ciblée sur le GIS, le choix d'un seuil idéal unique et vu avec le test
MC-CDx comme le « magic 42 » reste sujet a controverse. En effet, le principal risque d'un
seuil inadapté est une mauvaise classification, avec la présence de faux positifs (FP) et de
faux négatifs (FN).

Dans le contexte HRD, un FP correspond a un résultat HRD alors que I'échantillon est
HRP ; inversement, un FN étiquette un patient comme HRP alors qu'il sagit d'un authentique
HRD. Le GISmc qui pour rappel a été initialement fixé comme positif si > 42 et validé avec
des tumeurs du sein triple négatifs et des EOC (avec pour objectif une sensibilité de 95 %
de détection des altérations BRCA1/2). Ainsi, le primum movens de ce biomarqueur n'était
pas d'étre prédictif de la sensibilité aux PARPI.

Le GISwe a par la suite évalué avec différents seuils. Dans l'essai VELIA, un seuil
inférieur (GISwe = 33) avait pour rationnel de prévenir les FN, dans une perspective de plus
grande éligibilité des patientes aux PARPi. Bien que non approuvé actuellement par les entités
de régulation FDA/EMA, le veliparib a donc été testé dans le cadre de I'ECR VELIA
(NCT02470585) en tant que 1¢¢ ligne avec un démarrage de concert avec la chimiothérapie
(versus) la chimiothérapie, avec une évaluation prospective du statut HRD par MC-CDx [131].
Le CJP était la PFS médiane, qui s'est retrouvée augmentée dans 3 conditions distinctes
analysées. Les patientes avec tBRCA* ont semblé tirer le plus grand bénéfice du traitement
(34,7 vs 22,0 mois ; HR 0,44 ; 1C95 0,28-0,68 ; p < 0,001), par rapport aux patientes HRD
(31,9 vs 20,5 mois ; HR 0,57 ; IC95 0,43-0,76 ; p < 0,001) et par rapport a la cohorte
entiére (23,5 vs 17,3 mois ; HR 0,68 ; IC95 0,56-0,83 ; p < 0,001). Bien que cette analyse
ait été effectuée en analyse exploratoire, le groupe HRP ne semblait pas tirer parti du
veliparib (15,0 vs 11,5 mois ; HR 0,81 ; IC95 0,60-1,09). Ainsi, cette étude oriente vers la
possibilité de proposer un abaissement du seuil en 1¢ ligne.

Inversement, dans une perspective inverse de plus grande spécificité, une étude
rétrospective basée sur les données du TCGA a utilisé une plus grande stringence avec un

seuil de positivité de GISwe = 63, permettant une forte corrélation « histobioclinique » [156].
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IX - Limites médicales des tests actuels

Outre les questions techniques, des considérations médicales doivent également étre
prises en compte. De maniere générale, il convient de noter qu'aux USA, seuls le MC-CDx et
le F1-CDx ont regu l'aval de la FDA a I'heure actuelle, limitant la réalisation de ce test aux
entreprises privées ainsi que le partage des données obtenues. De plus, ces CDx ont un co(t
non négligeable, allant de 4 040 $ a 5 800 $. En Europe, les autorisations de 'EMA n’apposent
pas spécifiguement de CDx spécifique pour l'identification d'un statut HRD ; MC-CDx

représente a I'heure actuelle le seul test utilisé afin d’évaluer le GIS.

Au-dela de cette question générale, des limites médicales sont soulevées par les tests
actuels d’évaluation du statut HRD, qui peuvent étre catégorisées selon 3 aspects : le
prélevement lui-méme (ie. I'échantillon analysé), le résultat obtenu (/.e. la pertinence du

statut HRD comme biomarqueur) et le contexte clinique.

Concernant le tissu, il est maintenant bien connu que les tumeurs sont constituées de
sous-clones distincts de facto ; ainsi, le résultat fourni a partir d'un échantillon ne sera qu’une
synthese de ces sous-clones selon leurs proportions relatives [157-159]. Par définition, une
biopsie ne représente qu'une fraction du tissu tumoral. Ainsi, une biopsie peut présenter un
statut HRD tout en étant composée de clones HRD et HRP (ou étre HRD alors que le reste
de la tumeurs est HRP et vice-versa), ces derniers pouvant participer a une résistance
primitive (ou a une sensibilité réduite) aux PARPi et aux sels de platine et/ou a la rechute par
des mécanismes de sélection et d'expansion clonale. De méme, il peut exister une divergence
de statut entre tumeur primitive et métastases ou méme entre des métastases distinctes.
Outre I'évaluation du statut HRD lui-méme, les RCT ayant conduit aux AMM des PARPi n‘ont
pas considéré les contextes épigénomique et génomique (tout en concédant que ceci
impliquerait des considérations de faisabilités technique et financiere).

En effet, comme expliqué précédemment, le phénotype HRD est sous-tendu par de
nombreuses couches de complexité [160]. En plus de la tumeur elle-méme, le
microenvironnement cellulaire pourrait participer a la sensibilité aux PARPi ; des données
suggérent que leur activité serait différente selon les paramétres du microenvironnement

tumoral (e.g. en condition hypoxique) ayant conduit au concept de « létalité synthétique
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contextuelle » [161]. Notons qu'il existe aussi une interaction complexe avec les cellules

immunitaires infiltrant la tumeur, facteur qui pourrait moduler le statut HRD [162].

En plus des considérations techniques vis-a-vis des potentiels FP/FN, les CDx actuels,
bien que prédictifs a I'échelle populationnelle ne le sont pas nécessairement a I'échelle d’'une
patiente. En d'autres termes, certaines patientes pourront présenter une réponse aux PARPi
tout en étant étiquetés HRP, alors que d’autres ne présenteront pas de réponse initiale en
dépit d’'un statut HRD. Ainsi, ceci souléve les limites de considérer le statut HRD selon une
approche behavioriste « magic blackbox » avec une dichotomie simplifiée HRD vs HRP. En
atteste le fait que la majorité des RCT préalablement décrits ont montré un effet plus
important des PARPi en contexte BRCA* qu’en contexte BRCAness. Cette dichotomie est aussi
a l';euvre concernant les genes, selon une approche « muté » vs « non muté ». De fait, il
existe au sein d'un méme géne des divergences cliniques selon le type de mutation
pathogene. Pour exemple, chez les patientes porteuses de gBRCA2* et atteintes d’'EQC, il a
été montré que seules les mutations affectant le domaine de liaison de BRCA2 avec RAD51
conduisaient a une amélioration de I'OS [163]. Dans la méme perspective, une étude s'étant
focalisée sur les longues répondeuses a I'olaparib a rapporté que les mutations touchant ce
domaine de BRCA2 étaient enrichies au sein de ce groupe [164]. Inversement, certaines
patientes et notamment celles porteuses d’'une mutation CDK12 présentent un faible LOH en
dépit d’un statut HRD [92].

Pour ce qui est du contexte clinique, plusieurs aspects sont a discuter. Tout d’abord,
relevons que la majorité des RCT incluaient des patientes en C/PR, sélectionnant ainsi des
populations spécifiques présentant un profil de sensibilité aux platines et donc un biais
potentiel vers une plus grande sensibilité aux PARPi [165,166].

Concernant la 1% ligne de maintenance, les résultats de PRIMA interrogent puisqu’une
amélioration de la PFS subsiste (bien que modérée) en contexte HRP. Ceci pourrait s'expliquer
en partie par un effet « HRD-unrelated » [167]. Pour la 2" ligne de maintenance, il apparait
que la prescription des PARPi (hors situation francaise) se fait sans recherche d’une altération
moléculaire préalable, soulevant la limite d’'une évaluation a ce stade, avec toujours la

présence de la nécessité d’une platino-sensibilité et d’'un statut C/PR.
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Enfin, I'essai QUADRA a montré que bien que le statut BRCA* gardait une pertinence
en termes d'ORR, le statut Pt-S constituait un marqueur prédictif de I'efficacité du niraparib
dans les lignes tardives, contrairement a un statut HRD/ BRCA".

Pour revenir sur la pertinence du seuil, le GISws > 42 souléve également des questions
guant a sa pertinence clinique. En effet, un seuil binaire unique « one number fits all » majore
le risque de mauvaise classification des patientes et de la prescription ultérieure d’'un PARPiI.
Ceci est d'autant plus important lorsque nous considérons des situations distinctes telles que
le traitement de maintenance de 1°¢ ligne versus une monothérapie de 4°™e ligne. En effet,
les tumeurs avec un statut HRD maintenu au gré de leur évolution sont sujettes a une
accumulation des cicatrices génomiques et donc a une augmentation du GIS.

Ce dernier point soulevé constitue un des principaux écueils des CDx actuels évaluant
le statut HRD. En effet, les scores basés sur le GIS (via le GISwc et le LOHrm) reposent sur
des cicatrices génomiques accumulées au fil du temps, reflétant un historique d’'HRD, quel
gue soit le statut actuel. Outre les limites classiques des biomarqueurs que sont la sensibilité,
la spécificité et les FP/FN, le GIS intégre les notions de temporalité et donc d’hétérogénéité
temporelle, en sus de I'hétérogénéité tumorale.

Les biopsies au diagnostic refletent une tumeur naive de traitement ; cependant, la
séquence thérapeutique va moduler le statut moléculaire des tumeurs et des métastases,
pouvant conduire a des résultats discordants avec I'évaluation initiale [168—173]. Ainsi, plus
une patiente sera éloignée du traitement de premiere ligne, plus le risque de discordance
entre le GIS initial et le statut réel sera théoriquement élevé. La problématique sera d’autant
plus importante lors des lignes ultérieures, puisque les tumeurs qui auront reversé leur statut
HRD vers un HRP maintiendront néanmoins un GIS éleve.

Cette discordance apparente entre un statut HRD (ie. tBRCA* et/ou LOHrw/GISme
supérieur a un seuil défini) et une inefficacité de PARPi peut étre la conséquence de plusieurs
mécanismes. Celui le plus caractérisé a ce jour est I'apparition de mutations de réversion de
BRCA1/2. En effet, il a été montré que la présence de ces réversions conduisait a une
résistance aux PARPI via une restauration de la fonctionnalité de la recombinaison homologue
[174]. Ainsi, en se basant sur la cohorte ARIEL2, il a été montré que la présence de mutations
de réversion de BRCA1/2 directement dans le ctDNA était prédictive d’'une résistance au
rucaparib [175]. Fait intéressant, il apparait que le pouvoir de réversion de BRCA* n'est pas

un acquis universel.
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En effet, alors que I'hyperméthylation du promoteur BRCAI est une marque
épigénétique « facilement » éliminable, les LR et pertes bi-alléliques sont considérés comme
quasi-irréversibles et pourraient concourir a expliquer une réponse prolongée aux PARPi chez
certaines patientes [164,176]. Par-dela BRCA1/2, d'autres mécanismes tels que la
restauration secondaire de RAD51C/D ont été rapporté comme prédictifs d'inefficacité des
PARPi [177].

Bien que cela dépasse largement le cadre des perspectives cliniques, notons que de
nombreux mécanismes de résistance primitive/acquise aux PARPi ont été décrits (e.g.
mutations de PARPI, surexpression de miRNA ou de la protéine d'efflux MDR1) sur des
lignées cellulaires ou des modeles murins [178—181]. De plus, il a été proposé d'appréhender
le choix entre HR et NHEJ/MMEJ comme un continuum intégrant l'influence épigénétique au
sens large [182].

Pour complexifier davantage I'analyse, une discordance entre sensibilité aux sels de
platine et aux PARPi a été mise en évidence. Celle-ci peut étre la conséquence d'une
résistance acquise induite par le traitement initial a base de sels de platine conduisant a une
sélection/expansion des clones résistants. Cependant, un sous-ensemble spécifique de
patientes Pt-S et résistantes aux PARPI a été décrite, caractérisées a I'échelle moléculaire par

la présence d’une voie NER mutée [183].

En résumé, bien que la définition du statut HRD en se basant sur BRCA* et sur le GIS
ait conduit a une amélioration substantielle du pronostic des patientes via une prescription
plus personnalisé des PARPI, plusieurs dimensions nécessiteraient d'étre intégrées a I'avenir

afin de proposer une « médecine individualisée ».
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X - Perspectives d’évolution concernant I’évaluation du statut HRD

Les perspectives d’évolution des CDx afin de contrecarrer les limites précédemment
discutées peuvent s'aborder selon deux versants: technique (/ie. quelles technologies

développer ?) et médical (/.e. quelle approche employer selon le contexte clinique ?).

Concernant les innovations technologiques, 3 axes de recherche peuvent se dégager :
de nouveaux outils moléculaires, I'utilisation de tests fonctionnels (/.e. tests dynamiques
fournissant en « temps-réel » le statut HRD) et des approches plus globales et innovantes
gue nous proposerons.

L'un des principaux écueils potentiels qu’il convient de considérer vis-a-vis d'un
biomarqueur développé en recherche fondamentale/translationnelle (par-dela toute prouesse
technologique et performance) est sa faisabilité en pratique clinique, en incluant les
contraintes de ressources techniques et économiques.

Par exemple, des études de metabolomics ou encore la mise en culture de sphéroides
ont montré que les tumeurs HRD présentent un profil spécifique ; néanmoins, ces techniques
semblent difficilement extrapolables a ce jour vers une application en routine clinique
[107,184]. Nous focaliserons donc notre propos sur des approches qui pourraient

relativement rapidement déboucher vers une applicabilité clinique.

Plusieurs stratégies ont été développées en recherche afin de proposer des
alternatives a MC-CDx et a F1-CDx, avec notamment la possibilité d’un acces plus aisé, moins
onéreux et non limité a 2 entreprises privées, source de controverse [24,120,165]. En sus de
ces considérations, I'idée est de pouvoir améliorer l'identification des patientes qui pourraient
bénéficier des PARPI, tout en écartant celles qui n'en retireraient que les toxicités. Bien que
les quelques approches décrites ci-apres se basent aussi sur l'instabilité génomique (avec
donc les mémes limites que les tests actuels, au 1°" rang I'aspect irréversible des genomic
scars), elles présentent quelques caractéristiques d'intérét.

La signature 3 a montré une bonne corrélation tant avec le statut HRD qu’avec la
sensibilité aux sels de platine [90]. L'outil Signature Multivariate Analysis (SigMA) permet de
détecter les signatures mutationnelles associées au statut HRD directement a partir de

I'analyse d’un panel de genes ciblés ; ainsi, une évolution de ce systéme pourrait se baser
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sur les données obtenues lors des séquencages de panels de génes effectués en routine
clinique dans le parcours des patientes [185]. HRDetect est basé sur le séquengage
pangénomique et sur l'incorporation de 6 signatures distinctes liées au HRD ; ce test tres
prometteur permet de prédire avec une sensibilité proche de 100 % la présence d'un déficit
en BRCA1/2[186]. Récemment, il a été montré que HRDetect surpasse le LOHrm du F1-CDx
et est tout aussi efficace que GISwe pour l'identification des tumeurs HRD [187].

Un autre domaine pertinent est I'analyse des LR ; en effet, la présence d'une
amplification de CCNEI1 et EMSY est associée a un statut HRP et HRD, respectivement
[29,71,188]. D'autres candidats, tels que la suppression de RAD50 et de RB1 ou encore
I'amplification de BRD4 pourraient améliorer la détection du HRD [69,189,190].

Actuellement, les mutations HRR genes (hormis RAD51C/D) fournissent des résultats
contradictoires. Ceci peut étre d{i a une absence d’aspect prédictif ou au fait que la prévalence
de ces mutations est bien plus faible que BRCA*. Ainsi, pouvoir tirer des différences
significatives impliquerait un recrutement de patientes plus large ou ciblé spécifiquement sur
I'altération des HRR genes hors-BRCA. A ce titre, I'étude GREAT (NCT04027868) portée par
le groupe GINECO et dont le rationnel est le développement d'une base clinicobiologique en
vue d'effectuer une corrélation entre caractéristiques cliniques (dont la progression sous
PARPI) et altérations génomiques pourrait permettre d'y répondre en partie. De plus, une
autre hypothese d'intérét semble étre I'aspect clonal vs sous-clonal de ces mutations ; il a
été récemment montré que les mutations dans les HRR genes n'étaient associées a une
platino-sensibilité et a une augmentation de I'OS que si elles étaient clonales [191].

Sur le versant épigénétique, les profils de méthylation de BRCA1 et dans une moindre
mesure de BRCAZ ne devraient pas étre négligés, bien qu'ils ne soient pas systématiquement
examinés. Comme discuté précédemment, la fréquence de méthylation de ces genes est loin
d’étre anecdotique, cependant une harmonisation des pratiques et une standardisation des
processus techniques s’avérerait nécessaire pour déployer cette approche en routine. Il en
va de méme pour la méthylation du promoteur de RAD51C, associée a la sensibilité aux
PARPI, qui doit cependant étre homozygote pour conduire a ce phénotype [192]. Plusieurs
études ont évalué les méthylomes des HGSOC et ont révélé des profils de méthylation
distincts liés a un statut Pt-S ou inversement a une résistance primitive/acquise ; ceux-ci

pourraient constituer des biomarqueurs putatifs a évaluer dans le cadre de PARPi [193-195].
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Contrairement a |'évaluation des causes et/ou des conséquences du HRD, les tests
fonctionnels ont pour rationnel I'évaluation directe du processus lui-méme. Ainsi, ils portent
en eux un intérét potentiel majeur, permettant d’outrepasser certaines limites des tests
actuels (e.g. mutations de réversion, genomic scars irréversibles).

De maniére analogue aux tests évaluant le GIS et faisant donc abstraction des causes
(ou en d'autres termes contourner la question « telle altération moléculaire provoque-t-elle
assurément un phénotype HRD ? »), les tests fonctionnels font abstraction a la fois des
causes et des conséquences et se focalisent spécifiquement sur I'état fonctionnel ou non de
la recombinaison homologue sur un échantillon donné. Notons dés lors qu‘a l'instar des CDx
actuels, ces tests ne prédisent pas par définition une éventuelle résistance aux PARPi via un
mécanisme HRD-unrelated.

L'une des techniques a plus fort potentiel d'applicabilité en pratique clinique est le
REcombinaison Test CAPacity (RECAP) [196]. Pour rappel, lorsqu’un DSB se produit, celui-ci
peut se résoudre par un mécanisme HR ; dans ce cas, la protéine RAD51 (qui est une des
effectrices en aval de BRCA1/2) va venir se fixer sur les DSB afin de faciliter I'invasion des
chromatides sceurs. Ainsi, la formation des « RAD51 foci» peut étre mesurée, fournissant
une évaluation directe du processus et de sa dysfonction (quelle gu’en soit la cause).
L'évaluation du statut HRD via cette approche a été initialement développée in cellulo puis
par des approches de xénogreffes, dans le but de prédire la sensibilité des patientes aux sels
de platine et aux PARPi [197-200]. L'un des principaux inconvénients du test RECAP classique
était qu'il nécessitait du tissu frais comme matériau de départ, ainsi que I'induction artificielle
de DSB puis la visualisation de la formation des RAD51 foci, limitant ainsi son applicabilité.
Cependant, en se basant sur le fait que les cellules tumorales HRD présentent un niveau
spontané élevé de DSB, une évolution de ces tests a récemment émergé. Un test optimisé
(RAD51-FFPE) a été développé, réalisable directement sur des tissus FFPE [201-203]. Un
seuil fonctionnel d'HRD a été proposé, permettant de détecter les tumeurs BRCA* et HRD
dans 90 % et 87 % des cas, respectivement. La prochaine étape sera donc son évaluation

clinigue via un RCT afin d’évaluer ses performances en tant que biomarqueur prédictif.
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Pour ce qui est des projets de recherche translationnelle, quelques pistes d‘intérét
méritent d'étre soulevées.

Au-dela de la focalisation sur un seul type d'altérations, il pourrait étre pertinent de
rechercher et développer une carte d'identité du HRD selon un approche « multiomics » (i.e.
intégrant les données de génome/exome, LR, transcriptome, miRNome, protéome,
méthylome et protéome) et fonctionnelle, dans la méme dynamique que les données du
TCGA mais centrée sur le statut HRD ; ceci permettrait dans un second temps de caractériser
de maniére plus fine le processus et de rechercher de nouveaux sets de biomarqueurs
corrélés positivement [204,205]. A partir de cette 1° étape, il serait ensuite possible de
développer un outil multi-entrées fait de biomarqueurs distincts a forte valeur prédictive, afin
de proposer selon une approche de type nomogramme moléculaire une probabilité
d’efficacité des PARPi [206—209].

Le séquencage du ctDNA, déja validé par le test FoundationOne-Liquid CDx®, permet
une évaluation directe du statut tBRCA*[210]. L'analyse itérative de BRCA1/2 dans le ctDNA
pourrait ainsi fournir des données sur la résistance primitive ou acquise aux PARPi selon la
présence de mutations de réversion, comme ceci a déja été montré [146,175]. L'essai ARIEL4
(NCTo02855944) discuté ci-apres a tenté en partie d’intégrer cette considération.

Toujours en ce qui concerne les « biopsies liquides », une méthode qui pourrait étre
pertinente serait I'évaluation de l'instabilité génomique directement dans un prélévement
sanguin. Bien que non faite actuellement sur ctDNA via le FoundationOne-Liquid CDx®,
quelques articles ont déja montré la faisabilité technique d’évaluation des LR sur sang [211-
213]. Il en va de méme pour les miRNA, pour lesquels des signatures moléculaires associées
au diagnostic précoce d’EOC et au pronostic ont été développées ; ainsi ils pourraient servir
de biomarqueurs pour évaluer le statut HRD [214-217]. Enfin, l'ascite présence chez de
nombreuses patientes atteintes d’'HGSOC pourrait étre une source de cellules tumorales
analysables, d'acceés plus facile qu'une biopsie classique [218]. Globalement, les biopsies

liquides pourraient constituer une méthode facile a utiliser pour le prélevement itératif [219].

72



En proposant une approche plus translationnelle teintée d’une perspective médicale,

plusieurs pistes de réflexion peuvent aussi étre déployées.

A l'échelle des patientes porteuses d’'HGSOC, plusieurs nomogrammes ont été
développés, visant a aider les cliniciens a avoir une estimation du pronostic et de la platino-
sensibilité [220-224]. De plus, un nomogramme a aussi été validé pour évaluer la réponse a
I'olaparib chez les patientes avec un EOC en rechute et éligibles a un traitement de
maintenance par olaparib [225]. Ceci ouvre donc la voie a développer et valider des
nomogrammes « histobiocliniques » intégrant données histologiques, moléculaires et
cliniques, ceci pour une prescription plus individualisée des PARPi. Dans cette dynamique, il
a été rapporté sur le plan histologique des niveaux plus élevés d'infiltration par des
lymphocytes T CD8+ en contexte gBRCA*; de plus, les patientes HGSOC avec HRD ont des
taux d'infiltrat tumoral par des lymphocytes T CD3+ plus élevés [226].

Bien qu'actuellement limités a la recherche, les approches de radiomics et de deep
learning pourraient aider les cliniciens a encore améliorer la prise en charge des HGSOC dans

un avenir proche [227,228].

