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‘abordatge terapéutic dels pacients amb cancer colorectal (CCR) esta definit

principalment per la localitzacié tumoral, 'extensié de la malaltia (estadiatge

TNM) i el diagnostic patologic i molecular. Aixi, en el CCR metastatic (CCRm)
amb estabilitat de microsatél-lits s’indica en tractament de primera linia quimio-
terapia amb anti-EGFR o antiangiogenics segons les caracteristiques cliniques i
la determinacié de mutacions en RAS i BRAF. En el cancer de colon localitzat la
primera estratégia terapéutica és la cirurgia, mentre que en el cancer de recte
localment avancat (CRLA) es realitza tractament neoadjuvant amb quimio-radio-
terapia (QRT) previ a la intervencid quirlrgica. En els darrers anys s’ha propo-
sat intensificar el tractament neoadjuvant del CRLA mitjancant I'administracié
de quimioterapia + QRT (anomenat tractament neoadjuvant total o TNT). Tot i els
esforcos en refinar la seleccid dels pacients per rebre la millor terapia sistémica,
ens manquen biomarcadors que permetin predir la resposta al tractament i aixi
poder individualitzar el tractament.

La biopsia liquida mitjancant I'estudi de 'ADN circulant tumoral (ADNct) en sang pe-
riférica permet la caracteritzacido molecular tumoral d’una forma minimament inva-
siva i en temps real. En els darrers anys la sensibilitat i especificitat de la tecnologia
per seqienciar I’ADNct ha millorat obrint la possibilitat d’utilitzar la biopsia liquida
per al diagnostic i la personalitzacié del tractament dels pacients amb cancer.

La hipotesis d’aquesta tesi és que la biopsia liquida mitjancant el genotipatila quan-
tificacié de I’ADNct pot ser d’utilitat clinica en el diagnostic i tractament dels pacients
amb CCR. L'objectiu global és avaluar I'aplicabilitat clinica de I'estudi de 'ADNct en
pacients amb CCR en tres escenaris clinics diferents: subojectiu 1) la deteccié de
mutacions puntuals en pacients amb CCRm; subobjectiu 2) la valoracié de resposta
precog a tractament amb quimioterapia + antiEGFR en pacients amb CCRm tractats
en primera linia; i subobjectiu 3) la deteccié de malaltia minima residual després
de TNT en pacients amb CRLA. Aquests tres estudis s’"han plasmat en 3 publicacions
que composen la present tesi doctoral.

El primer treball tenia com a objectiu principal demostrar la concordanca entre les
mutacions de RAS detectades en teixit i la determinacié de RAS en biopsia liquida.
Aquest estudi va incloure una cohort de més de 100 pacients amb CCRm. L'estudi
d’ADNCct es va realitzar mitjancant una técnica de PCR digital (PCRd) que estudiava
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les 34 mutacions puntuals patogéniques en KRAS i NRAS i va demostrar una con-
cordanca entre plasma i teixit superior al 90%. A més a més vam determinar que
les principals limitacions per a la deteccid d’ADNct era la localitzacié metastatica
Unica a nivell peritoneal o pulmonar i 'administracié de quimioterapia previ a I'ex-
traccio de la mostra de sang. Aquestes troballes s’han validat en estudis posteriors
del nostre grup i d’altres i ha dut a la recomanacio en les guies cliniques europees i
americanes de I'Us de la biopsia liquida com alternativa valida per determinar mu-
tacions en RAS en CCRm. En una cohort exploratoria de pacients es va observar la
capacitat del monitoratge de les mutacions de RAS en ADNCct per a predir resposta
o resistencia al tractament. A partir de les dades preliminars de monitoratge vam
dissenyar el segon estudi.

En el segon treball vam estudiar la utilitat clinica de la biopsia liquida per a la detec-
ci6 precog de resposta en pacients amb CCRm RAS wt en teixit tractats en primera
linia amb quimioterapia + anti-EGFR. Per fer-ho vam dissenyar un estudi prospectiu
i multicentric que va incloure 100 pacients de 15 hospitals espanyols. Es va recollir
plasma previ a l'inici de tractament i després de cada dos cicles fins a progressio.
LUADNCct es va estudiar mitjancant PCRd i un panell de NGS (de les sigles en anglés
“next generation sequencing”) que incloia I'analisi de mutacions en regions pun-
tuals dels 14 gens més comunament alterats en CCR. La mutacié més freqient en
cada mostra s’establia com a mutacid troncal i marcador subrogat del volum tu-
moral total. En aquest estudi vam descriure que I'analisi combinada de mutacions
troncals i mutacions de resisténcia a anti-EGFR després de dos cicles és el millor
predictor primerenc de resposta al tractament. Aixi, els pacients amb “resposta
molecular primerenca” (disminucié de la mutacio troncal i disminucié de les mu-
tacions de resistencia al cicle 2) van obtenir una millor taxa de resposta (77,5% vs.
25%; p=0.008) i una supervivencia lliure de progressié (SLP) més llarga (HR=0.18;
p<0.001) en comparacié amb els pacients amb “progressié molecular primerenca”
(augment de la mutacio troncal i/o augment de mutacions de resisténcia). A més
vam ratificar que les Uniques mutacions de resisténcia a farmacs anti-EGFR que es
detectaven de forma preco¢ en ADNct eren a RAS o BRAF i que un augment de la
fraccio relativa de les mateixes després de dos cicles de tractament desencadenava
una expansié clonal fins a la progressio i s’associava amb una SLP més curta (HR =
10.5; p <0. 001).