De maniere plus ciblée, des approches distinctes sont a considérer selon que nous
sommes en situation de maintenance 1 ligne ou au-dela, dans la perspective de proposer
une meilleure sélection des patientes pouvant tirer le maximum de bénéfice des PARPI.

La question du choix entre évaluation du gBRCA et/ou du tBRCA et ou du statut HRD
directement sera discuté ultérieurement, tout comme les questions relevant du contexte

francais spécifiquement.
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Concernant la 1% ligne :

Les CDx nécessiteraient une amélioration des pipelines afin de proposer une analyse
plus approfondie des LR, qui de fait représentent une partie non négligeable des altérations
BRCA1 et BRCAZ ; notons tout de méme qu’avec une approche de type MC-CDx, la non
détection d’'un LR est tout de méme compensée par un GISwc élevé, permettant de classer
I’échantillon comme HRD [65,229].

L'évaluation du statut HRD devrait a I'avenir considérer le type d'altération BRCA1/2
retrouvée et son aspect prédictif sur l'efficacité des PARPi. En effet, une dichotomie est
proposée actuellement selon un statut muté pathogene vs wild-type. Cependant, comme ceci
a été montré pour BRCAZ, toutes les mutations ne sont pas « égales » [163]. Ceci
nécessiterait de prime abord un travail de recherche translationnelle afin d’évaluer |'aspect
prédictif des mutations de BRCA1/2, selon le domaine fonctionnel protéique touché.

L'intégration des signatures épigénétiques (miRNA, protéome et transcriptome)
nécessiterait une standardisation avant de pouvoir étre mise en application clinique,
notamment au vu de I'aspect dynamique de celles-ci.

Comme discuté précédemment, I'approche magic 42 conduit a un dilemme pour de
nombreux cliniciens dans la perspective de prescription de PARPi en contexte BRCA" : par-
dela les AMM et les recommandations, quelle stratégie adopter face a un GISwg de 40 ? ou
inversement de 44 ?

Evidemment, la notion de seuil est un prérequis pour la pratique clinique. Cependant,
alors que pour des valeurs biologiques de routine telles que la numération sanguine, la
créatininémie ou encore le dosage des marqueurs tumoraux le contexte clinique jouit d'une
certaine importance, le seuil proposé ici n‘autorise pas ceci pour le clinicien. De plus,
I'approche one size fits all qui dans le cas du GISwc était fondée sur une cohorte mixte d'EOC
et de cancers du sein pourrait étre approfondie, avec une adaptation du seuil selon la
situation clinique, voire une approche plus nuancée comme un score de probabilité.

Pour les 5-10 % d’échantillons pour lesquels un score GISwg univoque n’est pas
obtenu, il apparait nécessaire que des biomarqueurs supplémentaires soient développés et
validés pour la pratique clinique. Nous pourrions par exemple proposer I'ajout de I'évaluation
de l'amplification EMSY, responsable d'environ 5 % des cas. Inversement, par-dela la

définition des patientes éligibles aux PARPi, |'utilisation de biomarqueurs avec une excellente
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valeur prédictive négative pourrait étre déployée. L'amplification CCVEI en représente
I'archétype, puisqu'il s'agit d’'un driver oncogénique retrouvé dans environ 20 % des HGSOC
et quasi-exclusivement associé a un statut HRP [29,72].

Fait intéressant, en sus d'étre prédictif d'une sensibilité aux PARPi, I'évaluation du
statut HRD pourrait également étre utile pour aider a la décision de prescription du
bevacizumab. En effet, méme si en population globale I'ajout du bevacizumab au doublet de
chimiothérapie classique n‘augmente pas I'OS, les patientes avec des mutations de BRCA1/2
et mémes celles avec un statut HRD semblent en bénéficier [230].

Bien que tres prometteurs, les tests RAD51-FFPE nécessiteront une validation en essai
clinique comme biomarqueurs prédictifs puis d’'un déploiement au sein des plateformes
d’anatomopathologie [202].

Idéalement, il pourrait étre pertinent de développer un nomogramme intégrant des
données cliniques/pathologiques (/e. stade FIGO, réponse compléte ou partielle au platine,
chirurgie de cytoréduction compléte ou non) et biologiques (/e. statut gBRCA/tBRCA, type
de mutation, présence de mutations de réversion, GISme/ LOHrm, normalisation du [CA-125],
marqueurs épigénétiques, tests fonctionnels), de manieére analogue au HScore utilisé en
pratique clinique afin d‘aider les cliniciens a estimer le risque individuel de syndrome
d‘activation macrophagique [231]. Citons aussi le CA-125 ELIMination rate constant K
(KELIM), consistant en une modélisation de la cinétique d’évolution du [CA-125] durant les
premiers cycles de chimiothérapie de 1¢ ligne, permettant de prédire I'efficacité de celle-ci
[232].

Enfin, dans une dynamique temporelle, il semblerait pertinent de considérer une
évaluation itérative de la présence de mutations de réversion de tBRCA par des moyens non
invasifs tels que le ctDNA, dans une perspective de détection précoce de I'apparition d’'une
résistance aux PARPi. En effet, I'utilisation des PARPi en 1¢e ligne est actuellement
recommandée pour une durée de 2 ans pour |'olaparib et de 3 ans pour le niraparib. Ces
molécules ont un impact non négligeable sur les patientes, que ce soit en termes de qualité
de vie ou de toxicité hématologique du traitement, avec notamment un risque majoré de
syndrome myélodysplasique [233,234]. Ceci permettrait donc de considérer I'arrét précoce

de la course thérapeutique en contexte d’apparition d'une mutation de réversion.
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Concernant la 2" |igne et au-dela :

Les PARPi ne nécessitent actuellement pas d‘altération moléculaire préalable a leur
prescription en 2"% ligne (hormis l'olaparib en France, c¢f. infra). Ceci souléve deux
hypothéses principales (non mutuellement exclusives) : soit le statut HRD est futile (ou mal
évalué) dans ce contexte, soit les PARPi exercent des fonctions HRD-unrelated.

Un nomogramme a été validé récemment pour les patientes avec tBRCA* afin de
guider la prescription de I'olaparib, par-dela I'AMM ; celui-ci inclut le [CA-125], le PFI, la
présence d'une maladie mesurable et le nombre de lignes recues de sels de platine [235].
Dans cette dynamique, nous pourrions considérer un nomogramme plus exhaustif, intégrant
le type d'altération BRCA1/2 (avec notamment I'aspect prédictif de la mutation) et d'autres
biomarqueurs dynamiques.

Par ailleurs, il apparait plus que nécessaire d'intégrer des considérations évolutives
avec la recherche de de mutations de réversion sur le ctDNA ou via les RAD51 foci.

Cette perspective évolutive devrait également étre considérée vis-a-vis des scores
d'instabilité génomique que sont le LOHgw et le GISwe. En effet, il a été récemment montré
en se basant sur les données du TCGA que le GISwg et ses constituants tendaient a augmenter
entre maladie initiale et en rechute [236]. Par conséquent, I'analyse de la dynamique du GIS
pourrait permettre de déceler les patientes présentant un statut HRD persistant (/.e. celles
avec une augmentation du GIS entre biopsie initiale et a la rechute).

En ce qui concerne les traitements de 3™ ligne et au-dela, une analyse plus
approfondie de la corrélation entre le type d'altération BRCA1/2 et la sensibilité aux PARPi
est nécessaire, puisque 'ORR est loin d'étre absolu en dépit d'un statut muté [119]. Dans
ces contextes, d'apres I'étude QUADRA, le GISwe apparait plus anecdotique, notamment en
contexte BRCA™.
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Enfin, dans une perspective de recherche clinique, il conviendra de reconsidérer les

outils actuels et a venir a I'aune des nouvelles stratégies thérapeutiques.

Bien qu’une revue exhaustive des RCT en cours ou récemment publiés évaluant les

PARPi dans les HGSOC dépasse la thématique de ce manuscrit, soulevons quelques axes.

Tout d'abord, I'essai de phase IIIb OReO ENGOT-Ov-38 (NCT03106987) s'est intéressé
a la pertinence d'un retraitement d'entretien par olaparib vs placebo (ratio 2:1) ; les résultats
ont été présentés au congrés de I'ESMO 2021 [237]. 220 patientes lourdement prétraitées
ont été recrutées et séparées en 2 cohortes selon le statut BRCA* : 112 BRCA* (74 olaparib
et 38 placebo), tandis que 108 patientes étaient BRCA" (72 olaparib et 36 placebo). Fait
intéressant, cet essai a rapporté des résultats positifs quel que soit le statut mutationnel de
BRCA1/2. En contexte BRCA*, la PFS médiane était de 4,3 vs 2,8 mois (HR 0,57 ; IC95 0,37-
0,87 ; p = 0,022), tandis que pour la cohorte BRCA" elle était de 5,3 vs 2,8 mois (HR 0,43 ;
IC95 0,26-0,71 ; p = 0,002). Ce travail princeps ouvre donc la voie au «PARPI rechallenge»

et nécessitera certainement de réadapter les biomarqueurs existants.

L'essai ARIEL4 (NCTo2855944) tout récemment publié a pour sa part montré la
supériorité du rucaparib vs chimiothérapie chez des patientes atteintes d'EOC tBRCA* en
rechute et ayant recu au moins deux lignes de chimiothérapie [238]. Les patientes pouvaient
étre Pt-S ou Pt-R. En cas de statut Pt-R ou de sensibilité partielle, les patientes recevaient du
paclitaxel alors qu’en situation de Pt-S authentique, le traitement était une mono- ou bi-
thérapie a base de sels de platine. 930 patientes ont été évaluées pour BRCA et 349 patientes
ont été randomisés (2:1 ; rucaparib n = 233 ; chimiothérapie standard n=116). Les co-CJP
étaient la PFS dans la population sans mutation de réversion tBRCA* (rucaparib n = 220 ;
chimiothérapie n = 105) et dans la population entiere. Les 2 CIP se sont retrouvés
statistiquement améliorés, avec 7,4 vs 5,7 mois (HR 0,64 ; 1C95 0,49-0,84 ; p = 0,0010) en
excluant les mutations de réversion et 7,4 vs 5,7 mois (HR 0,67 IC95 0,52-0,86 ; p = 0,0017)
en population entiére. Cet essai, contrairement aux précédents au-dela de la 2" ligne qui
étaient monobras, a ainsi directement comparé un PARPi a une chimiothérapie. Il ouvre ainsi

la voie au traitement direct par PARPI (ici le rucaparib) en contexte d'EOC en rechute.
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Les premiers essais dimmunothérapie via les inhibiteurs de checkpoint immunitaire
(ICPI) avaient donné des résultats mitigés, que ce soit en monothérapie ou en combinaison
a de la chimiothérapie [239]. Néanmoins, de multiples RCT sont actuellement en cours de
recrutement, basés notamment sur une combinaison de PARPi et d'ICPI : citons notamment
le RCT de phase III ATHENA (NCT03522246) [240]. Cet essai concerne les patientes en 1¢r
ligne de maintenance et se décompose en 2 évaluations indépendantes : ATHENA-MONO
(rucaparib vs placebo) et ATHENA-COMBO (nivolumab + rucaparib vs placebo + rucaparib).
Les résultats positifs d’ATHENA-MONO, retrouvant dans la population HRD une PFS de 28,7
mois pour le rucaparib vs 11,3 mois pour le placebo (p = 0,0004) viennent d'étre
communiqués par ClovisOncology et devraient étre présentés au congres de I'ASCO 2022
[241]. Ceci pourrait conduire a terme a positionner le rucaparib en 1¢¢ ligne de maintenance.
L'essai a 3 bras DUO-O (NCT03737643), toujours en 1¢ ligne de maintenance, cherche a
évaluer l'efficacité de I'adjonction de durvalumab + niraparib (vs durvalumab + placebo vs
double placebo) a une maintenance classique par bevacizumab, spécifiquement chez des
patientes tBRCA". 2 co-CIP seront utilisés : la PFS en population entiere et spécifiguement

chez les patientes avec un statut HRD.

L'essai PAOLA1 avait comparé le bevacizumab + olaparib au bevacizumab + placebo ;
il ne contenait cependant pas de 3™ bras olaparib + placebo (ce qui aurait permis d’évaluer
I'impact direct d’'une adjonction du bevacizumab). L'essai NIRVANA1 (NCTo5183984) permettra
d'y répondre d'une certaine maniére, puisqu’il comparera le niraparib + bevacizumab vs
niraparib + placebo en traitement d’entretien de 1°¢ ligne des patientes atteintes d’EOC
avancé tout statut HRD inclus, en réponse compléte apres un traitement initial par chirurgie

+ chimiothérapie +/- bevacizumab, avec comme CJP la PFS.

L'approche de proposition d’'une seconde chirurgie de cytoréduction lors de la 1¢e
rechute fait partie du panel thérapeutique qu'il est possible de proposer a certaines patientes
[10,11]. Jusqu‘alors, les études de 2% ligne et au-dela avaient proposé une séquence par
chimiothérapie +/- PARPI. L'étude MITO35B (NCT05255471) recrute des patientes en rechute
aprés une 1°¢¢ ligne classique (chirurgie, chimiothérapie, PARPi) et ayant recu une 2nde
chirurgie ; l'objectif est de comparer selon la PFS I'olaparib vs une chimiothérapie classique

(/.e. doublet a base de sels de platine) au décours de cette chirurgie.

78



Enfin, dans une perspective de contrecarrer la résistance primaire ou acquise aux
PARPi, de nouvelles combinaisons de molécules sont a I'ocuvre [242]. Le rationnel ici serait
de sensibiliser les tumeurs HRP ou de « resensibiliser » les tumeurs initialement HRD et qui
ont adopté évolutivement un phénotype HRP. Pour exemple, I'essai de phase II EUDARIO
(NCT03783949) évalue l'intérét du ganetespib (qui est un inhibiteur de HSP90 conduisant a
une sensibilisation des cellules HRP aux PARPi) +/- du niraparib chez des patientes en rechute

d’EOC. Notons que la majorité des essais actuels sont de phase I/1I.

Ainsi, une multiplicité de perspectives thérapeutiques sont a I'ceuvre, dont certaines

integrent pleinement une évaluation de BRCA et/ou du statut HRD.
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XI - Contextualisation a la situation francaise : synthése des AMM

Comme ceci a pu étre observé dans d'autres localisations cancéreuses ainsi qu’en
dehors du monde de I'Oncologie, une autorisation de I'EMA n’est pas nécessairement
synonyme d'avis positif au remboursement par la Haute Autorité de Santé (HAS). Par ailleurs,
les indications exactes de remboursement peuvent varier entre EMA et HAS, comme ceci
existe entre EMA et FDA. De maniére synthétique, il existe actuellement (au 31°" mars 2022)

des particularités francaises pour le remboursement des PARPi dans les EOC (tableau 3).

Altération EOC avancé EOC en 1° rechute
requise Maintenance de 1% ligne* Maintenance de 2"% ligne?
tBRCA* Olaparib® Olaparib
(EMA 2019 ; HAS 2019) (EMA 2018 ; HAS 2015)
HRD+ Olaparib + bevacizumab

(EMA 2020 ; HAS 2021)

Niraparib
Aucune Niraparib (EMA 2017 ; HAS 2018)
(EMA 2020 ; HAS 2021) Rucaparib

(EMA 2019 ; HAS 2019)

Tableau 3 : synthése des remboursements validés par la Haute Autorité de Santé

Abréviations : AMM = autorisation de mise sur le marché ; EMA = European Medicine Agency ; EOC = cancer épithélial de
I'ovaire (y compris les cancers primitifs du péritoine et des trompes de Fallope, sauf mention contraire) ; HAS = Haute
Autorité de Santé ; HRD+ = présence d'un déficit en recombinaison homologue ({BRCA* et/ou instabilité génomique) ;
tBRCA* = présence d’une mutation tumorale (germinale ou somatique) de BRCAI ou BRCAZ.

Remarques : Les dates entre parenthéses correspondent aux années d'AMM de I'EMA puis d'avis favorable au
remboursement par la HAS. Pour plus de clarté, I'autorisation la plus large est présentée ici.

! Les patientes doivent étre en réponse compléte/partielle a une chimiothérapie a base de sels de platine. 2 Les patientes
doivent étre en réponse compléte/partielle a une chimiothérapie a base de sels de platine et platino-sensibles. 3 Cette

autorisation est limitée aux cancers de I'ovaire uniquement et ne mentionne pas expressément la notion de haut grade.
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Concernant le traitement de maintenance de 1°* ligne :

I'olaparib est remboursé « pour les cancers de l'ovaire avec une mutation de
BRCA1/2 » (avis du 11/12/2019) d'aprées I'essai SOLO1 ; ce remboursement ne se
restreint pas a I'histologie épithéliale mais se borne aux primitifs ovariens.
I'olaparib en association au bevacizumab est remboursé « pour le traitement
d’entretien des patientes adultes atteintes d'un cancer épithélial avancé (stades
FIGO III et IV) de haut grade de l'ovaire, des trompes de Fallope ou péritonéal
primitif et qui sont en réponse partielle ou compléte a une 1 ligne de traitement
associant une chimiothérapie a base de platine au bevacizumab et dont le cancer
est associé a un statut positif de la déficience en recombinaison homologue (HRD),
défini par une mutation des génes BRCA1/2 et/ou une instabilité génomique »
(avis du 07/04/2021), d’apres I'essai PAOLA1. Comme pour '’AMM de I'EMA, il n'est
pas fait référence spécifiqguement ici a un type de test permettant d'évaluer
I'instabilité génomique. Actuellement, cette combinaison est prise en charge au
titre de I'acces précoce (article L.162-16-5-1 du Code de la Sécurité sociale).

le niraparib est remboursé pour « pour le traitement d’entretien de patientes
adultes atteintes d’'un cancer épithélial avancé (stades FIGO III et IV) de haut
grade de l'ovaire, des trompes de Fallope ou péritonéal primitif, qui sont en réponse
(réponse compléte ou partielle) a une premiére ligne de chimiothérapie a base de
platine » (avis du 03/03/2021) d'apres |'essai PRIMA.

Pour la monothérapie de maintenance en 2% ligne, les remboursements sont :

I'olaparib «pour le traitement d'entretien des patientes adultes atteintes d’'un
cancer épithélial séreux de haut grade de I'ovaire, des trompes de Fallope ou
péritonéal primitif, récidivant et sensible au platine avec une mutation du géne
BRCA (germinale et/ou somatique) et qui sont en réponse (compléte ou partielle)
a une chimiothérapie a base de platine » (avis du 03/06/2015) d‘apres l'essai
SOLO2. Notons ici une divergence avec les AMM de la FDA et de I'EMA, qui n'étaient
soumises a aucun prérequis moléculaire. Selon la HAS, le remboursement se
restreint aux patientes présentant un statut mutationnel tBRCA*.

Le niraparib « en monothérapie pour le traitement d'entretien de patientes adultes

atteintes d'un cancer épithélial séreux de haut grade de I'ovaire, des trompes de

81



Fallope ou péritonéal primitif, sensible au platine et récidivant, qui sont en réponse
(complete ou partielle) a une chimiothérapie a base de platine » (avis du
13/06/2018) d'aprés I'essai NOVA.

- Le rucaparib « en monothérapie pour le traitement d'entretien de patientes
adultes atteintes d'un cancer épithélial de I'ovaire, de la trompe de Fallope ou
péritonéal primitif, de haut grade, récidivant, sensible au platine, qui sont en
réponse (compléte ou partielle) a une chimiothérapie a base de platine » (avis du
09/10/2019) d'apres l'essai ARIEL3.

Au-dela de la 2" |igne, I'olaparib et le niraparib n‘avaient recu qu’un aval de la FDA.
Concernant le rucaparib, alors que 'EMA avait donné son feu vert, la HAS a considéré dans
son avis du 09/10/2019 que lintérét clinique était insuffisant pour justifier son
remboursement dans l'indication « traitement de 3¢ ligne ou plus chez des patientes avec
une mutation du gene BRCA aprés deux lignes antérieures ou plus de chimiothérapie a base

de platine et qui ne peuvent pas tolérer une autre chimiothérapie a base de platine ».

Ainsi, la situation actuelle permet une prescription de PARPi en 1¢ et 2nde |ignes de
traitement d’entretien pour toutes les patientes avec HGSOC et étant en C/PR, avec la nuance
pour la seconde ligne de présenter une platino-sensibilité. Le panel de molécules disponibles
permet quel que soit le statut de la patiente d‘avoir au moins acceés a une des molécules.
Néanmoins, bien qu’une patiente avec un statut HRP puisse bénéficier du niraparib en 1¢r
ligne, la pertinence de cette prescription sera a considérer au vu gain modéré sur la PFS, a
mettre en balance avec les toxicités non négligeables des PARPi [233,234]. Cet aspect a été
mis en exergue dans les recommandations internationales de I'/ESMO et plus récemment dans
des recommandations nationales [25,27].

La prochaine section discutera donc de larticulation entre remboursements des

molécules, pertinence de leur prescription et évaluation du statut HRD (BRCA et GIS).
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XII — BRCA, HRD et PARPiI : quelle stratégie en France ?

Concernant la prise en charge au diagnostic, plusieurs parametres nécessitent d'étre
considérées. L'évaluation du statut HRD (par la recherche de mutations de BRCA1/2 et/ou
via le MC-CDx) est devenue un fait incontournable de la prise en charge initiale des patientes

atteintes de HGSOC, validée par les recommandations internationales [21,24,25,30].

La premiere question a se poser est de savoir quelle analyse effectuer initialement,
entre donner la priorité a une recherche germinale et/ou tumorale (couplée ou non a

I'évaluation systématique du statut HRD).

A ce titre, plusieurs stratégies sont possibles :

La 1¢r (holistique), la plus coliteuse et mobilisatrice en termes de ressources humaines
consista a lancer en paralléle une analyse gBRCA* et tBRCA* +/- GIS. Celle-ci présente
I'avantage de I'exhaustivité et de contourner les limites inhérentes a chaque technique isolée.

La 2" (du germinal au somatique) consiste a privilégier de prime abord un
séquencage de gBRCA et d'aller secondairement a une analyse du statut ¢BRCA +/- GIS. Pour
rappel, I'analyse de gBRCA* représente le gold standard, notamment en termes de qualité
d’ADN et de possibilité de détection des LR. Par ailleurs, la détection de gBRCA* implique en
aval la mise en place de mesures prophylactiques, que ce soit pour la patiente et pour ses
apparentés. Cependant, ceci implique une contrainte de temps et logistique, puisqu’il y a une
nécessité d’accés au parcours de soin en Oncogénétique et en plateforme de Biologie
Moléculaire. Pour information, le circuit standard nécessitait environ 28 semaines en France
en 2019 (ie. circuit comprenant: obtention d'un rendez-vous en consultation
d’oncogénétique, prélevement, analyse, rendu des résultats) [243]. Notons qu'il existe une
possibilité de circuit rapide en 1-2 mois, appelé fast-track process. De plus, 'approche sans
« a priori» mutationnel des genes BRCA1/2 implique un séquencage et une analyse de
I'entiereté de leur séquence. Pour rappel, environ 5-10 % des mutations de BRCA1/2 sont
exclusivement somatiques et I'absence de gBRCA* n'écarte pas pour autant un statut HRD,

puisque les BRCAness constituent approximativement 20 % des cas.
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La 3¢me (du tumoral au germinal) consiste cette fois a privilégier une analyse tumorale
1¢e +/- couplée a une analyse germinale dans un 2" temps. L'idée ici est d'axer
premierement sur l'aspect théranostique du prélevement tumoral et de proposer dans un
2¢me temps une analyse germinale en cas de découverte de tBRCA* Les limites sont
cependant multiples (/.e. qualité et quantité du prélevement tumoral variables, difficulté de
détection des LR) . Ainsi, il est possible de passer a c6té d'une authentique mutation gBRCA*,
notamment en cas de LR. Ce risque existe aussi en se fiant uniquement a I'histoire familiale
pour discerner une affection héréditaire d’'une sporadique ; en effet, il a été estimé qu’en
moyenne 40 % (8-77 % selon les études) des patientes au diagnostic d'EOC et porteuses
d’'une mutation gBRCA* ne présentaient pas d'histoire familiale ni ne rentraient dans les
criteres d'orientation vers un conseil génétique [34]. En revanche, en considérant le critere
de fluidité des parcours de soins, I'approche tumorale 1¢ permet d'effectuer un screening.
En cas de découverte de mutation {BRCA* une orientation systématique vers un conseil
génétique s'avere nécessaire selon I'Article L1130-2 du Code de la Santé Publique (version
en vigueur au 04 ao(t 2021). Toujours selon ce méme article « la personne est informée de
la possibilité d'une telle orientation avant la réalisation d'un examen destiné a analyser ses
caractéristiques génétiques somatiques et susceptible de révéler des caractéristiques
génétiques constitutionnelles ».

Concernant I'évaluation du statut HRD par une analyse de l'instabilité génomique,
notons que seul le test MC-CDx est proposé actuellement. Ainsi, I'analyse du GISwg, peut
s'élaborer selon 2 stratégies possibles qui ont été déployées dans différents laboratoires
francais : une approche en paralléle ou en séquentiel. L'approche en parallele consiste a
effectuer I'analyse de BRCA1/2 sur site et a envoyer le prélevement pour test du GISwe a
MyriadGenetics. La seconde approche consiste a n‘envoyer un prélevement a MyriadGenetics
qu’en cas de statut tBRCA", afin de s’assurer que la patiente ne présente pas de statut

tBRCA"YHRD (qui pourrait la faire bénéficier d’'un PARPi pour la 1¢ ligne de maintenance).
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Ce dernier point, a savoir l'envoi de lames blanches de prélevements tumoraux
directement en vue d'une analyse externalisée par MyriadGenetics a été source de
controverses a de nombreux égards. La technologie d'évaluation du GISwe étant actuellement
la propriété exclusive de MyriadGenetics, il s'avere obligatoire de faire appel a leur expertise.

Cette approche est non faisable /n situ actuellement et a un colt non négligeable
(4040$ aux USA). Ainsi, AstraZeneca a mis en place depuis |'obtention de I'ATUc de la
combinaison bevacizumab + olaparib en 1¢ ligne de maintenance un parcours d’envoi et de
prise en charge a titre gracieux du test HRD de MyriadGenetics.

Cette situation a conduit le 7 décembre 2020 a la publication d’une lettre commune
du Groupe Francophone de Cytogénomique Oncologique (GFCO), de la Société Francaise de
Pathologie (SFP), du Conseil National Professionnel d’Anatomie et Cytologie Pathologiques
(CNPath) et des laboratoires d’oncogénétique labellisés par I'INCa a publier un communiqué

vis-a-vis de la mise a disposition de ces tests.

Les points d'intérét soulevés sont les suivants :

- Le test myChoice CDx PLUS® de MyriadGenetics correspond a un acte partagé de
biologie médicale et d'anatomocytopathologie. De fait, bien que MyriadGenetics sous-traite
les phases analytiques et post-analytiques, le Biologiste/Pathologiste reste responsable de
I'analyse dans sa globalité selon la réglementation en vigueur. Il ne dispose cependant
d’aucun élément de contréle sur la régularité de I'ensemble des processus concourant aux
résultats de I'analyse. Une possibilité de gestion de cette problématique réside dans la mise
en place d'une convention de sous-traitance.

- Par ailleurs, alors que le test initial commercialisé était le myChoice CDx ® (évaluant
BRCA1/2 et le GISwg), un upgrade automatique vers le myChoice CDx PLUS® (effectuant en
sus une analyse de 13 génes supplémentaires : ATM, BARD1, BRIP1, CDK12, CHEK1, CHEKZ,
FANCL, PALB2, PPP2R2A, RAD51B, RAD51C, RAD51D et RAD54L) a été effectué. De fait,
I'upgrade de ce CDx correspond a 'AMM de la FDA pour l'olaparib dans le cancer de la
prostate résistant a la castration ayant progressé sous enzalutamide ou abiraterone ; en effet,
cette prescription est soumise a la présence d'une mutation dans un de ces HRR genes. De
fait, I'analyse dans le contexte d'un EOC n’est pas liée a I'AMM de I'olaparib + bevacizumab.
Par ailleurs, I'analyse systématique de BRCA1/2n’a pas lieu d’étre au vu de la faisabilité dans

les laboratoires francais. Ceci a conduit a un compte-rendu se restreignant au score HRD.
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Concernant la non-faisabilité du test en dehors des laboratoires de MyriadGenetics,

plusieurs stratégies sont a I'ceuvre :

- Développer des tests analogues, notamment en faisant appel aux ressources
humaines et financieres publiques. Un consortium européen est actuellement
constitué afin de proposer une évaluation de l'instabilité génomique sans étre
soumis a une délégation de tache.

- Déployer directement le test propriétaire de MyriadGenetics, afin de pouvoir
réaliser celui-ci en Europe, avec un worflow plus fluide et un maintien du parcours
via des institutions publiques européennes. Cette approche a déja été effectuée au
laboratoire de Pathologie Moléculaire du Professeur Carsten Denkert a Marburg en
Allemagne.

- Intégrer la patiente au sein d’'un essai clinique. Comme discuté précédemment,
I'étude de cohorte GREAT, ayant pour ambition d'évaluer les caractéristiques
cliniques des patientes avec un EOC selon la présence d‘altérations moléculaires,

inclut une évaluation du statut HRD.

Les différents avantages et inconvénients de chaque stratégie ayant été abordés,

intéressons-nous a la stratégie recommandée selon les différentes instances.

Positionnement des recommandations américaines :

Selon le les recommandations de I'ASCO Germline and Somatic Tumor Testing in
Epithelial Ovarian Cancer : ASCO Guideline (2019) [30] : « toutes les femmes diagnostiquées
avec un EOC devraient se voir proposer un test génétique germinal pour BRCA1/2 et d'autres
genes de susceptibilité au cancer de I'ovaire, quelles que soient leurs caractéristiques
cliniques ou leurs antécédents familiaux de cancer » et « I'analyse des tumeurs pour les
variants somatiques de BRCA1/2 pathogenes ou probablement pathogénes doit étre effectué
chez les femmes qui ne sont pas porteuses d'un variant BRCA1/2 pathogene ou probablement
pathogéne de la lignée germinale ». Ceci doit étre fait « au moment du diagnostic » et pour
celles « qui n'ont pas bénéficié de test de lignée germinale au moment du diagnostic » elles
«devraient se voir proposer un test génétique de la lignée germinale dés que possible ». A
noter que cette recommandation avancait « aucune recommandation ne peut étre formulée

a l'appui des tests tumoraux de routine a I'aide des tests HRD actuellement disponibles. Les

86



tests actuels évaluant le HRD ont été appliqués pour stratifier les femmes atteintes d'un
cancer de l'ovaire ».

Cependant, toujours selon I'ASCO, via un second panel d'experts PARP Inhibitors in
the Management of Ovarian Cancer: ASCO Guideline (2020) « I'ajout de I'olaparib au
traitement d'entretien par le bevacizumab peut étre proposé aux patientes atteintes d'un EOC
(HGSOC ou endométrioide) de stade III-IV et avec la présence de variants germinaux ou
somatiques pathogénes ou probablement pathogenes des génes BRCAI1 ou BRCAZ et/ou
d’une instabilité génomique, comme déterminé par Myriad myChoice CDx, et qui ont eu une
réponse partielle ou compléte a l'association chimiothérapie plus bevacizumab». De méme,
« |e traitement par une monothérapie PARPi doit étre proposé aux patientes présentant un
EOC récurrent qui n'ont pas encore recu de PARPi et dont la tumeur présente une instabilité
génomique, telle que déterminée par Myriad myChoice CDx, et n'a pas récidivé dans les

6 mois suivant le traitement a base de platine ».

Positionnement des recommandations européennes :

D'aprés I"ESMO recommendations on predictive biomarker testing for homologous
recombination deficiency and PARP inhibitor benefit in ovarian cancer (2020) [24] « dans le
cadre de la maintenance de 1°¢ ligne, I'analyse de BRCA germinal/somatique est
systématiquement recommandée pour identifier les patientes avec un HGSOC qui devraient
recevoir un PARPi » et « il est raisonnable d'utiliser un test HRD basé sur les cicatrices
génomiques validé pour établir I'ampleur des avantages conférés par I'utilisation de PARPI
dans les HGSOC avec des génes BRCA1/2"%. Notons que selon cette recommandation, le
MC-CDx de MG jouit d'un niveau de preuve I, alors que pour le LOHrv de FM il est de II. De
plus, toujours selon cette recommandation « les tests d'évaluation des mutations BRCA
[germinal (niveau de preuve I), tumoral (niveau de preuve I) et somatique (niveau de preuve
I/1I)] présentent une bonne validité clinique en identifiant systématiquement les sous-groupe
de patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire qui bénéficient le plus des avantages d’une
thérapie par PARPi », « il existe actuellement une quantité insuffisante de preuves pour
déterminer la validité clinique des HRR genes hors BRCA pour prédire une réponse aux
PARPi» et « il n'y a actuellement pas suffisamment de preuves pour déterminer la validité
clinique de I'analyse de la méthylation du promoteur BRCAI ou RAD5I1C pour prédire le

bénéfice des PARPi ». Enfin, notons que les limites des tests actuels sont aussi soulevées,
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puisque « un biomarqueur HRD optimisé doit étre développé pour le probléme de I'évolution
des cancers et fournir une analyse en temps réel du statut de la recombinaison homologue ».

Dans la méme dynamique, un addendum des recommandations de I'ESMO Newly
diagnosed and relapsed epithelial ovarian carcinoma.: ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis, treatment and follow-up (2021) concernant la prise en charge des EOC [25] a
avancé que « toutes les patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire de haut grade doivent
bénéficier d'un test de dépistage des mutations BRCA1/2 au moment du diagnostic » et que
« |e test d'instabilité génomique (HRD) est recommandé ».

D’apres le consensus d’experts européens, coordonné par la Société Francaise de
Médecine Prédictive et Personnalisée (SFMPP) Clinical practice guidelines for BRCA1 and
BRCAZ genetic testing (2021) « une proposition systématique de test de gBRCA devrait étre
proposée a toutes les patientes avec un EOC non-borderline non-mucineux selon un
processus accéléré » et « une évaluation du tBRCA* additionnelle est licite en cas d’'absence
de mutation germinale ».

Enfin, un panel d'experts européens a récemment publié un European Experts
Consensus: BRCA/Homologous Recombination Deficiency Testing in First-Line Ovarian
Cancer (2022) [120]. Concernant BRCA « le test tBRCA doit étre effectué lors du diagnostic
initial » ou « lors de la rechute (si non effectué plus t6t) ». De plus, « le test BRCA germinal
et/ou tumoral doit étre utilisé (dans I'un ou Il'autre ordre) ». Concernant les tests HRD, ils
« peuvent étre utilisés soit aprés, mais de préférence en méme temps que I'évaluation de
BRCA ». En synthese, ils avancent que « le statut BRCA germinal et/ou tumoral et, en cas
de BRCA wild-type, la recherche d'un statut tumoral HRD doit étre déterminé aprés le
diagnostic initial et idéalement avant la fin de la chimiothérapie de premiere ligne » et que
« les tests génétiques germinaux devraient faire partie intégrante des parcours de soins des
patientes ». Enfin, ils soulévent de méme la nécessité « de développer de nouveaux tests

HRD alternatifs validés ».
En synthése, nous voyons donc qu‘alors que la SFMPP se positionne de maniére

analogue aux recommandations de I'ASCO avec une évaluation germinale systématique,

I'ESMO positionne sur un méme plan les analyses germinale et somatique.
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En nous intéressant maintenant aux recommandations nationales, deux principaux
axes existent : celles émanant de I'Institut National du Cancer (INCa) et les recommandations
de pratiques professionnelles (RPC) des Cours de Saint-Paul de Vence pour le Groupe
d'Investigateurs National des Etudes des Cancers Ovariens et du sein (GINECO) [9,33,244].

Selon les recommandations francaises de I'INCa Inhibiteurs de PARP : préconisations
pour un parcours en géenétigue oncologique (2019) [244]:

Au diagnostic (statut BRCA inconnu), « le point d’entrée sera la recherche de mutation
des genes BRCA dans la tumeur de la personne malade (génétique tumorale) », « I'examen
complet des genes BRCA en génétique tumorale doit respecter un délai de six semaines, de
la prescription initiale par I'équipe clinique a la réception du résultat par cette méme équipe ».
De plus « si une mutation des géenes BRCA a été identifiée, il oriente systématiquement la
personne malade vers I'équipe d’oncogénétique afin de programmer une consultation
d’oncogénétique ». Ainsi, le circuit en génétique constitutionnelle est restreint aux personnes
chez lesquelles une mutation tBRCA* a été identifiée, hors situations spécifiques.

Selon I'INCa, ces situations incluent les patientes « atteintes d'un cancer de l'ovaire
diagnostiqué avant 70 ans » et/ou « présentant des criteres familiaux évocateurs d'une
prédisposition génétique au cancer ». Dans ce cas, un parcours en paralléle en
oncogénétique constitutionnelle est récommandé.

2 situations existent : soit une mutation tBRCA* a été identifiée au préalable au sein
de la tumeur, auquel cas « un examen ciblé est mis en oeuvre afin de rechercher cette
mutation sur le plan constitutionnel », soit un examen complet d'un panel de génes est mené
(BRCAL, BRCAZ, PALB2, TP53, CDH1, PTEN, RAD51C, RAD51D, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2,

EPCAM), d'apres les recommandations francaises de Moretta et colégues [245].

Selon les recommandations frangaises conjointes FRANCOGYN, CNGOF, SFOG et
GINECO/ARCAGY, sous |'égide de I'INCa Conduites a tenir initiales devant des patientes
atteintes d'un cancer épithélial de l'ovaire (2019) [9] « pour permettre la prescription de
I'olaparib aux patientes mutées BRCA1 ou BRCAZ atteintes d'un cancer de l'ovaire, de la
trompe ou du péritoine primitif de haut grade et de stade avancé, il est recommandé de

rechercher la mutation BRCA1 ou BRCAZ des le diagnostic, donc au moment de la coelioscopie
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initiale d'évaluation ». Elles se référent par ailleurs explicitement aux recommandations de

I'INCa concernant le parcours en oncogénétique tumorale/constitutionnelle.

Enfin, plus récemment, une des RPC des Cours de Saint-Paul de Vence Diagnostic
histologique et moléculaire des cancers de l'ovaire (2021) s'est intéressée spécifiquement a
la stratégie de recherche de BRCA et du statut HRD.

En se fiant a ces RPC nationales en vigueur, la stratégie préconisée reprend dans les
grandes lignes les recommandations de I'INCa [33], puisque « l'examen complet des genes
BRCA est effectué des le primo- diagnostic, et en premier sur la tumeur. Le résultat doit étre
rendu dans un délai de 6 semaines, compte tenu de I'implication thérapeutique ». De plus,
« a ce jour, en pratique en I'absence d'anomalie du géene BRCA, il est recommandé de faire
la recherche du score HRD afin de sélectionner la population qui va bénéficier le plus des
PARPi. Chez les patientes chez qui il est envisagé une chimiothérapie associée a du
bévacizumab, la recherche d’'HRD des le diagnostic (actuellement conditionnée par la
recherche avec le test Myriad selon les critéres d’'une autorisation temporaire d'utilisation
[ATU] de cohorte) permet ainsi de rajouter de I'olaparib ».

Ceci consiste donc a effectuer de prime abord I'évaluation du ¢BRCA en circuit rapide,
en restreignant I'évaluation du HRD aux patientes wild-type, hormis celles pour lesquelles un
projet d'olaparib + bevacizumab est envisagé (auquel cas, une approche en parallele
tBRCAHRD est recommandée). Par ailleurs, en contexte tBRCA* une consultation
d’oncogénétique est indiquée.

En se référant aux recommandations de I'INCa de 2019, les recommandations de
Saint-Paul de Vence de 2021 mettent aussi en avant |'orientation vers une consultation
d’oncogénétique en cas de contexte évocateur d’une prédisposition génétique au cancer,
méme si une mutation tumorale n'est pas identifiée. Les contextes évocateurs reprennent
ceux de I'INCa (antécédent personnel : age < 70 ans ou antécédent de cancer du sein ;
familial : agrégation de cancers du sein et/ou de I'ovaire dans la méme branche parentale,
voire de la prostate, du pancréas, ceci a des ages précoces).

Ainsi, ces dernieres RPC ont permis de proposer une approche relativement
consensuelle en dépit de certaines divergences avec les recommandations
américaines/européennes. Les évolutions des tests et de la valeur prédictive des différents

biomarqueurs actuels et a venir pourraient mener a leur évolution prochaine.
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XIII - Conclusions

Les carcinomes épithéliaux ovariens de haut grade (HGSOC), forme la plus fréquente et
la plus agressive des cancers de l'ovaire, représentant ainsi un défi important pour la
recherche ainsi que pour les cliniciens. Ces cancers sont caractérisés dans pres de la moitié
des cas par une altération de la recombinaison homologue (HRD).

Sur le versant causal, le statut HRD repose principalement sur des altérations génétiques
de BRCA1/2, expliquant plus de la moitié des cas (que ce soit via des mutations ponctuelles,
des altérations de type grands réarrangements ou encore via la méthylation du promoteur
de BRCAI). Par-dela BRCA1/2, il existe toute une panoplie d’autres causes menant au
phénotype HRD, englobées sous le concept de « BRCAness ».

En conséquence, un statut HRD conduit a des effets spécifiques tant moléculaires (e.g.
instabilité génomique) que cliniques (e.g. sensibilité accrue aux sels de platine et aux
inhibiteurs de PARP).

A la suite d'essais cliniques princeps ayant montré un impact majeur sur 'évolution des
patientes atteintes d’'HGSOC, 3 inhibiteurs de la PARP (olaparib, niraparib et rucaparib) ont
recu I'approbation des instances de régulation américaine et européenne (FDA/EMA).

Afin d'évaluer le statut HRD des patientes, des tests compagnons (CDx) ont été
développés et validés, basés notamment sur une analyse de BRCA1/2 +/- une évaluation de
I'instabilité génomique, qui est une des conséquences moléculaires du statut HRD.

Cependant ces tests souffrent de multiples limites techniques, médicales et
économiques ; ceci a ainsi soulevé un certain nombre d'interrogations. En effet, bien que
I'évaluation du statut HRD soit recommandée pour aider dans le choix du traitement de
maintenance de 1% ligne le plus adapté, sa pertinence en tant que biomarqueur prédictif
reste encore un sujet de controverses pour les cliniciens.

Pour répondre a ceci, plusieurs axes de recherche sont a l'ceuvre. Des stratégies
prometteuses telles que I'utilisation de tests fonctionnels évaluant en temps réel le statut
HRD sont actuellement en cours de développement.

Les stratégies en cours et a venir devraient appréhender le statut HRD selon une
perspective évolutive, en intégrant notamment les concepts d’hétérogénéité tumorale, de
résistance primitive ou acquise aux PARPi ainsi que d‘autres parameétres cliniques et

biologiques afin de s’orienter vers une médecine individualisée.
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Simple Summary: High-grade serous ovarian cancer (HGSOC) is the most frequent and lethal form
of ovarian cancer and is associated with homologous recombination deficiency (HRD) in 50% of
cases. This specific alteration is associated with sensitivity to PARP inhibitors (PARPis). Despite vast
prognostic improvements due to PARPis, current molecular assays assessing HRD status suffer from
several limitations, and there is an urgent need for a more accurate evaluation. In these companion
reviews (Part 1: Technical considerations; Part 2: Medical perspectives), we develop an integrative
review to provide physicians and researchers involved in HGSOC management with a holistic
perspective, from translational research to clinical applications.

Abstract: High-grade serous ovarian cancer (HGSOC), the most frequent and lethal form of ovarian
cancer, exhibits homologous recombination deficiency (HRD) in 50% of cases. In addition to mutations
in BRCA1 and BRCA2, which are the best known thus far, defects can also be caused by diverse
alterations to homologous recombination-related genes or epigenetic patterns. HRD leads to genomic
instability (genomic scars) and is associated with PARP inhibitor (PARPi) sensitivity. HRD is currently
assessed through BRCA1/2 analysis, which produces a genomic instability score (GIS). However,
despite substantial clinical achievements, FDA-approved companion diagnostics (CDx) based on
GISs have important limitations. Indeed, despite the use of GIS in clinical practice, the relevance of
such assays remains controversial. Although international guidelines include companion diagnostics
as part of HGSOC frontline management, they also underscore the need for more powerful and
alternative approaches for assessing patient eligibility to PARP inhibitors. In these companion
reviews, we review and present evidence to date regarding HRD definitions, achievements and
limitations in HGSOC. Part 1 is dedicated to technical considerations and proposed perspectives that
could lead to a more comprehensive and dynamic assessment of HR, while Part 2 provides a more
integrated approach for clinicians.

Keywords: high-grade serous ovarian cancer; homologous recombination deficiency; BRCA; genomic
scars; HRD assays; PARP inhibitors

1. Introduction

High-grade serous ovarian cancer (HGSOC) is the most frequent and lethal form of
epithelial ovarian cancer (EOC) [1]. Despite substantial improvement in the clinical man-
agement of HGSOC, the all-stage 5-year overall survival (OS) rate remains at approximately
40% [2-4]. Thus, a better understanding of this disease is urgently required, from molecular
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deciphering to new therapeutic molecules. As such, a novel class of molecules, called
polyadenosine diphosphate-ribose polymerase (PARP) inhibitors, emerged during the last
decade. PARP inhibitors (PARPis) are based on homologous recombination deficiency
(HRD), a molecular alteration that affects approximately 50% of HGSOC cases. In parallel
with PARPi development, HRD assays have been developed to provide clinicians with
accurate estimates of homologous recombination status. As such, PARPis, coupled with
HRD assays, led to substantial improvements in HGSOC prognosis [5].

However, HRD assays remain controversial, notably due to their technical and med-
ical relevance [6,7]. By bridging the gap between molecular and clinical considerations,
these companion reviews will present the evidence to date regarding HRD definitions,
achievements and limitations in EOC, with the aim of providing physicians and researchers
involved in HGSOC management with a holistic perspective, from translational research to
clinics. Part 1 focuses on molecular and technical considerations, describing: 1. the main
components of HRD through a dichotomic approach (i.e., causes and consequences);
2. the rationale, development and technical performance of current HRD assays; and 3. the
limitations inherent to current HRD assays and the axes of research and proposed perspec-
tives that could lead to a more comprehensive and dynamic assessment of HRD, with the
aim of improving its predictive value. The companion paper (Part 2) focuses on clinical
considerations and, notably, the impact of PARPis in the clinic.

2. From Ovarian Cancer Genetics to Homologous Recombination Defects
2.1. HGSOC Predispositions: Germline Alterations and Affected Pathways

Discoveries in observational studies and family studies led to the determination of
genetic factors involved in EOC risk, notably those associated with the so-called hereditary
breast and ovarian cancer (HBOC) syndrome caused by germline mutations in BRCA1 or
BRCA2 (BRCA1/2). Based on The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, it is estimated
that 15-20% of HGSOC patients carry a germline mutation in BRCA1/2 genes, leading to a
cumulative risk of developing EOC by the age of 80 years of 44% and 17%, respectively,
versus 1.4% in the general population [8,9]. BRCAI mutation carriers exhibit OC at a
younger age than BRCA2 mutation carriers. The high prevalence of BRCA1/2 mutations
led to the formulation of international guidelines to integrate genetic testing, or at least
genetic counseling, upon EOC diagnosis, particularly in the context of a familial history of
OC [10-13]. Furthermore, prophylactic risk-reducing bilateral salpingo-oophorectomy has
been shown to be an effective prevention strategy in germline BRCA1/2 carriers [14]. It also
should be noted that BRCA2 germline mutation increases the risk of prostate and pancreatic
cancers [8,13]. A few cases of constitutive epimutations (i.e., aberrant hypermethylation) of
the BRCA1 promoter have been reported [15,16]. Other germline mutations have also been
described, such as RAD51C, RAD51D, PALB2, BARD1 or BRIPI, representing a cumulative
frequency of approximately 5% [17,18]. Notably, inherited mutations in mismatch repair
genes (mainly hMLH1, hMSH2, hMSH6 and PMS?2), which lead to Lynch syndrome, are also
known to increase the risk of OC, although they mainly exhibit endometrioid histology [19].
Beyond germline alterations, EOC depends on a few crucial pathways. Indeed, TP53
(which encodes the tumor suppressor p53) is mutated in approximately 96% of HGSOC
cases and is considered an early event and driver mutation of cancer progression [20,21].
Data from TCGA have shown recurrent mutations in a restricted set of genes: BRCAI,
BRCA2, NF1, RB1 and CDK12 [9]. Furthermore, HGSOC is also characterized by frequent
chromosomal instability through DNA gain/loss, leading to tumor suppressor gene (TSG)
loss and oncogene amplification [22].

Strikingly, several genes altered in HGSOC are involved in DNA repair through the
homologous recombination (HR) process. Briefly, single-strand breaks (SSB) are processed
through the base excision repair (BER) mechanism, mainly involving PARP proteins (of
whom PARP1 is the most characterized). When facing double-strand break (DSB), cells will
use different repair mechanisms: homologous recombination (HR), non-homologous end
joining (NHEJ) and microhomology-mediated end joining (MME]). While the HR process
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leads to faithful DNA repair by using a homologous template, end resects are directly
ligated by NHE], potentially leading to small insertions/deletions (indels). MME] also
leads to specific indels, which are longer than the ones occurring during NHEJ [23].

2.2. BRCA1 and BRCA2: Key Players in EOC

At the genetic level, alterations to BRCAI and BRCA2 are the most frequent and
best -characterized alterations in the HR pathway. Indeed, both germline and somatic
deleterious mutations in BRCA1/2 genes (referred to as gBRCA* and sBRCA*, respectively)
have been shown to promote HGSOC [9,24]. BRCA1/2 play key roles in genome integrity
maintenance and their alteration are an early event in the EOC carcinogenetic process;
indeed, the loss of the first allele of BRCAI (or BRCA?2) is a facilitating event for TP53
loss, both of them leading to EOC development [25]. The most frequent and well-known
alterations are short mutations in BRCA1/2 genes, leading to coding sequence disruption
(through missense, nonsense or frameshift mutations) that subsequently inactivate proteins
or result in dominant-negative mutations [26]. According to the two-hit Knudson hypoth-
esis, in the context of gBRCA*, all the cells in the patient already carry an inactive copy
of BRCA (the first hit); thus, the loss of the second allele (the second hit), which mainly
occurs through loss of heterozygosity (LOH), is the only step needed to produce HRD [27].
In contrast, patients without gBRCA* need two hits to develop HRD. gBRCA1* and gBRCA2*
are estimated to occur in 8% and 6% of HGSOC cases, respectively. Furthermore, sSBRCA1*
and sBRCA2* are found in an additional 4% and 3% of cases, respectively [9,28]. Notably,
it has been suggested that BRCA1 haploinsufficiency due to gBRCA1* could be sufficient
to initiate tumorigenesis through the TP53 mutation, without needing a second hit [29].
This hypothesis is supported by the fact that retention of the normal allele (i.e., absence of
LOH) has been reported to occur in 7% and 16% of HGSOC cases that carry gBRCA1* or
gBRCA2*, respectively [30]. Nevertheless, in the context of SBRCA*, LOH is considered to
be near-universal; additionally, a few studies have reported that short mutations could be
an alternative second hit [31,32].

Recently, multimegabase large rearrangements (LRs) at the BRCA1/2 loci have been
suggested to lead to HRD, accounting for approximately 16% of patients [33]. Owing to
their different structures, the BRCA1 and BRCAZ2 proteins exhibit distinct functions in the
cell. Aside from HR, in which the role of BRCA2 remains unclear, BRCA1 exhibits a variety
of functions in the cell, such as cell cycle regulation, chromatin remodeling, replication fork
protection and apoptosis [34,35].

In addition to direct alterations to DNA sequences, epigenetic mechanisms can also
lead to loss of expression of BRCAI. Indeed, BRCA1 promoter methylation (-CpG+) has
been characterized for decades [36]. Data from TCGA revealed that the BRCAI-CpG+
mechanism leads to HRD in approximately 11% of HGSOC cases [9]. According to a meta-
analysis based on 16 studies, BRCAI-CpG+ is found in approximately 16% of EOCs [37].
A recent study, which analyzed 88 EOCs, found BRCA1-CpG+ and BRCA2-CpG+ in 19.3%
and 4.6% of the cases, respectively [38]. This latter finding could imply that BRCA2-CpG+ is
a cause of HRD, although it has been classically considered a quite rare event. Interestingly,
BRCA mutations and BRCA1-CpG+ are almost mutually exclusive [9].

2.3. Beyond BRCA: The BRCAness Concept

Although initially described with BRCA1/2*, HRD was later characterized in the con-
text of wild-type BRCA (BRCA™); therefore, the so-called “BRCAness” phenotype, encom-
passing any HRD not caused by a direct BRCA alteration, was identified [39]. In BRCA™",
biallelic mutations in HR genes that lead to BRCAness have been described. They represent
approximately 5% of cases and mainly concern mutations to RAD51C, RAD51D, BRIP1 and
PALB? [40-42]. In addition to point mutations, LRs that affect genes other than BRCA1/2,
such as RAD50 and NBS1, have been reported [43]. Furthermore, HRD can be the conse-
quence of EMSY (a BRCA2-interacting transcriptional repressor) amplification, an alteration
found in approximately 5% of cases [44,45]. Notably, a specific subset of HGSOC cases
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exhibits CCNE1 amplification, a molecular carcinogenetic pathway associated with HR
proficiency and a poor prognosis [46].

In addition to BRCAness due to genetic mutations, promoter methylation in other
HR genes, such as RAD51C and PALB2, has been described in HGSOC [26,47]. Apart
from protein-coding RNAs, the role that microRNAs (miRNAs), typically studied in the
regulation of gene expression through translation inhibition and mRNA degradation, play
in the carcinogenetic process has begun to emerge, with specific miRNA signatures asso-
ciated with OC [48,49]. Deregulation of some miRNAs, such as miR-509-3p and miR-211,
through HR inhibition, has been implicated in platinum-sensitive (Pt-S) cancers [50,51].
Long noncoding RNAs (IncRNAs), which exhibit a wide range of physiological functions,
such as transcription regulation and scaffolding within cells, have been linked to OC
risk, carcinogenesis and prognosis [52,53]. For instance, PCAT-1 leads to HRD in prostate
cancer by suppressing BRCA2 [54]. Although several IncRNAs have been shown to be
involved in HR, their actual etiologic impact on HRD still needs to be assessed in EOC [55].
Interestingly, it has been suggested that miRNA and IncRNAs deregulations are caused by
alterations in methylation, implying crosstalk between these two epigenetic processes.

Chromatin dynamics rely mainly on posttranslational modifications (PTMs), nucle-
osome positioning and spatial genome organization; these modifications are involved
in complex crosstalk with DNA methylation [56]. Currently, there is no clinical proof
that such epigenetic modifications can directly lead to HRD in the context of OC [57].
However, as chromatin can act as a gene silencer and a barrier to efficient DNA repair,
it appears plausible that chromatin remodeling could partly explain (or at least participate
in) HRD in OC [58]. Indeed, several histone PTMs have been described in the context of
DSBs, notably participating in the selection between the HR and NHE] pathways [59,60].
Interestingly, H2AX phosphorylation at serine 139 (the so-called y-H2AX) is considered
the hallmark of DSBs [61]. H4K16 acetylation and H3K36 trimethylation act synergistically
and are required for HR after a DSB; loss of these markers leads to inefficient HR [62,63].
Bromodomain-containing protein 9 (BRD9), which has been shown to be mutated in EOC,
is essential for acetylation of RAD54 and its interaction with RAD54 is likewise necessary
for efficient HR [64].

In conclusion, although not easily translatable to routine clinical practice, many of the
intricate epigenetic mechanisms involved in HR and its deficiency have been described
thus far.

2.4. Consequences of HRD

Owing to the democratization of next-generation sequencing (NGS), intensive onco-
logical research has been conducted to investigate correlations between specific cancer
types and distinct sets of DNA alterations (the “mutation signature”). In addition to his-
tomolecular correlations, data on specific carcinogens (e.g., tobacco smoke) and tumor
aggressiveness have led to molecular classifications [65,66]. Thus, the consequences of
HRD can be classified into three different categories: DNA alterations, epigenetic markers
and functional phenotypes (Figure 1).
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Figure 1. Genomic instability as a consequence of HRD. HRD shows genomic instability and pro-
oncogenic lesions responsible for multiple genetic (blue squares) and epigenetic (green squares)
events characterizing tumor progression and defining PARPi sensitivity and survival enhancement
(black squares). Signature 3 refers to a specific base substitution pattern, which is the consequence
of HRD. Abbreviations are as follows: HRD: homologous recombination deficiency; LOH: loss of
heterozygosity; LST: large-scale transition; MME]: microhomology-mediated end-joining; OS: overall
survival; PFS: progression-free survival; PARPi: poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase
inhibitor; PTM: posttranslational modification; TAI: telomere allelic imbalance.

2.4.1. Genetics

DNA alterations can be divided into two classes: microlesions (affecting a single to a
few nucleotides) and macrolesions (affecting larger DNA regions, up to megabases). At the
microlesional scale, BRCA alterations (caused by gBRCA1/2*, sBRCA1/2* or BRCAI-CpG+)
lead to a specific base substitution pattern, named “signature 3” [67-69]. In contrast to
the other defined signatures, the BRCA1/2*-associated signature exhibits a relatively equal
distribution of different base substitutions (i.e., transitions and transversions) that are
quite homogeneous across the gene. Furthermore, it is characterized by a high number of
microhomology-mediated deletions, which are consequences of HRD and the compensatory
use of the MME] mechanism. Interestingly, BRCA1/2* leads to a seven-fold increase in
base mutagenesis through HRD, thus promoting oncogenesis and intratumoral heterogene-
ity [70]. In addition to BRCA alterations, signature 3 has been observed in other HR-related
genes, leading to a BRCAness molecular signature [71-73]. Notably, this signature is not
present in the context of incomplete inactivation of HR-related genes [35].

At the (sub)chromosomal scale, HRD leads to gross rearrangements and aberra-
tions [74]. Several types of LR have been described as consequences of HRD. Branded with
the generic term “genomic scars”, they constitute a permanent fingerprint of HRD-related
global genomic instability [75]. The literature tends to use “mutational signatures” and
“genomic scars” to refer to microlesions and macrolesions, respectively; however, these
are interchangeable. HRD leads to a specific panel of copy number alterations through
deletions, duplications, inversions and translocations. Indeed, BRCA1/2* breast tumors
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exhibit a specific genomic profile in array comparative genomic hybridization (aCGH),
a profile that can also be found in tumors that exhibit BRCAness [76,77].

More precisely, three types of alterations are enriched in tumors with HRD: LOH,
large-scale state transitions (LSTs) and telomere allelic imbalance (TAI). Stricto sensu, LOH
is an allelic imbalance (i.e., loss of equilibrium between paternal and maternal alleles); it can
be either “copy defective” (i.e., a simple loss of one of the alleles and subsequent haploidy
in a given locus) or “copy neutral” (i.e., no loss of diploidy) [78]. In the context of HRD,
LOH refers to deletions >15 megabases (Mb) but less than a whole chromosome [79]. TAl is
defined as an allelic imbalance >11 Mb in subtelomeric regions [80]. Conversely, LST refers
to an allelic imbalance >10 Mb in size between adjacent genomic regions, a phenomenon
caused by translocations and insertions/deletions [81]. Notably, in the context of HRD,
these alterations are found across the genome, and their global enrichment is reflected in
the global genomic instability score (GIS) [82].

2.4.2. Epigenetic Markers

In addition to genetic alterations, HRD is also associated with epigenetic alterations.
However, the link between cause and consequence is harder to establish for epigenetic
alterations. Indeed, the different HRD-related epigenetic alterations can precede, maintain
or occur after an HRD phenotype develops.

The simplest layer of epigenetics is based on specific gene expression profiles (GEPs),
secondary to DNA mutations [83]. Most of the studies assessing epigenetics to date have
been performed in the context of BRCA*. Seminal studies have shown specific GEPs
are associated with BRCA* tumors, with a distinct panel depending on the gene affected
(BRCAT* versus BRCA2*) and on the etiology (germinal versus sporadic); intriguingly,
a partial overlap exists among these and a subset of BRCA™ HGSOC cases, suggesting a
common HRD-associated GEP [84-86]. A 60-gene-specific panel associated with BRCAness
has been described [87]. Specifically, HRD exhibits a distinct core GEP [88]. Notably, in the
context of gBRCAT*, even healthy fallopian tissue exhibits a specific GEP, suggesting an
epigenome-modifying influence [89,90]. The partial divergence observed between BRCAT1*
and BRCA2* tumors probably relies on the pleiotropic function of BRCA1, which is not
restricted to DSB management [91,92].

Several epigenetic markers have been associated with HRD. Importantly, BRCA1 has
been shown to negatively regulate Polycomb-repressive complex 2, a major chromatin
remodeling enzyme involved in stem cell-state maintenance through transcriptional re-
pression of histone H3K27 trimethylation [93,94]. Following HRD, tumors exhibit specific
PTMs, with lower levels of H4K12/16-acetylation and overexpression of histone deacety-
lase 6 [95,96]. In patients with gBRCA1/2*, apparently “normal” fallopian tissue still carries
a reprogrammed epigenome with a specific methylome [97]. The inefficiency of HR leads to
a lack of RAD51 recruitment at DSB sites (the so-called “RADS51 foci”) [98,99]. Furthermore,
a subnetwork of 30 co-expressed proteins distinguishes HRD versus non-HRD HGSOC [96].

2.4.3. Functional Consequences

At the functional level, HRD tumors are metabolically distinct; indeed, they rely more
on oxidative phosphorylation than glycolysis [100]. Owing to error-prone DSB processing,
HRD tumors have a higher tumor mutational burden (TMB), neoantigen load and HLA-
I expression [101]. This is in accordance with the increase in tumor-infiltrating CD8+
lymphocytes and the higher expression of PD-1/PD-L1 proteins observed in BRCA1/2*
HGSOC, reflecting an “immunologically hot” phenotype [102].

Clinically, HRD tumors tend to be more sensitive to platinum-based regimens and
PARPis, although differences exist depending on the underlying HRD mechanism [98,103].
Platinum-based treatments mainly rely on DSB generation via crosslinks with DNA,
a phenomenon that is highly toxic to cells in the context of HRD [104]. In terms of PARPis,
the sensitivity of HRD tumors is based on their synthetic lethality (SL). This concept relies
on the fact that cancer cells harbor gene defects that are not lethal per se, but that become
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lethal when combined with a defect in another gene [105]. When using PARPis, SL occurs
because of the inability of HRD tumors to manage DSBs. Some PARPs (a large family of
17 proteins that participates in several cellular pathways through the ADP-ribose PTM and
whose deregulation is implicated in carcinogenesis) are involved in DNA repair. PARP1,
which is the most characterized PARP, plays a key role in SSB repair mainly through BER,
although its role in MME] has recently been described [106,107]. Consequently, PARPis
impairs the BER pathway, leading to SSB accumulation and progression to DSBs. In HR-
proficient cells, these DSBs will be processed, allowing continued cell viability. In contrast,
HRD cells accumulate DSBs, ultimately leading to apoptosis. Interestingly, recent studies
have shown that PARPis have other roles, such as stalling the replication fork, stalling or
trapping PARP1 on DNA (leading to protein-DNA adducts) and subsequent cell death
in HRD cells [108]. In the context of HGSOC, seminal studies showed both in vivo and
in vitro a specific SL occurring with PARPis in a BRCA-deficient context [109,110]. Subse-
quently, this breakthrough class of agents started to emerge in randomized clinical trials
with substantial improvements in patients with HRD HGSOC, leading to approval of
three molecules to date: olaparib, niraparib and rucaparib. Clinical considerations will
be developed in Part 2 of this review. Noteworthy, HRD HGSOC spontaneously tends
to have improved progression-free survival (PFS) and OS, which is in part due to better
treatment responses [111].

Consequently, an accurate evaluation of the HRD status of cases remains essential,
for both prognosis and theranostics.

3. HRD Companion Assays in Clinical Practice

Owing to the potent impact of HRD status on HGSOC management, several assays
have been developed for HRD evaluation; while some have been used in research thus
far, others are currently used as “companion diagnostic” (CDx) assays prior to PARPi
prescription. This section will focus on clinically validated and/or routinely used tests
(Table 1), while tests currently under investigation will be discussed in the fourth part of
this review. This review will only focus on technical considerations (performances and
limitations of each test), while the clinical considerations (i.e., the relevance of evaluating
HRD status as a biomarker for PARPi prescription and response) will be detailed in the
related paper. To date, three CDx assays have currently received FDA approval for OC [112].
HRD evaluation mainly relies on two strategies (following the cause versus consequences
dichotomy): searching for mutations in HR-related genes (mainly BRCA*; the causes of
HRD) and/or the presence of “genomic scars” (the consequences of HRD).
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Table 1. Current FDA-approved CDx for HRD evaluation in ovarian cancer.

BRCA1/2 Technical

CDx Sample BRCA1/2 Concerns Ev(;-l;llusaﬁon GIS HRD+ Cost FDA
Test Requirement Analyses ! and Limits of Detection 1 LOD! Cutoff! (in $) Approvals
(LOD)!
BRACAnalysis® e 5-7 mL (blood) * gBRCA ® sBRCA* are not detected NA NA NA 0-2952 2014: OC with >3 L

MG) — OLA (gBRCA*)
o Targeting: o Less detected alterations:
- full coding sequence -LR © 2018: aEOC in P/CR
- flanking regions - deletions > 40 bp — OLA (1Lm; gBRCA¥)
- insertions > 10 bp
e PCR + Sanger on AB® @ 2018: rEOCif >2 L
ABI3730 (SNV, indels) — RUCA (gBRCA*)
o Multiplex PCR with
BART® pipeline (LR)
MyChoice® e FFPE e tBRCA e No distinction between Pangenomic >30% GIS > 42 4040 ©2019: rTEOC (>3 L/Pt-s)
(MG) sBRCA* and gBRCA* LST+LOH and/or — NIRA (HRD+)
o Block/>10 slides o Hybridization-based +TAI tBRCA*
capture + NGS o Less detected alterations: © 2020: aEOC in C/PR
e >25 mm? - indels > 25 bp — OLA + bevacizumab
o Tllumina® HiSeq2500 - whole gene deletions (1ILm; HRD+)
® >20% tumor cells
o Customized pipeline: o Allele frequency LOD’s:
© DNA: 30-200 ng - Indels - 7% (SNV)
-SNV - 6% (<10 bp indels)

- ~30% (>3 exons LR)
- ~50% (1-2 exons LR)

- LR (exons + promoters)

FoundationOne®® e FFPE

(EM)

@ Block/>10 slides
® >25 mm?
® >20% tumor cells

© DNA: 50-1000 ng

o tBRCA e No distinction between Pangenomic >35% LOH > 165800 ©2016: tEOC with >2L 4
sBRCA* and gBRCA* LOH and/or — RUCA (tBRCA¥)

o Hybridization-based tBRCA*

capture + NGS e Poorly detected © 2018: aEOCin P/CR
alterations: — OLA (1Lm; tBRCA%*)

o Illumina® HiSeq4000 - >13 bp indels
- polyT regions © 2018: rEOC in C/PR ®

- specific LR (>1 exon — RUCA (2Lm)

indels, inversions,

o Customized pipeline:
- Indels

-SNV transversions, HD)
- LR (coding exons)
- Rearrangements o Allele frequency LOD's:

- ~6% (SNV, >12 bp indels
in non-repetitive regions)

- ~15% (homopolymer
regions)

- ~8% (BRCA2 HD)

- ~20% (rearrangements)

Abbreviations are as follows: 1Lm = first-line maintenance; 2Lm = second-line maintenance; >2 L = 2 or more
previous lines of chemotherapy; >3 L = 3 or more previous lines of chemotherapy; aEOC = advanced epithe-
lial ovarian cancer (including primitive peritoneal and fallopian tube cancers); CDx = companion diagnostic;
C/PR = complete/partial response to platinum-based chemotherapy; FFPE = formalin-fixed paraffin-embedded;
FM = FoundationMedicine; gBRCA = germline BRCA; GIS = genomic instability score; HD: homozygous deletion;
HRD (+) = homologous recombination deficiency (positive); LOH = loss of heterozygosity; MG = MyriadGe-
netics; NA = not applicable; NIRA: niraparib; OC = ovarian cancer; OLA: olaparib; Pt-s = platinum-sensitive;
rEOC = recurrent epithelial ovarian cancer (including primitive peritoneal and fallopian tube cancers); RUCA:
rucaparib; tBRCA = tumoral BRCA. Nota bene: ! data is presented according to the technical information pro-
vided by the manufacturers and laboratory validation studies; complementary technical information, particularly
for clinical validation studies, is provided within the text. 2 The cost of BRACAnalysis® CDx is highly depen-
dent on medical insurance coverage in the USA. 3 The F1-CDx also detects microlesions and macrolesions in
324 genes, selected gene rearrangements, and MSI and TMB. # In this context, FoundationOne Liquid CDx
(performed on a whole blood sample) is also FDA-approved but does not provide LOH evaluation. > In this
context, rucaparib is not biomarker-driven, but a positive HRD status is predictive of its efficacy and indicates
improved progression-free survival.

3.1. BRCA Mutations

Currently, the mutation statuses of BRCA1 and BRCA?2 can be either evaluated through
gene-specific (i.e., BRCA1/2 targeted sequencing) or multipanel testing, the latter detecting
potently targetable non-BRCA alterations. Based on central sequencing confirmation,
the gBRCA tests provided by different companies have been shown to produce reliable
results concerning molecular alterations, with a concordance of >95% [113]. The rate of
variants of unknown significance (VUS), which was originally 84% during initial BRCA
testing development, has dropped to approximately 10% due to VUS reclassification
and refinement, notably through the Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA



Cancers 2022, 14,1132

9 of 24

(CIMBA) [114]. However, non-BRCA HR-related genes, when used in some randomized
controlled trials (RCTs) evaluating PARPis or Pt-S in HGSOC, have produced conflicting
results and are currently under investigation [11,12,40,42].

Depending on the context, BRCA analysis can be performed either in blood samples
(i.e., constitutive) or directly within the tumor (tBRCA). While detection of gBRCA* in blood
samples generally implies altered BRCA within the tumor, the presence of a mutation within
the tumor (i.e., tBRCA*) from formalin-fixed paraffin-embedded tissue (FFPE) can be due
either to sSBRCA* or gBRCA*. Current international guidelines and practices recommend
tBRCA* testing, at a minimum, for newly diagnosed HGSOC, though systematic gBRCA
evaluation recommendations vary between guidelines [10,11,22,115,116].

As gBRCA* represents the vast majority of tBRCA* and has important implications for
the hereditary risk of breast and ovarian cancers (HBOC) and screening of patient relatives,
current guidelines systematically recommend referral to genetic counseling upon tBRCA*
detection [11,12,115,116]. Evaluation of gBRCA needs to be performed both at the micro-
and macro-lesion scales, as LR constitutes a non-negligible fraction of BRCA alterations.
Following the decision of the USA Supreme Court concerning the ineligibility of BRCA gene
sequencing patents, many institutes and companies have developed their own assays [117].

MyriadGenetics (MG), which initially characterized the sequence of BRCA, developed
the BRACAnalysis® CDx in accordance with its extensive experience with BRACAnalysis®
of HBOC [118]. In 2014, BRACAnalysis® CDx (BA-CDx) became the first FDA-approved
CDx, along with olaparib, for treating patients with gBRCA* advanced OC who previously
received >3 lines of chemotherapy [119]. BA-CDx relies on sequencing genomic DNA
obtained from whole blood samples collected in EDTA. The entire coding sequences of the
BRCA1/2 genes are included (as well as promoter regions and intron/exon boundaries).
Point mutations and short indels are analyzed with polymerase chain reaction (PCR) and
Sanger sequencing, while large rearrangements (LR-including deletions/duplications) are
detected with multiplex PCR and a proprietary system entitled BART® CDx.

There are five different classifications of results: positive for a deleterious mutation;
genetic variant-suspected deleterious; genetic variant, favor polymorphism; genetic VUS;
and no mutation detected. The VUS classification is the one of highest concern for geneti-
cists and oncologists, with a moving interpretation according to scientific discoveries. MG
uses its own private database, which relies on its extensive experience with BRCA analysis
for determining hereditary cancer risk and variant classifications.

To MG (consistent with the American College of Medical Genetics and Genomics
recommendations), mutations are considered deleterious if they fall in one of the following
categories: nonsense and frameshift mutations occurring at/or before the last known
deleterious amino acid position of the affected gene; deletions/duplications of entire exons;
LR leading to frameshifts; and mutations/LR based on the data derived from the linkage
analysis of high-risk families, functional assays, biochemical evidence, statistical evidence,
and/or demonstration of abnormal mRNA transcript processing [120]. MG classification is
performed by a committee of experts (i.e., board-certified laboratory and medical directors,
research scientists, genetic counselors and variant support specialists) and further enriches
their proprietary database [121].

According to the technical information given by MG, analytical validation studies
(i.e., nonclinical studies) of BA-CDx were performed on a set of 110 samples containing
single nucleotide variants (SNVs), deletions of up to 40 base pairs (bp) and insertions of
up to 10 bp, with a validated NGS-based assay as comparator [121]. Agreement analyses
included 100% positive percent agreement (PPA), negative percent agreement (NPA),
and overall percent agreement (OPA). BART® CDx accuracy was evaluated by using a
validated microarray assay on a set of 103 patients (with 29 samples positive for a large
rearrangement in BRCA1 or BRCA?2). BART® CDx yielded valid results for 98 samples,
with concordance between the 2 tests for 97 samples (the discordant sample was identified
as duplication by BART® CDx and triplication by the reference assay) [121].
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Clinical validation was performed on samples from several studies that evaluated the
effect of PARPis on OC. Notably, a subset of 61 samples from Study 42 (NCT01078662),
initially tested locally, was retrospectively tested with BA-CDx, and provided a 96.7%
(59/61) concordance rate (the 2 discordant samples included 1 sample without a callable
result with BA-CDx and another with a different variant classification result). Patients from
the SOLO1 RCT (NCT01844986) enrolled either through prospectively testing with BA-CDx
(n = 181) or local testing (n = 210). Of these 210 patients, 208 were retrospectively tested,
and concordance was achieved for 207 of them (98.5%) [113,121].

The main limitation of the BA-CDx assay is that it only detects gBRCA*; as gBRCA*
represents approximately 70% of BRCA-mutated patients; a negative BA-CDx result does
not rule out sSBRCA*. Other limitations of the BA-CDx include the lack of general detection
of insertions that differ from duplications and unequal allele amplification (and subsequent
false-negative results) from rare polymorphisms under primer sites [121]. BA-CDx is cur-
rently FDA-approved as a CDx assay in three distinct situations where gBRCA* evaluation
is required prior to PARPi prescription, as detailed in Table 1.

3.2. Genomic Scars

Two commercially available CDx assays have been prospectively validated for the
evaluation of genomic scars thus far: FoundationFocus CDxBRCA-LOH® (FF-CDx) from
FoundationMedicine (FM) and MyChoice CDx® (MC-CDx) from MG [11,22]. Both tests
combine tBRCA sequencing and genomic scarring evaluation. As BRCA analysis is per-
formed on tumoral tissue, it does not distinguish between gBRCA* and tBRCA*.

FF-CDx is based on comprehensive (i.e., including characterization of point mutations
and indels) deep NGS, and thus has a >95% sensitivity and >99% positive predictive value;
the starting material is FFPE, either in block form or on at least 10 unstained slides, with
a minimum of 20% malignant tissue for BRCA1/2 analysis [122,123]. It relies on whole-
genome shotgun library construction and hybridization-based capture, amplification and
sequencing of the constructed library. Interestingly, while the capture process targets
approximately 1.5 Mb of the human genome (including all coding exons of 310 cancer-
related genes, introns or noncoding regions of 35 genes and >3500 SNVs located throughout
the genome), the FF-CDx only reports results for BRCA1/2, raising the question of “lost
data”. Subsequently, tBRCA1/2* (including SNVs and indels up to 13 bp) are detected
through a custom analysis pipeline, with a 5% mutation allele frequency (MAF) cutoff
(lowered to 1% for SN'Vs and 3% for indels mutations in hotspots). tBRCA* is considered
deleterious when it leads to premature stop codons (PSCs) anywhere in BRCA1/2 coding
regions (with the exception of the BRCA2 PSC at position K3326 and 3’ downstream),
splice site alterations (defined as mutations at intron/exon junctions, +2 bp from exon
starts/ends) or deleterious missense alterations (according to the curated list based on the
Breast Cancer Information Core database).

An analytical validation study of FF-CDx was performed on a set of 36 tBRCA*
(including SNVs, deletions up to 12 bp and insertions up to 4 bp) and 44 tBRCA wild-
type (tBRCA™") samples, with a validated NGS-based assay as a comparator. Agreement
analyses were as follows: 100% PPA, 94.9% NPA and 97.3% OPA. The limits of detection
(LODs, defined as the minimal allele frequency necessary to detect a given lesion) vary by
type of alteration: 6% for SNVs and indels >12 bp in non-repetitive regions and 15.3% for
deletions in homopolymer regions. Clinical validation was performed on a subset of the
samples from Study 10 (NCT01482715) and the ARIEL2 (NCT01891344) study. The clinical
bridging study, which compared FF-CDx versus local testing for BRCA1/2 evaluation,
was performed on 67 samples and showed 97% PPA, 100% NPA and 97.9% OPA [124].
LOH was calculated through an almost genome-wide (i.e., the 22 pairs of autosomes)
analysis of the >3500 SNVs detected in the hybridization-based capture process, leading
to a global score that reflected the percentage of genomic LOH. Tumors were defined as
“LOH high” (>16%) or “LOH low” (<16%), corresponding to HRD-positive (HRD+) and
HRD-negative (HRD-) statuses, respectively [125]. Notably, a positive HRD result was
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produced if the tumor was “LOH high” and/or exhibited a tBRCA*. Laboratory validation
of the LOH component of the assay indicated the LOD was >35% DNA tumor content for
a reliable analysis; furthermore, the accuracy of the LOH evaluation (calculated through
inter-run reproducibility) was lower when the LOH value approached the 16% cutoff.
Notably, “LOH high” initially had a different cutoff (>14%), as it was defined through
TCGA analysis for the ARIEL2 study [126].

Interestingly, the FF-CDx evolved in parallel with RCTs that evaluated the PARPi
rucaparib. Indeed, FoundationMedicine initially proposed a test entitled FoundationFocus
CDxBRCAO®O that only focused on tBRCA alterations (point mutations and short indels);
this test received FDA approval in 2016, along with the PARPi rucaparib, for patients
with tBRCA*-associated advanced OC with >2 lines of chemotherapy [127]. This test
subsequently included LOH analysis following the ARIEL2 and ARIEL3 (NCT01968213)
studies that evaluated rucaparib, with the aim of determining the HRD status of patients
with mutations beyond tBRCA*; the LOH analysis was performed with FM T5 NGS, which
is an assay developed for clinical trials and has the same characteristics as the marketed
FF-CDx [126,128]. Interestingly, 6% (ARIEL2) and 8.7% (ARIEL3) of the LOH evaluations
provided inconclusive results.

Importantly, FF-CDx is no longer available as a stand-alone assay but is provided
within the more general FoundationOne CDx© (F1-CDx), driving a comprehensive multi
cancer analysis. Indeed, beyond the tBRCA* and LOH evaluations, F1-CDx can detect
mutations in a panel of 324 genes captured through the hybridization-based process,
including copy number alterations, TMB, MSI and specific gene rearrangements [22].
The results are provided in three classes: CDx claims, cancer mutations with evidence of
clinical significance, and cancer mutations with potential clinical significance. Comparison
with the LOH evaluation of FF-CDx produced 97.5% PPA, 95.1% NPA and 96.7% OPA.

According to its technical information, the F1-CDx assay allows LR identification;
however, its concordance with other validated methods has not been evaluated. Consequently,
confirmatory validation is required upon copy number alterations that affect BRCA (except
for whole BRCA1/2 homozygous deletion). Furthermore, although this test theoretically has
an LOD of >20% tumor purity for LR (importantly, this value is given for all HR pathway
genes), the clinical bridging study using the SOLO1 (which only enrolled patients with
tBRCA*) samples gave conflicting results. Indeed, 368 (94.1%) patients from SOLO1 were
retrospectively tested, and 335 had a valid F1-CDx result. Of these 335 patients, a delete-
rious mutation in BRCA1/2 was not confirmed in 22 cases. Twelve of these discrepancies
were due to differences in variant classification (i.e., different criteria between F1-CDx
and local testing assays); the remaining 10 patients actually had LR (>1 exon deletions or
duplications), indicating a substantial lack of sensitivity for LR detection from the F1-CDx
assay; however, this resulted in FDA approval of F1-CDx as a CDx for this indication [129].
Recently, FoundationMedicine has marketed the FoundationOne Liquid® CDx for detecting
tBRCA* (with a parallel analysis of the 324-gene panel) directly in a blood sample; however,
this test does not detect LOH and has only been validated prior to rucaparib treatment [130].
It should be noted that multigene panel testing, although time- and cost-efficient due to its
comprehensive content, also increases the risk of detecting VUS. Interestingly, although
FF-CDx for tBRCA* detection is a prerequisite for PARPi prescription for two distinct
indications in OC, the third FDA-approved indication (HRD evaluation prior to rucaparib
maintenance as a second-line treatment) is not biomarker-driven. Indeed, a positive HRD
status is considered predictive of efficacy and to indicate enhanced PFS.

The development of MC-CDx, which is supported by MG’s expertise with BRACAnalysis®,
has also advanced; its GIS calculation differs from that of FF-CDx. The correlation between
LOH, LST and TAI with BRCA1/2* and Pt-S has been previously described [80-82]; subse-
quently, the superiority of the correlation among these three measurements was shown in
comparison to each individual component [131]. Consequently, the GIS (proprietary score
of MG- GISyg) consists of the unweighted numeric sum of LOH, LST and TAI. HRD posi-
tivity is currently defined by a GISyig > 42 and/or tBRCA1/2*. The GISyig > 42 threshold
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was set following the analysis of a training cohort that consisted of 497 chemotherapy-naive
BC patients and 561 EOC patients whose BRCA1/2 status was known. Thus, by evaluating
HRD scores in this cohort, the GISy g positivity cutoff was predefined with a 95% sensitivity
for detecting tumors with BRCA1/2* or BRCA-CpG+; this test was then evaluated for its
ability to identify Pt-S triple-negative BC (TNBC) in a neoadjuvant setting [132].

Following its initial validation in TNBC, MC-CDx was investigated in several RCTs,
such as PRIMA, VELIA and PAOLA-1, which evaluated PARPis (niraparib, veliparib and
olaparib, respectively) in EOC [133-135]. Importantly, similar to FF-CDx, the GIS positivity
threshold of MC-CDx (GISyc) has been set at different values. Indeed, while it was initially
proposed at GISyg > 42, another cutoff of GISyc > 33 (corresponding to the first percentile
of HRD scores observed in tBRCA1/2* tumors) has also been used, such as in the VELIA
trial, with the goal of avoiding false-negatives [42,46,134].

Similar to FF-CDx, MC-CDx relies on a multistep process based on hybridization-based
capture and NGS (i.e., fragmentation, end repair and adenylation, adapter ligation, library
construction/amplification, hybridization and capture, sequencing and data analysis).
The hybridization process was performed through a custom Agilent SureSelect© capture
array consisting of pangenomic probes at 54091 SNV sites and 685 probes for BRCA1/2 exons
and exon boundaries. Normalized base and exon coverage of BRCA1/2 were calculated
to detect LRs. MC-CDx exhibited a less sensitive performance in BRCA1/2* detection
(notably for LRs) than BA-CDX, as it is performed through NGS and on biopsies (implying
tissue heterogeneity). Indeed, indels >25 bp were less frequently detected than whole gene
duplications/deletions. The LODs were as follows: 7.2% for an SNV, 6.6% for a <10 bp
deletion, 6.3% for a <10 bp insertion, 5.9% for a >10 bp deletion, 30% for >3 exons LR and
50% for 1-2 exons LR.

For BA-CDx, MC-CDx uses the MG proprietary classification score for variant classifica-
tion. Comparison with a validated NGS-based assay on 209 FFPE clinical specimens from
cancer patients (5 tBRCA1/2* GISyc —; 71 tBRCA12™T GISyic —; 66 tBRCA1/2* GISyc +;
61 tBRCA1/2"T GISyic +) indicated 99.9% PPA (95% lower limit confidence of 99.7%), 100%
NPA for BRCA1/2 SNVs/indels and 100% OPA for tBRCA LR. Concordance analysis gave
high fidelity results, both for GIS status (98.5% OPA, 97.4% NPA and 98.1% OPA) and
HRD status (98.5% OPA, 98.6% NPA and 98.5% OPA). In 136 FFPE samples harboring
tBRCA1/2™T  a 0% false-positive rate was observed, and a MAF threshold of 5% was de-
fined, as no spurious variants were observed above this cutoff. The MC-CDx results were
not affected by necrosis of the tumor area up to 60%.

The SOLO1 sample (n = 391), already tested with BA-CDx (in whole blood) for
gBRCA*, retrospectively provided clinical validation of MC-CDx. FFPE DNA samples
from 298 patients were used: 284 patients were confirmed to carry tBCRA*, 8 were not,
and 6 samples failed the test. Pathogenic LR, which was detected at the germline level
by BA-CDx in 15 patients produced the following results within the tumors: detection in
12 (80%) cases, absence of detection in 1 (6.7%) case because of the known limit of MC-CDx
detection and 2 (13.3%) unanalyzable samples because of the poor quality of the tumor
specimens. In the almost “real-life” conditions of clinical trials, MC-CDx indicated an
unknown HRD status in 10-20% of patients: 10% (46/463 patients-all causes) in QUADRA
(NCT02354586), 12% (137 /1140 patients-all causes) in VELIA (NCT02470585), 15% (54/350;
26 inconclusive results and 28 inadequate /missing specimens) in NOVA (NCT01847274),
20% (163/806; 70 inconclusive results and 93 inadequate/insufficient specimens) in PAOLA-
1 (NCT02477644) and 15% (111/733; 80 inconclusive results and 31 inadequate/insufficient
specimens) in PRIMA (NCT02655016). Notably, when focusing on trials that detailed the
cause of the lack of HRD information (i.e., NOVA, PAOLA-1 and PRIMA) and by examining
only the missing data caused by failed tests (i.e., inconclusive results in tested patients),
it appears that MC-CDx fails to provide a valid result in 8.1-11.4% of tests.

As a consequence of this prospective validation, which was based on RCTs and will
be detailed in the companion paper (Part 2), these two FDA-approved assays led to a
better definition of therapeutic sensitivity (notably for PARPis) and have been included as
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part of the EOC management in the European Society for Medical Oncology (ESMO) and
American Society of Clinical Oncology (ASCO) recommendations [11,115].

4. HRD Definitions: Current Technical Concerns and Perspectives

Despite yielding considerable progress in HGSOC management (which is detailed in
the companion paper), validated HRD assays currently suffer from several technical limita-
tions that can be schematically categorized as preanalytical, analytical or postanalytical.
Furthermore, medical considerations, which will be developed in the companion paper,
should also be assessed.

4.1. Technical Concerns

The technical concerns can be further divided into three categories: preanalytical,
analytical and postanalytical. First, the different FDA-validated HRD assays (i.e., BA-CDx,
MC-CDx and F1-CDx) do not exhibit the same performance on clinical samples and are
therefore not interchangeable. When comparing MC-CDx (positive if >42%), the percentage
of LOH (analogous to the measurement of HRD status through F1-CDx; positive if >16%)
and an 11-gene panel (consisting of genes involved in the HR pathway; positive if a
pathogenic variant is found), it appears that many HRD+ patients (according to MC-CDx)
are not detected through the other methods. Indeed, up to 46% of HRD+ (MC-CDx) patients
were missed by the percentage of LOH and the 11-gene panel. Moreover, using a lower
cutoff (i.e., GIS > 33%), such as used in the VELIA trial, resulted in missing up to 61%
of patients [136].

4.1.1. Preanalytical

According to the different RCTs, approximately 5-10% of samples are unfit for HRD
processing. This can be the consequence of insufficient starting material, paucity of tumor
cellularity, or poor quality or degraded specimens.

Another aspect that should be considered is sample heterogeneity, which occurs at two
distinct levels. Typically, a processed sample exhibits < 100% tumor cellularity, meaning that
the analysis will include a fraction of normal tissue that can interfere with HRD evaluation,
either by lowering the GIS or preventing tBRCA* detection; importantly, this limit does
not exist for gBRCA¥, as all cells harbor the mutation. Moreover, each tumor exhibits
different lineages and clonal evolutions, with possible discordant HRD statuses. In recent
years, tumor heterogeneity has emerged as a cornerstone of treatment resistance, including
resistance to platinum and PARPis. This intratumoral heterogeneity is also present between
distinct tumors, for instance, between primary and secondary lesions [137].

4.1.2. Analytical

BA-CDx, while being the gold standard for gBRCA analysis, detects only germinal
mutations and consequently fails to detect SBRCA*, which occurs in approximately 30%
of BRCA-mutated HGSOC cases. Therefore, a negative result from the BA-CDx blood test
does not rule out the presence of sSBRCA*.

Setting aside BA-CDx, the tumoral HRD assays suffer from high LODs (explained in
the companion review). While manufacturers indicate that a minimum value of 20% tumor
cellularity is required for processing, at least 30-35% tumor cellularity is needed to evaluate
GIS (or risk a false-negative). Furthermore, beyond the LODs related to tumor cellularity,
HRD assays evaluating tBRCA* barely detect LRs, although LRs are present in up to 16% of
HGSOC patients, thus leading to false tBRCA™" statuses [33]. Recently, SIGNPOST showed
that approximately 20% of gBRCA* was missed by the initial tBRCA* assessment, with the
stunning revelation that none of the LRs of the cohort (representing 11% of gBRCA*) were
detected by the tBRCA* evaluation [138].
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4.1.3. Postanalytical

Even if the starting material is sufficient for the requirements of the manufacturer,
approximately 5-10% of processed samples still give inconclusive results regarding the
HRD status. For BRCA1/2 genes, the main concern is misclassification. Although recent
years have led to an improved understanding of the functions and molecular alterations
of BRCA1/2 (and consequently to more accurate classifications), discrepancies still exist
within databases [139-141]. While the accumulation of data led to important refinements
in the classification of BRCA mutations, and despite the synchronization of classifica-
tion according to guidelines and data sharing, reclassification still frequently occurs [142].
In addition to clear pathogenic variants, “likely pathogenic” variants are frequently in-
cluded in RCTs and in FDA /EMA approval, although the latter does not result in absolute
proof of its pathogenic nature. Importantly, some variants are considered “pathogenic”
based on a proven deleterious effect observed in a germline context. This “pathogenic’
status is then extrapolated to SBRCA*; however, gBRCA* and sBRCA* may have distinct
effects at both the molecular and cellular levels, just as BRCA1 and BRCA2 do not share
exactly the same functions. Furthermore, tBRCA analysis does not define zygosity; indeed,
tBRCA* can be homozygous and/or heterozygous in the sample, potentially leading to dis-
tinct effects. Orthogonal to clinical considerations, F1-CDx (which analyses over 300 genes
unrelated to HR and other DNA alterations) also assesses “off-target” multigene testing,
raising the risk of detecting VUS without increasing the possibility of detecting pathogenic
variants (and subsequently proposing targeted therapy) [143].

At the GIS level, as discussed in the previous section and in the companion paper,
defining the ideal threshold value is a matter of heated debate. Indeed, beyond providing
the most accurate and precise HRD assay, the main risk of using an unfit threshold is
misclassification. This falls into two categories: false-positives (FP) and false-negatives (FN).
An FP represents an HRD-positive result when the sample was actually HRD-negative
(or HR-proficient); an FN is when an HRD-positive sample is labeled HRD-negative.
In MC-CDx, the test is positive if the GISyig is >42 (initially validated with TNBC and
corresponding to a 95% sensitivity for detecting tumors with BRCA alterations); this test
has been evaluated with different cutoffs. For instance, in the VELIA trial, a lower cutoff
(GIS > 33) was used, with the aim of preventing FNs. Moreover, within BRCA™! patients,
HRD is not a predictive biomarker for PARPi sensitivity. Conversely, a retrospective
study based on TCGA data and using a backward strategy (i.e., moving from GIS-based
stratification toward clinical/molecular data) showed that using a threshold of GIS > 63
led to accurate HGSOC classification among the subtypes, correlating well with prognosis
and the presence of BRCA1/2* [144]. Consequently, the “magic 42” still needs to be more
precisely defined, with potential variation according to tumor type and clinical context.

Aside from these technical issues, medical considerations should also be taken into
account, particularly the timing of HRD evaluation, to obtain a broader perspective. These
considerations will be developed in Part 2 of this review.

7

4.2. Emerging Strategies for Accurate and Dynamic Assessment of HRD

Emerging strategies for HRD assessment mainly occur along three axes: molecular
tools for HRD assessment, dynamic assays (i.e., functional assays) for evaluating HRD
status, and more global strategies (including nomograms). One of the main considerations
for refining HRD evaluation, beyond its relevance, is that a biomarker described in basic
research should be feasible in clinical practice, taking technical, economic and temporal
issues into account. For instance, metabolomics studies or spheroid cultures have shown
that HRD tumors exhibit a specific profile; nevertheless, to date, these techniques appear
unfit for routine clinical application [100,145].

Several strategies regarding molecular assays to determine HRD have been deployed,
with various results. Notably, the primary aim is improved identification of patients
who would benefit from frontline treatment with PARPis, as these drugs suffer the same
limitations as existing CDx (i.e., genomic scars). Many private companies have developed
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their own tools, but they will not be discussed here, as those tools failed to show better
results than those of MC-CDx. However, some interesting tools will be outlined. Signature
3, which is based on SNVs, correlates with HRD and platinum sensitivity [71]. A relevant
tool, entitled Signature Multivariate Analysis (SigMA), allows HRD-associated mutational
signatures to be detected directly from targeted gene panels [146]. HRDetect, which is
based on whole-genome sequencing and the incorporation of six distinct HRD-related
signatures that predict BRCA1/2 alterations, is a promising assay that provides almost
100% detection sensitivity [147]. Both signature 3 and HRDetect are “backward strategies”,
meaning that they predict a BRCA1/2 status from secondary molecular signatures. A recent
paper showed that HRDetect outperforms %LOH (F1-CDx) and is equally efficient as
GISpc for HRD identification [148]. Another emerging field is represented by the analysis
of LRs; biomarkers, such as CCNE1 and ESMY amplifications within LRs are associated
with HR proficiency and deficiency, respectively [9,45,149]. Furthermore, specific profiles
of LRs are associated with better prognosis and with Pt-S, implying potent sensitivity to
PARPis [150,151]. Other promising candidates, such as RAD50 deletion, RB1 loss and BRD4
amplification, could improve HRD detection [43,152,153].

While mutations in non-BRCA HRR-related genes provide conflicting results (only
homozygous deletion in PTEN or CHK1 is putatively associated with HRD), a more accurate
evaluation could come from integrating clonal composition [144]. Indeed, by integrating
NGS metrics (i.e., determining if variants correspond to clonal or subclonal mutations),
it was recently shown that mutations in HRR-related genes were associated with OS and
Pt-S only if they were clonal [154].

At the epigenetic level, BRCA1 (and, to a lesser extent, BRCA2) methylation profiles should
not be overlooked, although they are not routinely examined. The frequency of methylation
is not anecdotal, as it has been reported in 19.3% (BRCA1) and 4.6% (BRCA2) of 92 BRCA™
cases, according to a retrospective study. Acquired loss of RAD51C promoter methylation is
associated with PARPI resistance: more precisely, the presence of heterozygous methylation
leads to resistance, while homozygous methylation leads to sensitivity [155]. Several studies
have assessed HGSOC methylomes and revealed distinct methylation profiles linked to Pt-S
or, conversely, primary/secondary platinum resistance (Pt-R); these could constitute putative
biomarkers to evaluate in the context of PARPis [156-158].

Beyond deciphering specific alterations, such as DNA mutations or epigenetic mark-
ers, comprehensive approaches that collect and assemble common genomic, epigenomic
and functional data would result in better molecular dissection and the development of
new biomarkers [159,160]. Indeed, by developing multilayer (i.e., genome/exome, SVs,
transcriptome, miRNome, proteome, methylome and proteome) and integrated molecular
identity cards (“multiomics”), such as that performed by the TCGA but with a more HRD-
oriented view, we could subsequently select “core biomarkers” with higher sensitivities and
specificities, leading to a more accurate evaluation of HRD status [161-164]. As such, rather
than extensive and expensive approaches that would be difficult to translate to clinical
practice, we could define a subset of distinct biomarkers through distinct techniques that
would increase the sensitivity /specificity of current CDx assays and decrease the number
of inconclusive cases.

Sequencing ctDNA in blood samples, which has already been validated by the F1
L-CDx assay, allows direct evaluation of a tBRCA1/2 status [165]. In the near future, an iter-
ative analysis could provide clues as to primitive or secondary resistance, depending on the
presence of reverse mutations, as it has been shown that they are associated with resistance
to PARPis [166]. One method would be via direct assessment of GIS in blood samples.
Although it is not currently performed on ctDNA, intriguing papers have shown that it is
feasible to analyze SVs in blood [167-169]. The molecular signatures of miRNAs present
in blood samples have been detected and showed an association with early OC and prog-
nosis, thus demonstrating their feasibility as potent surrogate markers for HRD [170-173].
Furthermore, other serum biomarkers are under study and currently debated, but their
translation into clinical practice seems difficult [174]. Moreover, ascitic cancer cells should
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be considered, as they provide a means to obtain material with less invasive processes
than biopsies; these cells are easily obtained and well represent the mutations (including
SVs), DNA methylation and intratumoral heterogeneity found in EOC [175]. Thus, “liquid
biopsies” could represent an easy-to-use method for iterative sampling [176].

At the functional level, several techniques have been developed in the past decade with
the aim of evaluating the actual HRD status [99]. Indeed, apart from investigating the causes
(e.g., DNA mutations) and consequences (e.g., genomic scars) of HRD, functional assays
directly monitor the process itself. Functional tests can potentially overcome the inherent
limits of current assays, which require either a genetic alteration (i.e., affecting non-BRCA
HR-related genes) or the calculation of GIS (which reflects a history of HRD). However,
similar to current CDx assays, they do not predict the sensitivity of HRD-unrelated PARPis.

One of the techniques with a high potential for clinical applications is the REcombina-
tion CAPacity (RECAP) assay [177]. When a DSB occurs and is managed with HR, RAD51
(one of the downstream effectors of BRCA1/2) attaches to these sites to facilitate sister
chromatid invasion. Thus, measuring RAD51 nuclear foci provides a direct evaluation of
the efficiency of HR, irrespective of its etiology. In the context of HRD, these foci are absent.

HRD evaluation through RAD51 foci was initially developed in the laboratory and
subsequently applied in different protocols, as ex vivo or through patient-derived xenograft
assays, to predict patient sensitivity to platinum/PARPis and OS [178-181]. One of the
main drawbacks of the RECAP assay is that it requires fresh tissue as the starting material
as well as the induction of DNA damage, since the test relies on tissue irradiation and
subsequent visualization of foci formation (with distinct cutoffs of foci corresponding to
functional or deficient HR), limiting its application in clinics (as tumoral tissue is frequently
processed as FFPE). However, as HRD tumor cells exhibit spontaneous important DSBs,
an evolution of these assays has emerged. Though originally focused on BC samples,
the assay was subsequently directly performed on FFPE samples, showing a correlation
between RAD51 foci and HRD status [182,183]. Recently, an adaptation to ovarian and
endometrial cancer FFPE tissues, entitled RAD51-FFPE, was developed [184]. Interestingly,
RADS51-FFPE paved the way for clinical applications by optimizing the test via calibra-
tion of a threshold corresponding to functional HRD. This led to high sensitivity, as it
allowed BRCA-deficient and HRD tumors to be detected in 90% and 87% of cases, respec-
tively. Therefore, the next step will be its integration into clinical studies to evaluate its
performance as a predictive biomarker.

5. Synthesis and Concluding Remarks

HGSOC, the most frequent and aggressive form of OC, represents an important chal-
lenge for researchers and clinicians. Half of these cases show HRD, which has specific
causes and consequences. In terms of etiology, HRD is mainly caused by genetic and
epigenetic alterations, with BRCA1 and BRCA2 best characterized thus far. In addition to
BRCA1/2, many other lesions are involved in the etiology of HRD, leading to the devel-
opment of the BRCAness phenotype. HRD has specific consequences at both molecular
(e.g., genomic instability) and clinical (e.g., PARP inhibitor sensitivity) levels.

Based on its prevalence and its theranostics potency, HRD represents a major molecular
factor that must be understood to improve HGSOC management. Three CDx assays
currently have FDA approval for the identification of HRD status, helping physicians
prescribe PARP inhibitors. However, there is an urgent need for novel assays, such as
functional assays, to be developed and integrated into RCTs for clinical validation.
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Simple Summary: High-grade serous ovarian cancer (HGSOC—the most frequent and aggressive
form of ovarian cancer) represents an important challenge for clinicians. Half of HGSOC cases
exhibit homologous recombination deficiency (HRD), mainly through alterations in BRCA1 and
BRCA2. This leads to sensitivity to PARP inhibitors, a novel class of breakthrough molecules that
improved HGSOC prognoses. To date, three companion diagnostic assays have received FDA approval
for the evaluation of HRD status, but their use remains controversial. In this companion review (Part 1:
Technical considerations; Part 2: Medical perspectives), we develop an integrative perspective, from
translational research to clinical application, that could help physicians and researchers manage HGSOC.

Abstract: High-grade serous ovarian cancer (HGSOC) is the most frequent and aggressive form of
ovarian cancer, representing an important challenge for clinicians. Half of HGSOC cases have homol-
ogous recombination deficiency (HRD), which has specific causes (mainly alterations in BRCA1/2,
but also other alterations encompassed by the BRCAness concept) and consequences, both at molec-
ular (e.g., genomic instability) and clinical (e.g., sensitivity to PARP inhibitor) levels. Based on its
prevalence and clinical impact, HRD status merits investigation. To date, three PARP inhibitors have
received FDA/EMA approval. For some approvals, the presence of specific molecular alterations is
required. Three companion diagnostic (CDx) assays based on distinct technical and medical consider-
ations have received FDA approval to date. However, their use remains controversial due to their
technical and medical limitations. In this companion and integrated review, we take a “bench-to-
bedside” perspective on HRD definition and evaluation in the context of HGSOC. Part 1 of the review
adopts a molecular perspective regarding technical considerations and the development of CDx. Part
2 focuses on the clinical impact of HRD evaluation, primarily through currently validated CDx and
prescription of PARP inhibitors, outlining achievements, limitations and medical perspectives.

Keywords: high-grade serous ovarian cancer; homologous recombination deficiency; PARP in-
hibitors; olaparib; niraparib; rucaparib; companion diagnostic assays

1. Introduction

Ovarian cancer (which encompasses cancers of the ovaries, fallopian tubes and peri-
toneum) arises from epithelial cells in 90% of cases, leading to epithelial ovarian cancer;
conversely, non-epithelial cancers comprise germ cell tumors, sarcomas, lymphomas and
tumors from the granulosa. The term “epithelial ovarian cancer” actually encompasses a
heterogeneous group (considering histology and molecular patterns) of cancers, including
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high-grade serous (HGSOC, which accounts for 70% of cases), endometrioid (10%), clear
cell (10%), mucinous (3%) and low-grade serous (<5%) carcinomas [1]. Epithelial ovarian
cancers have been divided into type I and II cancers: type I includes endometriosis-related
tumors (i.e., endometrioid and clear cell carcinomas), mucinous and low-grade serous carci-
nomas, while type II includes HGSOCs, undifferentiated carcinomas and carcinosarcomas
(these two last classes represent less than 1% of ovarian cancers and are not “epithelial” per
se). Interestingly, recent molecular data have challenged this classification system [2]. Each
epithelial ovarian cancer subtype has its own features, with distinct epidemiology, genetic
risk factors and molecular alterations of carcinogenesis, treatment and prognosis [3,4].

HGSOC is both the most frequent and most lethal subtype. Because of the initial
asymptomatic nature of this disease, approximately 75% of patients with epithelial ovarian
cancer are initially diagnosed at an advanced stage. This corresponds to stage III-IV cancer,
according to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) staging
system. Late-stage diagnosis has a huge impact on prognosis: while the all-stage 5-year
overall survival rate is approximately 40%, there is substantial variation between stages I-1I
and stages III-1V (80-95% versus 10-30% 5-year overall survivals, respectively) [5-7]. For
late-stage HGSOC, frontline standard treatment mainly includes cytoreductive surgery with
taxane-/platinum-based systemic therapy, either through primary debulking surgery or
neoadjuvant chemotherapy, which produces an excellent initial response in 70% of patients,
a condition defined as platinum sensitivity. Unfortunately, approximately 75% of patients
experience recurrence within 3 years, with subsequent platinum resistance, inevitably
leading to incurable disease and death [5].

As a consequence, in an effort to improve HGSOC outcomes, targeted therapies have
been developed. Bevacizumab, a monoclonal antibody initially developed for metastatic
colorectal cancer and which targets vascular epithelial growth factor (VEGF), has been
shown to be effective for median progression-free disease (PFS) improvement when used
concomitantly with chemotherapy and as maintenance in first-line therapy as well as during
HGSOC relapse [6-10]. However, bevacizumab does not have a clear effect on overall
survival, with only one retrospective analysis suggesting this possibility [11]. In addition
to anti-VEGF drugs, a novel class of medication emerged during the past decade, the
poly(adenosine diphosphate-ribose) polymerase (PARP) inhibitors, which had a substantial
effect on HGSOC prognoses [12,13].

As discussed in the companion paper (Part 1), half of HGSOC cases are characterized
by homologous recombination deficiency (HRD), which is one of the predictive mark-
ers for PARP] efficiency. HRD can be investigated through dual perspectives: causes
and consequence.

In terms of etiology, the main cause of HRD is bi-allelic inactivation of BRCAI or
BRCA2 (BRCA1/2) genes by either germline ({BRCA*) plus somatic (sSBRCA*) loss or
both functional alleles somatically. Short mutations (single nucleotide or short inser-
tions/deletions) in BRCA1/2 within the tumor (BRCA*), which can reveal either gBRCA* or
sBRCA* are estimated to be present in approximately 20-25% of cases [14,15]. Furthermore,
aberrant methylation of the BRCA1 promoter (BRCA1-CpG+) is reported in approximately
11-15% of HGSOC cases [14,16]. Notably, multimegabase large rearrangements (LRs, also
known as structural variants, or SVs) at the BRCA1/2 loci, leading to HRD, have been
reported in approximately 15% of patients [17]. Moreover, HRD can occur in wild-type
BRCA (BRCA™), giving rise to the concept of “BRCAness” (i.e., an HRD phenotype whose
cause is not a direct BRCA mutation) [18]. Briefly, BRCAness can be caused by biallelic
mutations in some homologous recombination-related (HRR) genes, EMSY amplification
or epigenetic alterations [19-25]. Apart from BRCA1/2, the following list of HRR genes is
currently considered as the best characterized to date: ATM, BARD1, BRIP, CDK1, PALB,
CHEK1, CHEK2, FANCL, PPP2R2A, RAD51B, RAD51C, RAD51D and RADS54L [4,14,19,20].

Schematically, HRD consequences can be classified into three categories: DNA al-
terations, epigenetic markers and functional phenotypes. DNA mutations are mainly
represented by mutational signatures of specific base substitutions and by gross LR and
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aberrations [26-29]. Several types of LR have been described as consequences of HRD.
Known by the generic term “genomic scars”, they compose a permanent fingerprint of
HRD-related global genomic instability [30]. Notably, although “genomic scars” refers to
any HRD-related DNA mutation (i.e., encompassing both microlesions and macrolesions),
we will restrain this term to large-scale rearrangements as it is used in the literature. Three
types of alterations are enriched in tumors with HRD: loss of heterozygosity (LOH), large-
scale state transitions (LST) and telomere allelic imbalance (TAI) [31-33]. Notably, in the
context of HRD, these alterations are found across the genome, and their global enrichment
reflects a global genomic instability score (GIS) [34]. In addition to genetics consequences,
HRD also leads to specific epigenetic and functional consequences. Clinically, HRD tumors
tend to be more sensitive to platinum-based regimens, and specifically to PARPis, through
synthetic lethality. Briefly, synthetic lethality relies on the fact that cancer cells harbor gene
defects which are not lethal per se, but which turn lethal when combining with a defect
in another gene [35]. PARPi leads to SSB accumulation which progresses to DSB. In the
context of HRD, cells will accumulate DSB, ultimately leading to apoptosis [13,36]. HRD
HGSOC cases tend to have improved progression-free and overall survivals, which is in
part due to better responses to treatment [37]. Consequently, an accurate evaluation of
patients” HRD status is essential for both prognosis and therapeutic choice.

To meet this demand, several companion diagnostic (CDx) assays have been devel-
oped and clinically validated, leading to substantial improvements in the management
of HGSOC. However, their use remains controversial, notably because they do not assess
directly HRD status but their causes and/or their consequences. While Part 1 of this com-
panion review focuses on the molecular and technical considerations of HRD definitions
and assessments, Part 2 aims to bridge the gap between technical and clinical perspectives.
Thus, we will review: 1. the added value of CDx integration, to date, according to pub-
lished clinical trials that assessed PARPis, with a bioclinical perspective of molecular status,
clinical situation and subsequent approvals; 2. the inherent limits of current CDx assays,
notably regarding medical considerations; and 3. proposed perspectives regarding these
drawbacks to improve management of HGSOC.

Combined with the companion paper (Part 1), this state-of-the-art and current per-
spectives review will provide clinicians and researchers with a translational and integrated
view of HRD in HGSOC.

2. HRD Companion Assays in Clinical Practice
2.1. Introduction to CDx Assays

Owing to the potent impact of HRD on HGSOC management, several CDx assays
have been developed and validated. While the companion paper focuses on an extensive
description of technical considerations (performances and limitations of each test), this
paper will detail the clinical side (i.e., the relevance of evaluating HRD status as a biomarker
for PARPi prescription and expected treatment response). To date, 3 CDx assays are cur-
rently FDA-approved for epithelial ovarian cancer cases: BRACAnalysis® CDx (BA-CDx),
developed and marketed by MyriadGenetics (MG, Salt Lake City, UT, USA), Foundation-
Focus CDxBRCA-LOH® (FF-CDx) from FoundationMedicine (Cambrige, MA, USA) and
MyChoice CDx® (MC-CDx) from MG [38]. As a reminder, HRD evaluation mainly relies
on two strategies: searching for mutations in HR-related genes (mainly BRCA*; the causes
of HRD) and/or the presence of “genomic scars” (i.e., the consequences of HRD).

BA-CDx relies on gBRCA assessment through sequencing genomic DNA obtained
from whole blood samples collected in EDTA [39]. BA-CDx is currently FDA-approved
for distinct situations (discussed below) where detection of gBRCA* is required prior to
PARPi prescription.

In addition to BA-CDx, FF-CDx and MC-CDx assays assess both tBRCA and genomic
scars within the tumor [40,41]. Notably, as BRCA analysis is performed on tumoral tissue,
it does not distinguish between gBRCA* and tBRCA*. Genomic scars are evaluated very
differently between FF-CDx and MC-CDx.
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For MC-CDx, HRD status is based on a proprietary “genomic instability score” (GIS),
consisting of the unweighted numeric sum of LOH, LST and TAIL HRD positivity is
currently defined by a GIS score > 42 and/or tBRCA1/2* [42].

For FF-CDx, HRD status is based on genome-wide evaluation of LOH, leading to
a global score reflecting the percentage of genomic LOH: tumors are defined as “LOH
high” (>16%) or “LOH low” (<16%), corresponding to HRD positive (HRD+) and negative
(HRD-) statuses, respectively [43]. Notably, a positive HRD result is indicated if the tumor
is “LOH high” and/or exhibits a tBRCA*. Importantly, FE-CDx is no longer available as a
stand-alone assay but is included within the more general FoundationOne CDx© (F1-CDx),
a comprehensive multicancer analysis with 324-gene panel testing coupled with analysis of
tumor mutational burden, microsatellite instability and specific gene rearrangements [41].
In addition, FoundationMedicine recently marketed the FoundationOne Liquid® CDx,
which detects tBRCA* directly in a blood sample through 324-gene panel testing; this CDx
does not evaluate LOH [44]. Although FF-CDx (for tBRCA* detection) is required for PARPi
prescription in two distinct indications in OC, the third FDA-approved indication (i.e.,
HRD evaluation prior to rucaparib maintenance in the second-line setting) is not biomarker
driven, as HRD positivity is predictive of efficacy and indicates enhanced PFS.

Owing to their clinical impact, FF-CDx and MC-CDx (both FDA-approved assays) have
been included as part of epithelial ovarian cancer management in the recommendations of
the European Society for Medical Oncology (ESMO) and the American Society of Clinical
Oncology (ASCO) [40,45]. However, a recently published expert consensus identified the
urgent need to develop new tools that can more accurately assess HRD status in HGSOC
cases [46].

2.2. Assay Achievements in Clinical Practice: The PARPi Era
2.2.1. Introduction to Clinical Trials Assessing PARPis

The past decade led to a breakthrough in the management of OC, mainly owing to
the introduction of PARPis. Initial proof-of-concept studies showed that PARP inhibition
leads to synthetic lethality in BRCA-deficient cells [47,48]. Subsequently, the first clinical
studies were performed in patients harboring gBRCA* with multitreated tumors (including
OC). Patients who were treated with olaparib had objective antitumor activity; specifically,
this antitumor activity in gBRCA* OC was associated with platinum sensitivity [49]. These
encouraging results paved the way for many RCTs on OC and consequently FDA/EMA
approvals in distinct clinical contexts and molecular situations (Table 1). Indeed, there are
currently three FDA /EMA-approved PARPis for OC management: olaparib (Lynparza®,
AstraZeneca, Cambridge, UK), niraparib (Zeluja®, GlaxoSmithKline, Brentford, UK) and
rucaparib (Rubraca®, Clovis, Boulder, CO, USA).

This section will describe the main results of RCTs that led to PARPi approval, with
a focus on the analyses performed (and the BRCA and HRD statuses) when applicable.
Importantly, several subgroup analyses of the studies described here were performed as
predefined exploratory endpoints; thus, their results should not be taken as absolute. An
extensive description (e.g., the clinical characteristics of the enrolled patients) of these
clinical studies is beyond the scope of this review and can be found elsewhere. Caution
should be used when considering comparisons between these clinical studies, as their
eligibility criteria and molecular evaluations differed.

Unless stated otherwise, all FDA/EMA approvals are for advanced /recurrent epithe-
lial ovarian cancer (including primitive peritoneal and fallopian tube cancers); further-
more, the EMA restricts these treatments to high-grade cancers. Notably, frontline and
second-line maintenance therapies are based on selected patients who had complete/partial
response (C/PR) to platinum-based chemotherapy. These responses are defined through
radiology and biology parameters: complete response indicates the disappearance of all
measurable/assessable pathologies that were present at the start of chemotherapy and
normalization of CA-125 levels, while clinical partial response indicates situations where
radiologic evidence of disease and/or an abnormal CA-125 level remained after treatment.
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Table 1. Current FDA /EMA-approved PARPis in epithelial ovarian cancer according to the molecular

context.
Advanced Epithelial Ovarian Recurrent Epithelial Ovarian Cancer
Molecular Cancer in Complete/Partial in Complete/Partial Recurrent Epithelial Ovarian
Status ! Response to Platinum Response to Platinum Cancer
First-Line Maintenance Second-Line Maintenance >Third-Line (3L) Monotherapy
Monotherapy 2 Monotherapy 2
Olaparib after >3L—reOl:1?dalfelsbs of platinum
¢BRCA* (FDA 2018/EMA 2019; = fsiﬁvity s P
SOLO-1)—BA-LDx (FDA 2014; STUDY-42)—BA-CDx
Rucaparib
Olaparib after >2]—regardless of platinum
tBRCA* (FDA 2018/EMA 2019; sensitivity *
SOLO-1)—F1-CDx (FDA 2016/EMA 2019;
ARIEL-2/STUDY-10)—F1-CDx
Olaparib + bevacizumab after >3L—Nlor;§;f:131 latinum
HRD+ (FDA 2020/EMA 2020; =P yp

sensitive °

PAOLA-1)—MC-CDx (FDA 2019; QUADRA)—MC-CDx

Biomarker agnostic

Niraparib
(FDA 2017/EMA 2017; NOVA) °
Olaparib
Niraparib (FDA 2017/EMA 2018;

(FDA 2020/EMA 2020; PRIMA) SOLO-2/STUDY-19)

Rucaparib
(FDA 2018/EMA 2019;
ARIEL-3)—F1-CDx 7

Abbreviations: gBRCA = germline BRCA; HRD+ = homologous recombination deficiency positive; NA = not
applicable; tBRCA = tumoral BRCA. Remarks: The dates within parentheses correspond to the years of FDA/EMA
approvals, followed by the main study that led to these approvals. Underlined text represents FDA-approved
CDx. All EMA approvals are for high-grade epithelial ovarian cancers only; furthermore, according to the EMA,
niraparib second-line maintenance requires a platinum-sensitive status. Iterative challenges with PARPis have
not been validated thus far. The term “epithelial ovarian cancer” includes primitive peritoneal and fallopian
tube cancers. ! By definition, an approval for HRD+ (corresponding to tBRCA+ and/or genomic instability
score positivity) includes gBRCA* and tBRCA*; similarly, an approval for tBRCA* includes gBRCA*; for clarity,
the approval is provided only once, corresponding to the broadest situation. 2 All maintenance therapies were
approved in the context of complete/partial response to platinum-based chemotherapy; furthermore, all PARPis
except olaparib + bevacizumab were used as monotherapies. ® This approval is restricted to ovarian cancers only.
4 Concerning rucaparib in the third-line setting, EMA approval diverges; it is restricted to the third line and for
patients who are unable to tolerate further platinum-based chemotherapy. > In the context of niraparib, HRD
is defined by (1) a tBRCA mutation or (2) GIS > 42 in patients with cancer progression more than six months
after response to the last platinum-based chemotherapy. ® EMA approval of niraparib is restricted to epithelial
ovarian cancers with platinum-sensitivity in this context. 7 Rucaparib approval in this context is not biomarker
driven, but F1-CDx has FDA approval, as a positive HRD status is predictive of efficacy and indicates enhanced
progression-free survival.

Clinical studies and market approval started with multitreated OC and progressively
reached frontline management. For clarity, this section will be divided into three distinct
subsections: frontline management, first recurrence and second recurrence and beyond.

2.2.2. Newly Diagnosed Advanced Epithelial Ovarian Cancer: Frontline Treatment

There are several possibilities for first-line treatment given as maintenance monother-
apy (1 Lm), depending on the molecular context. Olaparib was evaluated through the
SOLO1 (NCT01844986) RCT, which included 391 patients with HGSOC (or nonserous
carcinomas in 5% of cases) or high-grade endometrioid carcinomas with tBRCA*, either
tested locally (n = 210) or prospectively with BA-CDx (n = 178) or through BGI clinical
laboratories (n = 3); notably, 388 patients had gBRCA* [50]. Olaparib had a 70% lower
overall risk of cancer progression or death (hazard ratio (HR) = 0.30; 95% confidence
interval (CI): 0.23-0.41; p < 0.001) compared to the placebo (in a 2:1 ratio; 260 patients
received olaparib, and 131 received placebo) once patients had at least a partial response
after carboplatin-paclitaxel chemotherapy. This seminal work led to the first FDA and EMA
approvals (in 2018 and 2019, respectively) for PARPis as a 1 Lm monotherapy in patients
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with gBRCA* or tBRCA* (tested with the FDA-approved BA-CDx and F1-CDx arrays, re-
spectively). Recently, the 5-year follow-up of SOLO1 showed a median PFS of 56 versus
13.8 months (HR = 0.33; 95% CI: 0.25-0.43) with olaparib and the placebo, respectively [51].

The PAOLA-1 (NCT02477644) RCT compared bevacizumab plus olaparib (OlaBeva)
versus bevacizumab plus placebo as a 1 Lm [52]. A total of 806 patients with HGSOC
(or nonserous carcinomas in 5% of cases) were enrolled and prospectively tested with
the MyChoice HRD assay (analogous to the MC-CDx but dedicated to the research field),
which allowed a comparison of PFS according to HRD status, after surgery and carboplatin-
based chemotherapy. Interestingly, 30% of enrolled patients had a tBRCA deleterious
mutation, and 50% were HRD+ (with a GIS < 42 cutoff score for positivity). OlaBeva led to
a median PFS of 22.9 months (versus 16.6 months with bevacizumab alone; HR = 0.59 95%
CI: 0.49-0.72; p < 0.001). Interestingly, subgroup analyses showed a greater effect of the
addition of olaparib in specific populations. In patients with tBRCA*, the median PFS was
37.2 months with OlaBeva versus 21.7 months with bevacizumab alone (HR = 0.31; 95% CI:
0.20-0.47). In the HRD+ patients, the median PFS was 37.2 months with OlaBeva (versus
17.7 months with bevacizumab alone; HR = 0.33; 95% CI: 0.25-0.45). This positive effect
persisted even in HRD+ patients that lacked a BRCA mutation (28.1 months with OlaBeva
versus 16.6 months with bevacizumab alone; HR = 0.43; 95% CI: 0.28-0.66), suggesting
that patients with tBRCA* saw the greatest benefit. Anecdotally, the positive effect on
PFS was slight in patients with an unknown HRD status but nonexistent in the HRD—
patients, suggesting that only the latter did not benefit from treatment with OlaBeva. This
led to FDA /EMA approval for olaparib plus bevacizumab in 2020 as a 1 Lm therapy in the
HRD+ population, with concomitant FDA approval for the MC-CDx assay. Interestingly,
the SOLO1 and PAOLA-1 studies raised the question of whether olaparib alone had an
effect in HRD+ patients (irrespective of tBRCA* status), as it was not directly tested.

The PRIMA study (NCT02655016) enrolled 733 patients with macroscopic residual
disease and investigated their sensitivity to platinum-based chemotherapy as well as
comparing niraparib and a placebo as a 1 Lm monotherapy, both in the context of HRD+
and in the overall population [50]. HRD status was prospectively tested with MC-CDx:
373 (50.9%) patients had HRD+ tumors, of whom 223 (59.7%) had tBRCA*. In the HRD+
group, the median PFS was 21.9 months with niraparib versus 10.4 months with placebo
(HR = 0.43; 95% CI: 0.31-0.59; p < 0.001). Interestingly, the impact of BRCA status was slight
in this study, as the PFS was 22.9 months (versus 10.9 months with placebo; HR = 0.40)
in patients with tBRCA* and 19.6 months (versus 8.2 months with placebo; HR = 0.50) in
patients with BRCA™ t. In patients with HRD negative tumors, the PFS was still slightly
higher at 8.1 months (versus 5.4 months with placebo; HR = 0.68). Finally, in the entire
sample, niraparib increased the median PFS (13.8 months with niraparib versus 8.2 months
with placebo; HR = 0.62; 95% CI: 0.50-0.76; p < 0.001). As such, this latter point led to
FDA/EMA approvals of 1 Lm niraparib irrespective of biomarker status.

In addition, although it is not FDA/EMA approved yet, veliparib has been tested
through the VELIA (NCT02470585) RCT as 1 L throughout (chemotherapy plus veliparib fol-
lowed by veliparib maintenance) versus chemotherapy, with prospective evaluation of HRD
status with MC-CDx [53]. In VELIA, the GIS cutoff was lowered to a 33 > GIS cutoff score
for positivity to include patients with a putative HRD+ status. The primary endpoint was
median PFS: the tBRCA* group exhibited the greatest benefits of veliparib throughout ver-
sus chemotherapy (34.7 versus 22.0 months; HR = 0.44; 95% CI: 0.28-0.68; p < 0.001), com-
pared to the HRD+ group (31.9 versus 20.5 months; HR = 0.57; 95% CI: 0.43-0.76; p < 0.001)
and the intention-to-treat (ITT) group (23.5 versus 17.3 months; HR = 0.68; 95% CI 0.56-0.83;
p < 0.001). Although an exploratory analysis was performed, the HRD— group did not
seem to benefit from veliparib (15.0 versus 11.5 months; HR = 0.81; 95% CI: 0.60-1.09).

Overall, PARPis as 1 Lm treatment has become the standard according to American
and European clinical guidelines: olaparib is recommended in the context of tBRCA* and
olaparib plus bevacizumab is recommended in HRD+ tumors. Furthermore, in HRD-
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negative patients (i.e., with proficient HR), niraparib should be considered a maintenance
therapy option [45,54,55].

2.2.3. Recurrent Epithelial Ovarian Cancer: Second-Line Maintenance

For second-line treatment and beyond, platinum sensitivity is measured by the
platinum-free interval, which is the interval from the date of last platinum dose until
progressive disease is documented; platinum sensitivity guides second-line treatment
with platinum or PARPis. Depending on the duration of remission, recurrence can be
“rechallenged” with platinum or PARPis. A platinum-free interval shorter than 6 months is
defined as platinum resistance, but a platinum-free interval longer than 6 months refers to
a more heterogeneous group, including “true” (i.e., >12 months) and partial (i.e., within
6-12 months) sensitivity [56].

In the first relapse after initial treatment, recurrent epithelial ovarian cancer has
simpler FDA /EMA approvals for PARPi [57]. Indeed, niraparib, olaparib and rucaparib
can be used as second-line maintenance monotherapies (2 Lm) in patients with recurrent
epithelial ovarian cancer in complete to partial response to platinum-based chemotherapy,
independent of molecular status (i.e., gBRCA*, tBRCA* or HRD+).

The ARIEL3 (NCT01968213) RCT (n = 564) evaluated rucaparib versus placebo as
a 2Lm in a prospective molecularly-defined cohort according to FoundationMedicine
T5-NGS testing; furthermore, gBRCA status was evaluated through BA-CDx [58]. HRD
was considered positive if LOH was >16 and/or in the presence of tBRCA*. A total of
564 patients were enrolled, with the following molecular characteristics: 196 with tBRCA*
(of whom 130 had gBRCA*), 158 HRD+ without tBRCA*, 161 HRD-negative and 49 un-
defined. Rucaparib was evaluated through PFS with the use of an ordered step-down
procedure for three nested cohorts. Enhanced PFS was described in the three cohorts as
follows: tBRCA* (16.6 months versus 5.4 months for placebo, HR = 0.23; 95% CI: 0.16-0.34;
p < 0.0001), HRD+ (13.6 months versus 5.4 months for placebo, HR = 0.32; 95% CI: 0.24-0.42;
p < 0.0001) and ITT (10.8 months, versus 5.4 months for placebo, HR = 0.32; 95% CI:
0.30-0.45; p < 0.0001). Although they were not directly compared, rucaparib seemed to
exert a greater effect in the context of HRD+ or tBRCA*. Interestingly, the authors reported
that more than 30% of HRD— patients still benefited more than a year after rucaparib
treatment. Given the ARIEL3 results, rucaparib received FDA/EMA approval as 2 Lm
regardless of patient molecular status; F1-CDx later received FDA approval for LOH evalu-
ation, allowing clinicians to determine which patients would benefit the most from this
maintenance therapy [59].

The NOVA (NCT01847274) RCT evaluated niraparib as a 2 Lm in two independent
cohorts based on gBRCA status, as determined by BA-CDx [60]. This resulted in the
enrollment of 553 patients: 203 with gBRCA* and 350 without gBRCA*. The latter group
consisted of 162 HRD+ patients, of whom 47 (29.0%) had tBRCA*, 134 HRD— and 54 were
undetermined for HRD status. Niraparib led to significantly longer PFS in the two distinct
cohorts: 21.0 versus 5.5 months in the gBRCA* cohort (HR = 0.27; 95% CI10.17-0.41; p < 0.001)
and 12.9 versus 3.8 months (HR = 0.38; 95% CI, 0.24-0.59; p < 0.001) in the HRD+ non-
gBRCA* cohort. Subsequently, the global non-¢gBRCA* cohort showed enhanced PFS with
9.3 versus 3.9 months (HR, 0.45; 95% CI: 0.34-0.61; p < 0.001). Finally, exploratory analyses
showed that in the predefined subgroups (HRD+ with sBRCA*, HRD+ without sBRCA*
and HRD—), niraparib still led to enhanced PFS. Therefore, the NOVA RCT led to niraparib
approval as a 2 Lm for epithelial ovarian cancer.

The SOLO2 (NCT01874353) RCT included 295 recurrent epithelial ovarian cancer cases
with gBRCA* (evaluated through BA-CDx) and showed an improved PFS with olaparib of
19.1 versus 5.5 months (HR = 0.30; 95% CI: 0.22-0.41; p < 0.0001) [61]. Furthermore, Study 19
(NCT00753545) randomized 265 patients regardless of BRCA mutation and demonstrated
an improvement in PFS in patients treated with olaparib versus placebo (HR = 0.35; 95% CI:
0.25-0.49; p < 0.0001). These two RCTs led to approval of olaparib as a 2 Lm independent of
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molecular status [57]. Notably, according to ARIEL3 and NOVA data, HRD status was not
predictive of PARPi benefit; indeed, even HRD- patients still had an improved PFS.

2.2.4. Recurrent Epithelial Ovarian Cancer: Third Line and Beyond

In contrast to their use in 1 Lm and 2 Lm, PARPis in the third line and beyond are used
as monotherapies (i.e., not subsequent to platinum-containing chemotherapy). Within the
context of recurrent epithelial ovarian cancers already treated with >2 lines of chemother-
apy, three PARPis are currently approved but have distinct molecular requirements.

In 2014, olaparib was the first PARPi to ever receive FDA approval for recurrent OC
with gBRCA¥; patients needed to be previously treated with >3 lines of chemotherapy
regardless of platinum sensitivity. This approval was based on Study 42 (NCT01078662), a
single-arm international trial that enrolled 137 patients previously treated with >3 lines
of chemotherapy that carried gBRCA*; patients showed an objective response rate of
34% and a median response duration of 7.9 months with olaparib. As described in the
previous section, BRCA status was initially tested locally to assess patient eligibility and
retrospectively evaluated with BA-CDx in a clinical bridging study, leading to its approval
as a CDx in this context [39,62].

Rucaparib FDA approval was based on two open-label, single-arm trials, Study 10
(NCT01482715) (n = 42) and ARIEL2 (NCT01891344) (n = 64) [63,64]. Study 10 was a
phase I/1I study that evaluated the safety and efficacy of rucaparib (part II recruited
OC patients with gBRCA* or tBRCA* who were previously treated with 2—4 prior lines)
through objective response rate and evaluation of median response duration. ARIEL2 was
a phase II study that evaluated rucaparib efficacy in OC patients carrying tBRCA* (Part I
enrolled 204 patients with >1 L and platinum sensitivity, while Part Il recruited 111 heavily
pretreated patients). Interestingly, patients from ARIEL2 were molecularly categorized into
three groups through FoundationMedicine T5 NGS: HRD+ with tBRCA*, HRD+ without
tBRCA* (defined in this study as LOH > 14% or “LOH high”) and HRD— (LOH < 14% or
“LOH low”). Patients from Part I included the following: 40 HRD+ patients with tBRCA*,
82 HRD+ patients without tBRCA*, 70 LOH-low patients and 12 undefined patients. In
addition to assessing the efficacy of rucaparib, another aim of the study was to evaluate
tumor LOH as a predictive biomarker for rucaparib efficacy. Compared to the LOH-low
subgroup (which exhibited a PFS of 5.2 months), PFS was significantly longer in the tBRCA*
(PFS of 12.8 months, HR = 0.27; 95% CI 0.16-0.44, p < 0.0001) and LOH (PFS of 5.7 months,
HR = 0.62; 95% CI: 0.42-0.90, p < 0.01) subgroups, suggesting the efficacy of rucaparib for
patients with fBRCA*.

Given the superiority of tBRCA* over HRD as a predictor of longer PFS and with the
aim of testing broader applications, an amendment to the study protocol was made, leading
to the inclusion of heavily pretreated OC patients in Part II of the study. Subsequently,
FDA approval of rucaparib was based on a review of efficacy in 106 patients (combining
Study 10 and both ARIEL2 cohorts and including patients with recurrent epithelial ovarian
cancers carrying tBRCA* who received > 2 prior platinum-containing lines, including
patients with platinum-resistant or refractory status), that found an objective response rate
of 54% and a duration of response of 9.2 months. Consequently, analysis of ARIEL2/Study-
10 led to the approval of rucaparib in recurrent epithelial ovarian cancers patients with
tBRCA* previously treated with >3 lines of chemotherapy and regardless of platinum
sensitivity. The retrospective analysis of tBRCA* by FF-CDx as a clinical bridging study
with 67 of patients (and a 96% concordance rate with local testing) led to FDA approval of FF-
CDx for identification of patients eligible for rucaparib treatment due to tBRCA* detection.

More recently, the QUADRA (NCT02354586) single-arm phase 1II trial tested niraparib
as >fourth line through the inclusion of HGSOC patients pretreated with >3 lines, with
different statuses regarding platinum (sensitive, resistant or refractory, defined by the
platinum-free interval from last platinum-containing chemotherapy) and tested with MC-
CDx [65]. The patients included 63 HRD+ patients with tBRCA*, 126 GIS > 42 patients
without tBRCA¥, 186 HRD— patients and 44 HRD-undefined patients. Niraparib efficacy
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was evaluated according to objective response rate. In the tBRCA* subgroup, patients
with platinum sensitivity had a 39% objective response rate, while platinum-resistant and
platinum-refractory patients achieved 29% and 19%, respectively. In contrast, 20% of HRD+
patients without tBRCA* with platinum sensitivity achieved a response; this rate dropped to
10% in platinum-resistant/-refractory patients. Of note, HRD-negative/unknown patients
exhibited a 3% objective response rate. Consequently, the FDA approved niraparib as
>fourth-line monotherapy in patients either carrying tBRCA* or that had GIS > 42 and
potentially platinum sensitivity (platinum sensitivity was defined in this study as platinum-
free interval > 6 months).

In conclusion, while gBRCA /tBRCA evaluation appears to be a clear prerequisite for
>third-line monotherapy with PARPis, the QUADRA study challenges the relevance of
HRD status compared to tBRCA* status, as platinum sensitivity appeared more important.

3. HRD Evaluation in Clinics: Current Limitations
3.1. General Considerations
Despite producing considerable advances in HGSOC management, HRD validated

assays currently suffer from several limitations that fall into two categories: technical or
medical concerns (Tables 2 and 3, respectively).

Table 2. Technical considerations associated with validated CDx for HRD assessment.

General Consideration Distinct CDx Are Not Interchangeable

~5-10% of specimens are inadequate

Sample heterogeneity:

Preanalytical considerations
) Tumoral versus normal

e  Intratumoral heterogeneity

Limit of detection (BRCA1/2):

e >20% tumor cellularity for SNVs
e >30-35% tumor cellularity for genomic scars
e  SVsare poorly detected (apart from BA-CDx)

Analytical considerations

~5-10% of results are inconclusive
GIS positivity thresholds:

Post-analytical considerations e  FP (i.e, indicated HRD+ but actually HRD—)
e  FN (i.e, indicated HRD— but actually HRD+)

BRCA mutations (VUS versus pathogenic status)

Abbreviations are as follows: BA-CDx = BRACAnalysis CDx; CDx = companion diagnostic; GIS = genomic
instability score; FN = false negative; FP = false positive; HRD (+/—) = homologous recombination deficiency (pos-
itive/negative); SNV = single nucleotide variant; SV = structural variant; VUS = variant of unknown significance.

In general, it should be noted that in the US, only MC-CDx and F1-CDx are FDA-
approved, restricting this test to private companies in the US market in terms of clinical
practice, with a reduction in shared data, especially regarding technical considerations and
classification of variants. Furthermore, these CDx do not have negligible costs, ranging
from USD 4040 to USD 5800, and the estimated delay between testing and results is
approximately 2 weeks. In Europe, EMA approvals do not depend on specific CDx for
HRD identification; while private companies (such as MG) exist, institutional laboratories
are currently developing their own assays based on GIS, with the aim of providing better
patient access, affordability and inter-institutional exchanges. Specifically, an international
project driven by the European Network of Gynecological Oncological Trial (ENGOT)
is under development. The cost of BA-CDx is low in the US, as genetic testing services
for hereditary cancer are covered by most health insurance companies; furthermore, MG
provides a financial assistance program.

Beyond these general aspects, clinical considerations of HRD assays occur on at least
three distinct levels: the tissue (i.e., the analyzed sample), the result (i.e., the relevance
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of HRD as a biomarker) and the clinical context (i.e., the consideration of medical and
evolutionary dimensions).

Table 3. Medical considerations associated with validated CDx for HRD assessment.

Cost and Access to HRD Assays

General Consideration Currently Restricted to Private Companies

Sample heterogeneity:
e  Intratumoral
Tissue heterogeneity of HGSOC e  Primitive tumor versus metastases

(Epi)genomic context
Cellular microenvironment effect

Patient selection and clinical context (e.g.,
platinum-sensitivity status)
. Timing of analysis
Relevance as a biomarker Limited predictivity of GIS:

(PARP sensitivity) ° Near-threshold scores

e  Beyond frontline treatment
e  Out of platinum-sensitive context

PARPI resistance: reverse mutations, HRD-unrelated
Evolutionary perspective of mechanisms
HGSOC Genomic scars are irreversible
Iterative analysis and PARPi rechallenge

Abbreviations are as follows: GIS = genomic instability score; HGSOC = high-grade serous ovarian cancer;
HRD =homologous recombination deficiency; PARPi = poly(adenosine diphosphate-ribose) polymerase inhibitor.

3.2. A Matter of Tissues

As described in the preanalytical section, tumor samples frequently exhibit distinct
subclones within tumors, and any given result will be a synthesis of these subclones
according to their relative proportions [66-68]. By definition, a biopsy represents only a
fraction of the tissue at the site. Thus, a sample could be HRD+ while actually consisting of
a mix of HRD+ and HRD— components. This latter component may participate in primitive
resistance (or at least reduced sensitivity) to PARPis/platinum salts and/or to recurrence
through mechanisms of clonal selection and expansion. Similarly, a discrepancy between
primitive tumors and their metastases or even between distinct metastases indicates the
complexity of evaluating HRD status and subsequent HGSOC management.

Apart from the HRD evaluation itself, the epigenomic and genomic contexts in an
HRD+ sample should be considered. As explained in the first section, many layers of
complexity can promote a deficient or proficient HR status. Furthermore, HRD+ tumors
are not a homogenous group and require classification that is more precise. While gBRCA*
or tBRCA* with GIS > 42% in a newly diagnosed HGSOC produces high confidence
of the true HRD+ status, the (epi)genomic context also modulates the functional HRD
status and should not be overlooked [69]. In parallel with the polygenic risk score that
modulates OC risk in patients with gBRCA*, a similar score could potentially modulate
HRD phenotype [70].

In addition to the tumor itself, the cellular microenvironment should be taken into
consideration, although its complexity is clearly beyond the scope of this review. Data sug-
gest that PARPis can exhibit different activity depending on the tumor microenvironment,
such as a hypoxic condition, a concept called “contextual synthetic lethality” [71]. Further-
more, a complex interaction exists between microenvironment status and tumor-infiltrating
immune cells (and notably T cell receptor clonality) that could modulate the functional
effects of HRD [72].
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3.3. Relevance of HRD Status as a Predictive Biomarker

In addition to technical considerations of false-positive /negative cases (FP/FN), HRD
assays, although predictive at the population scale, still suffer from false-positive /negative
cases during clinical applications. In other words, some patients will respond to PARPis
although they are HRD—, while HRD+ patients will not. Therefore, HRD should not be
considered a “black box” with a simplified dichotomy (i.e., proficient versus deficient). For
instance, RCTs that evaluated PARPis globally showed a higher effect in the context of
BRCA1/2* than in the context of BRCAness. Relationships between a given gene harboring
a pathogenic variant and patient sensitivity to therapeutics should be analyzed further in
the future. For instance, in OC patients with gBRCA2*, only cases with mutations affecting
the RAD51 binding domain exhibited improved overall survival [73]. Furthermore, a
study focused on long responders under olaparib maintenance treatment showed that an
enrichment of BRCA2* affected the RAD51-binding domain within this group [74].

Notably, a vast majority of RCTs assessing PARPis as first and second lines that
subsequently led to FDA /EMA approvals included patients who were platinum sensitive
(evaluated through complete/partial response to platinum-based chemotherapy regimens),
thus selecting specific populations that already exhibited a sensitivity profile close to
PARPis [75,76].

In terms of frontline treatment, HRD (through MC-CDx) evaluation in PAOLA-1 pa-
tients appeared essential to guide treatment with olaparib plus bevacizumab, but niraparib
exerted an effect irrespective of HRD status [52,76,77]. Interestingly, patients from the
PRIMA trial were quite different from those from the PAOLA-1 trial, with more advanced
cancer and less complete response. Nevertheless, niraparib efficiency could be explained in
part by an “HRD-unrelated” effect [78].

Moreover, second-line RCTs for recurrent epithelial ovarian cancers failed to clearly
account for CDx, as all PARPis are “biomarker-agnostic” approved. When niraparib was
evaluated in the fourth-line setting within the platinum-resistant population (according
to the platinum-free interval), BRCA1/2* patients still exhibited benefits, but non-BRCA*
HRD+ patients showed almost no effect. This emphasizes the importance of platinum
status in the latter condition, as it clearly outperformed HRD status as a biomarker for
PARPi sensitivity [65]. Conversely, regarding rucaparib and olaparib approvals in the
third-line settings, the presence of BRCA* (germinal and tumoral, respectively) is the
only prerequisite for their prescription, irrespective of patients’ platinum status. These
different results emphasize the importance of the timing of GIS evaluation and its variable
predictive value.

A GIS threshold of >42 also raises questions as to its clinical relevance. Indeed, a
binary cutoff increases the likelihood of missing patients who could benefit from PARPis
and selecting patients that would not benefit from PARPis, especially among those with
near-threshold values. Furthermore, an identical threshold value has been defined for
both frontline and >third-line treatment, but through evolution, HRD tumors will likely
increase their GIS by accumulating an increasing number of genomic scars.

3.4. An Evolutionary Perspective on HRD Status

The main drawback, as previously explained, is that GIS/LOH scores rely on genomic
scars accumulated over time, which are the consequences of past HRD, irrespective of
current HRD status. In addition to the classic limitations of a biomarker, such as sensitivity,
specificity and FPs/FNs, HRD evaluated via genomic alterations needs to take into account
the evolution of HGSOC.

Analysis of initial samples before frontline treatment is not shaped by chemotherapy
(which kills sensitive clones and potentially allows the emergence of resistant clones) and
classically reveals the “native” state of the tumor; thus, evaluating HRD after several
previous lines of chemotherapy leads to possibly irrelevant results [79-84]. Indeed, the
sensitivity /resistance switch of cancerous cells is a dynamic phenomenon during clonal
expansion from pre-existing clones or through new (epi)mutations. As such, GIS measures
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the initial state of the tumor, naive to treatments; it can be either concordant or discordant
with the tumor’s current status. The further a patient is from frontline treatment, the higher
the risk of discordance between GIS and actual status, as therapies mainly rely on platinum.
Indeed, as platinum salts generate DSBs, they will treat clones with HRD but HR proficient
clones will be spared. This discordance has been highlighted in the QUADRA study.

Discordance between HRD status (i.e., tBRCA* and/or high LOH/GIS) and PARPi
efficiency can be the consequence of several mechanisms. The most characterized mecha-
nism is reverse mutation within BRCA1/2 genes. Indeed, it has been shown that during
HGSOC treatment with PARPis, reverse mutations appeared within BRCA1/2, leading to
restoration of functional proteins and thus an HR-proficient profile, an event correlated
with drug resistance [85]. Interestingly, reverse mutations within BRCA1/2 are not universal.
Indeed, a differential “reversion potency” exists between distinct mutation states. Hyper-
methylation of BRCA1 promoter, which relies on a dynamic process, is an easily removed
epigenetic mark; interestingly, the context of heterozygous methylation is associated with
resistance compared with that of homozygous hypermethylation. On the other hand, LRs
or biallelic losses of BRCA1/2 are considered almost irreversible and could explain, at least
in part, the prolonged response to PARPis in some patients [74,86]. Point mutations within
BRCA1/2 leading to coding sequence disruption depend on the mutation rate in cancer
cells. Interestingly, NHE] should be viewed as having dual properties: while it is essential
for the synthetic lethality of PARPis during DSB generation, it also exerts a promutagenic
effect that favors the emergence of resistant clones [87]. Strikingly, BRCA reverse mutations
present at pretreatment circulating tumoral DNA have been shown to predict resistance to
rucaparib [88].

As such, BRCA* should not be considered wild-type versus mutated but rather include
mechanistic considerations. Although ¢BRCA* and tBRCA* carriers appear to exhibit the
same benefits from PARPi treatment on a population scale, this requires deeper analy-
sis [89]. Indeed, even the gBRCA* pathogenic variant, the strongest biomarker for PARPi
sensitivity thus far, should not be considered a definitive biomarker; studies assessing
olaparib efficiency in gBRCA* carriers showed that the objective response rate was seen in
approximately 40% of patients, underscoring the fact that sensitivity to PARPis is a complex
phenomenon, with intermingled HRD-related and unrelated pathways [90,91].

In addition to BRCA-related HRD, several other mechanisms have been shown to
counteract sensitivity to PARPis, such as secondary restoration of RAD51C/D [92]. Although
it is far beyond the scope of this review, we should note that fundamental research on cell
lines or mouse models has described several genetic/epigenetic mechanisms (e.g., PARP1
mutations, miRNA-622 overexpression) that explain PARP] resistance, mainly based on
HR restoration, DNA replication fork protection, drug efflux through overexpression of
multidrug resistance protein (MDR1) and impact of the tumor microenvironment [93-96].
Evidence-based in cellulo research has even suggested that the HR process should be viewed
on a continuum, including influences of (epi)genetic modulation (through amplification
and/or overexpression) between pathway choices concerning DNA repair [97].

To further complicate the analysis, discordance between sensitivity to platinum salts
and PARPis has been shown. This can be the consequence of acquired resistance through
platinum treatment. However, a specific subset of patients with platinum sensitivity but no
primitive resistance to PARPis, due to mutations in the nucleotide excision repair pathway,
has been described [98]. Although described in cellulo, defects in the NHE] pathway lead
to rucaparib resistance [99]. In contrast, some patients, notably those carrying CDK-12
mutations, exhibit a low LOH, contrasting with their HRD profile [100].

In summary, several dimensions should be taken into account when studying these
phenomena: primary/acquired resistance, BRCA-related /unrelated mutations, the type of
BRCA alterations, and HRD-related /unrelated resistance mechanisms.
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4. Emerging Strategies and Perspectives for Accurate and Dynamic Assessment of HRD
4.1. Introduction

As described in Part 1 of this companion review, emerging strategies mainly focus
on three axes: other molecular tools for HRD assessment (i.e., apart from BRCA1/2 and
LOH/GIS scores), dynamic assays (i.e., functional assays) for evaluating current HRD status
and more global strategies (including nomograms). At the patient scale, several predictive
nomograms have been developed, aiming to assist clinicians to estimate the prognosis
of HGSOC patients in specific situations or with specific platinum sensitivities [101-105].
Interestingly, a nomogram of the predicted PFS upon the addition of maintenance olaparib
therapy in patients with recurrent epithelial ovarian cancers with BRCA-mutations and
platinum sensitivity has recently been validated [106]. Other nomograms with biological
(including HRD), pathological and clinical data should be developed and validated for a
more specific prescription of PARPis.

From a more integrated perspective, histopathological markers such as tumor infiltrat-
ing lymphocytes (TILs) have been shown to be correlated with clinical outcome [107-109].
More precisely, higher levels of CD8+ T cell infiltration have been described in the context
of gBRCA1/2%, and HGSOC patients with HRD have higher CD3+ TILs [110]. Although they
are still in the early stages and restricted to research, radiomics (notably linked with biology
through proteomics/radiomics correlations) and artificial intelligence-driven projects could
help clinicians improve HGSOC management in the near future [111,112].

The proposed strategies and perspectives according to clinical context (i.e., frontline
versus second line and beyond) are summarized in Table 4.

Table 4. Emerging strategies for iterative HRD evaluation.

Advanced Epithelial Ovarian Cancer

— First-Line Maintenance Recurrent Epithelial Ovarian Cancer

Shown to be associated

Molecular assays
(e.g., HRDetect, RAD51C methylation, gene

amplification, SVs, non-coding RNAs, Reverse mutations (e.g., in BRCA1/2)

with PARPi sensitivity . . . Nomogram
transcriptomics, proteomics)
Functional assays (e.g., RAD51 foci)
Stepwise approach More accurate and comprehensive
(i.e., integrate other biomarkers in evaluation, such as:
inconclusive cases) e  Type of alteration that initially
Deeper refinement of HRD status caused HRD
Research and . e
¢ . (e.g., type of tBRCA*, GIS thresholds, tumor o  Context-dependent HRD positivity
uture strategies .

heterogeneity) thresholds
Comprehensive PARPi sensitivity score e  GIS dynamics
Integrating clinical and biopathological data e  Mutations in other HRR genes
Through-treatment dynamic markers e  Functional assays (e.g., RAD51 foci)

Abbreviations: GIS = genomic instability score; HRD = homologous recombination deficiency; HRR = homologous
recombination-related; PARPi = PARP inhibitor; SV = structural variant; tBRCA = tumoral BRCA.

4.2. Frontline Maintenance Perspectives

From a personalized medicine perspective, HRD evaluation should take into account
several parameters. MC-CDx represents the current and FDA-approved cornerstone of
HRD evaluation. The first question is which analysis we should perform upon the diagnosis
of HGSOC, that is, the priority of gBRCA or tBRCA. Indeed, while current international
guidelines recommend gBRCA testing for all patients diagnosed with HGSOC, this point
raises several questions, such as access to genetic counseling, costs and delay prior to
achieving results [113]. Furthermore, a few cases of gBRCA* status, but the lack of its
presence within tumors, have been described. On the other hand, direct tBRCA* assessment
through MC-CDx allows a quick answer to eligibility for PARPis, with the possibility to
secondarily orient the patient to genetic counseling in case of tBRCA*. Thus, the question
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raised is: do we need to directly assess GIS (one-step strategy), or should it be performed
in case of tBRCA™ (two-step strategy)?

In addition to establishing this strategy, several refinements should be considered.
First, current CDx should modulate their pipelines and integrate a deeper analysis of LRs,
which have recently been shown to be an important part of BRCA1/2 alterations, leading
to false negatives if tests are focused on tumor samples [17,114]. Second, HRD evaluation
should consider the type of BRCA alterations found and their corresponding predictive
values. Indeed, BRCA* are considered based on their (likely) pathogenic status. However,
as shown with BRCA2, not all mutations are equal [73]. Other signatures, such as miRNAs,
gene expression profiles and proteomics, although they have promising initial results, still
suffer from “bench-to-bedside” applications and a lack of “confidence” from the clinical
side, as they rely on molecules that are dynamic and not clearly defined, in contrast with
genetic mutations. As discussed above, a refinement of HRD could aid clinicians when
determining whether to prescribe PARPis: for instance, what should clinicians do when
faced with a GIS of 40 or 43? In general, the “one fits all” cutoff should be reconsidered,
as distinct pathological processes probably lead to distinct molecular features. Although
several GIS cutoffs have been proposed, such as >33 and >62, it is currently too early to
rely on definite values; more results could be reached through use as a grayscale.

For the 10-20% of HRD-inconclusive cases, supplementary biomarkers should be
considered; for instance, EMSY amplification is one of the HRD-causing alterations. Con-
versely, CCNE1 amplification is a specific alteration that is almost exclusive to HRD. As
such, this could be a useful biomarker with negative predictive value for sensitivity to
PARPis [115,116]. Similarly, indirect assessment with molecular signatures (genetic or
epigenetic signatures) associated with platinum resistance could help classify patients with
inconclusive or conflicting results [117].

Interestingly, in addition to predicting sensitivity to PARPis, HRD evaluation could
also be useful for bevacizumab; indeed, while there is no benefit in overall survival for
patients who received bevacizumab compared with that of receiving chemotherapy alone,
BRCA* and HRD patients appear to benefit [11]. Functional assays and examination of
primary RAD51 foci have promising results, but their implementation would require
standardization and development within pathology platforms [118]. Ideally, nomograms
similar to existing nomograms on recurrent epithelial ovarian cancer and olaparib could be
constructed; these would be a “clinician-friendly” method for considering the construction
of a comprehensive nomogram that would integrate clinical (e.g., complete versus partial
response to platinum, CA125) and biological (e.g., gBRCA/tBRCA status, type of mutation,
presence of reverse mutations, GIS/LOH, functional assays, comprehensive—omics) data,
finding an equilibrium between performance and routine clinical feasibility.

Finally, patients receiving PARPis should receive dynamic assessments, similar to
those for other malignancies that are monitored through circulating tumoral DNA. For
instance, side effects of PARPis have been described as potential surrogate markers of
their efficiency; this could be coupled with circulating tumoral DNA monitoring, such as
dynamic evaluation of primary or acquired resistance [119].

4.3. Recurrent Epithelial Ovarian Cancer Perspectives

Currently, FDA-approved PARPis for recurrent epithelial ovarian cancer maintenance
are independent of biomarkers. This highlights several hypotheses: either HRD could be
irrelevant within this context and/or PARPis could exert functions in an HRD-unrelated
manner. Furthermore, it is also possible that current CDx do not appropriately assess
HRD status. Thus, the nomogram is a useful tool for treatment choice. To develop higher
nomogram accuracy, a more comprehensive version should integrate the type of BRCA
alteration (if applicable) and other dynamic biomarkers. For instance, integrating evolu-
tionary perspectives with circulating tumoral DNA for detecting reverse mutations and
RAD?51 foci for determining the actual HRD status could lead to a more relevant evaluation
of HRD status and consequently to better patient management.
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With respect to third-line treatments and beyond, a deeper analysis is needed of the
correlation between the type of BRCA1/2 alteration and PARPi sensitivity, as all patients
treated with olaparib and rucaparib do not exhibit a response [62]. The development of a
“clinicomolecular” nomogram could be useful for clinical practice. Strikingly, HRD does
not appear to influence niraparib efficiency in the context of BRCA™; consequently, more
accurate biomarkers are urgently needed.

An evolutionary perspective should also be considered regarding HRD scores such as
LOH and GIS. Indeed, these scores should change between primary sampling upon diag-
nosis and recurrence/metastasis, and in the case of HRD, evolve higher values. Therefore,
studies should evaluate GIS dynamics over time, especially in patients already treated with
platinum and PARPis and with a higher risk of acquired resistance. Furthermore, a refined
GIS cutoff should be determined depending on the clinical context, rather than using >42,
which is designed for naive patients.

The OReO ENGOT-Ov-38 trial (NCT03106987) focused on olaparib maintenance
retreatment versus placebo. It enrolled heavily pretreated patients separated into two
cohorts by BRCA status; 112 patients were BRCA* (74 and 38 received olaparib and placebo,
respectively), while 108 patients were BRCA®! (72 and 36 received olaparib and placebo,
respectively). Interestingly, this trial reported positive results irrespective of BRCA status.
Indeed, the BRCA* cohort exhibited a median PFS of 4.3 (olaparib) versus 2.8 months
(placebo) (HR = 0.57; 95% CI: 0.37-0.87; p = 0.022), while BRCA™ showed a median PFS
of 5.3 (olaparib) versus 2.8 months (placebo) (HR = 0.43; 95% CI: 0.26-0.71; p = 0.002).
This seminal work paved the way for “PARPi rechallenge” [120] and raised new questions
regarding the deciphering of predictive markers.

5. Synthesis and Concluding Remarks

HGSOC is the most frequent and aggressive form of ovarian cancer, thus represent-
ing an important challenge for translational researchers and clinicians. HRD, an altered
pathway present in half of the cases, is predictive of sensitivity to PARPis, a novel class of
molecules that have led to substantial improvements in prognosis. HRD is mainly caused
by genetic alterations in BRCA1/2 genes, although other causes (encompassed under the
concept of “BRCAness”) should not be overlooked. Following seminal clinical trials that
exhibited vast improvements in prognosis, three PARP inhibitors (olaparib, niraparib and
rucaparib) received FDA/EMA approval. Currently validated CDx assays suffer from
several technical and medical limitations that need to be investigated for more relevant
integration within clinical applications. While used to determine frontline maintenance
treatment, HRD evaluation and its relevance as a predictive biomarker still remains a matter
of debate for clinicians. Several axes of research, including integrating tumor heterogeneity
and PARP inhibitor resistance, are currently under development. Promising strategies,
including functional assays that evaluate present HRD status, should be integrated into
clinical studies in the near future. Beyond a simplistic dichotomy (i.e., proficient/deficient
status), future studies assessing HRD should consider its causes and consequences from an
evolutionary perspective.
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RESUME

Le rationnel de ce travail de thése est de proposer, selon une approche intégrée bench-to-bedside un état
de l'art ainsi que des perspectives en recherche et clinique concernant le déficit de recombinaison
homologue (HRD) et le traitement par inhibiteurs de PARP (PARPi) dans les cancers épithéliaux de I'ovaire.
En effet, le carcinome séreux de haut grade de I'ovaire (HGSOC), qui est la forme la plus fréquente et la
plus agressive est caractérisé dans la moitié des cas par un statut HRD. Apres une définition moléculaire
du statut HRD, nous développerons ses causes et ses conséquences possibles. Les lésions affectant les
genes BRCA1/2 sont les causes les plus caractérisées et les plus fréquentes ; d'autres altérations ont été
décrites, englobées sous le concept de BRCAness. En termes de conséquences, un statut HRD conduit a
une instabilité génomique caractéristique et a une sensibilité accrue aux sels de platine et aux PARPI, et
responsables d’une trés nette augmentation de la survie sans récidive. Ainsi, la présence d’un statut HRD
est un prérequis concernant la majorité des autorisations de mise sur le marché des PARPi dans le
traitement des HGSOC, soulevant la nécessité de développer des tests compagnons et I'orientation vers
une médecine personnalisée. Une des approches validées est basée sur I'évaluation du niveau de cicatrices
génomiques avec l'obtention d’un score associé, reflétant de maniere indirecte le statut HRD. En dépit
d’avancées majeures, I'utilisation du statut HRD reste en partie controversée a I'heure actuelle, notamment
en raison de limites techniques et médicales que nous discuterons. Pour répondre a cela, plusieurs axes
de recherche tels qu’une évaluation directe et fonctionnelle du statut HRD ou encore la recherche de
nouveaux marqueurs prédictifs pourraient permettre a l'avenir d’améliorer la sélection des patientes
éligibles aux PARPi et ainsi la personnalisation du soin.

Mots-clés : cancer ovarien séreux de haut-grade ; déficit de la recombinaison homologue ; BRCA;
BRCAness ; cicatrices génomiques ; tests compagnons ; inhibiteurs de PARP.

ABSTRACT

The rationale of this work is to propose, following a bench-to-bedside approach, a state of the art with
perspectives concerning homologous recombination deficiency (HRD) in ovarian cancers. Indeed, high-
grade serous ovarian cancer (HGSOC), the most common and aggressive form of ovarian cancer, is
characterized in half of cases by an HRD status. After defining the molecular basis of HRD, we will propose
through dichotomy the different causes and consequences associated with this deficiency. Several causes
have been characterized so far: these are mainly mutations in BRCA1/2 genes, but also other alterations
encompassed under the concept of BRCAness. In terms of consequences, HRD leads to a specific genomic
instability -or genomic scars- as well as an increased sensitivity to PARP inhibitors (PARPi). As a
consequence, the presence of an HRD status is a prerequisite for the majority of current approvals for
PARPi in HGSOC. As such, companion diagnostic assays turned to be necessary in a trend towards
personalized medicine for patients treated for HGSOC. One of the validated approaches is based on the
evaluation of the importance of genomic scars and an associated genomic instability score, indirectly
reflecting the HRD status. Despite major advances, the use of HRD status remains partly controversial at
present, in particular due to technical and medical limitations that we will discuss. As a consequence,
several lines of research such as direct and functional evaluation of HRD status or searching for new
predictive markers could in the near future lead to improvement in the selection of patients eligible for
PARPi and subsequently the personalization of care.

Keywords: high-grade serous ovarian cancer; homologous recombination deficiency; BRCA; BRCAness ;
genomic scars; companion diagnostic assays; PARP inhibitors.
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