El tercer i ultim treball el vam centrar en I'estudi de ’ADNct per a la valoracié de
resposta i deteccié de malaltia minima residual en pacients amb CRLA tractats amb
TNT. En aquest estudi vam incloure pacients tractats amb mFOLFOX6 +/- Aflibercept
seguit de QRT i cirurgia de I'assaig clinic GEMCAD 1402. Les mostres de plasma es
van recollir previ inici de tractament i 48 hores abans de la cirurgia. Per a I'analisi
d’ADNct es va utilitzar un assaig de NGS ultrasensible que integra signatures geno-
miques i epigenomiques. Es van incloure 144 mostres de plasma aparellades de 72
pacients. La deteccid d’ADNct abans de la cirurgia es va associar significativament
amb un elevat risc de recurréncia sistémica, una supervivencia lliure de malaltia
més curta (HR=4; p=0. 033) i una pitjor supervivéncia global (HR=23; p <0, 0001) en
comparacié amb aquells pacients ADNct indetectable post neoadjuvancia. No es va
trobar cap associacié entre I'estat de 'ADNct previ a la cirurgia i la resposta patolo-
gica al tractament neoadjuvant, remarcant que 'ADNct no detecta la resposta local
sind la preséncia de malaltia minima metastatica.

En conjunt, les troballes dels tres treballs que es presenten en aquesta tesi con-
firmen que l'estudi de 'ADNct és una eina sensible i minimament invasiva per al
diagnostic molecular en CCRm, la deteccidé precoc¢ de resposta al tractament i la
deteccid de recurrencia a distancia i mort en pacients amb CRLA tractats amb TNT.
Actualment I’ADNct ja s’ha implementat com una alternativa al teixit en el diagnos-
tic molecular del CCRm. L'aplicabilitat de la biopsia liquida en la avaluaciod precog de
resposta i el monitoratge del cancer s’haura de validar en assajos clinics que utilitzin
I’ADNct per a personalitzar la modulacié del tractament.












1. Cancer Colorectal

1.1. Epidemiologia

| cancer colorectal (CCR) és el tercer tumor en incidéncia nivell mundial i repre-

senta un important problema de Salut Publica. Al 2020, I'Organitzacié Mundial

de la Salut va estimar prop de dos milions de casos nous de CCR a tot el mén
i més de 800.000 defuncions relacionades amb la malaltia (1,2). A Espanya aquesta
estimacio és de 227 casos nous per cada 100.000 habitants amb una mortalitat esti-
mada de més de 16.000 pacients/any (3).

La supervivencia a 5 anys relacionada amb el CCR oscil-la entre el 90% en pacients
diagnosticats en fases inicials i el 15-20% en aquells diagnosticats de malaltia me-
tastatica. Dels casos nous diagnosticats, el 15-20% es diagnostiquen en estadi IV i
fins al 50% de tots els pacients amb CCR presentaran finalment malaltia metastatica
durant la seva evolucio (2,4).

El pronostic dels pacients ha millorat en els darrers anys gracies a I'impacte de
I'abordatge integral de la malaltia, des de la implementacié de programes de de-
teccid precog fins a la millora dels procediments quirdrgics i la introduccié de noves
terapies sistémiques oncologiques. Tot i aixi, el CCR segueix sent la tercera causa de
mortalitat per cancer a nivell mundial(5).

1.2 Estadiatge

El diagnostic, pronostic i la decisié de tractament del CCR es basa en I'estadiatge
clinic i patologic. Actualment, el sistema de classificacid TNM de I'AJCC (Ameri-
can Joint Committee on Cancer) és el més utilitzat per al diagnostici el principal
factor pronostic en el CCR (6,7). El sistema TNM es basa en I’'extensié del tumor
primari (T), el grau de difusié als ganglis limfatics loco-regionals (N) i la presén-
cia de metastasi a distancia (M). Amb aix0 es determinen 4 estadis: estadi |
on el tumor pot haver crescut fins a la submucosa o la muscularis propia pero
sense afectacio limfatica (T1-2 NOMO); estadi Il on el tumor envaeix el teixit
peri-colorectal o els organs contigus pero sense afectacio limfatica (T3-4NOMO);
estadi Ill on hi ha ganglis limfatics loco-regionals afectes independentment de la
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invasié tumoral (N1-2); i estadi IV en que ja es detecten metastasi a distancia al
moment del diagnostic (M1).

{ w
\ y
b /

Estadi | Estadill Estadi lll

.

Estadi IV

Figura 1: representacio grafica de I'estadiatge TNM en cancer colorectal

1.3. Generalitats del tractament del cancer colorectal

El maneig del CCR es basa en la localitzacié del tumor (colon vs. recte), la histologia
i I'estadiatge clinic i patologic. En el procés diagnostic i d’establiment de pla tera-
peutic hi intervé un equip multidisciplinari format per gastro-enterolegs, radiolegs,
anatomopatolegs, cirurgians, oncolegs radioterapeutes i oncolegs medics. En els
darrers anys ha cobrat especial rellevancia I'estudi molecular de biomarcadors tu-
morals per a determinar I'abordatge de tractament.

1.3.1. Tractament de la malaltia localitzada (estadis I-ll)

Tractament del cancer de colon localitzat

El maneig inicial del cancer de colon localitzat és la cirurgia seguit de quimio-
terapia adjuvant segons la valoracid del risc de recurréncia basada en l'estadiat-
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ge histopatologic final (7). La supervivéncia estimada després de la cirurgia d’'un
cancer de colon i la indicacié clinica de tractament amb quimioterapia adjuvant
s’associa a l'estadiatge. Aixi la supervivéncia esperada als 5 anys és del 99% en
pacients amb estadi |, del 68% al 83% en pacients amb estadi Il i del 45% al 65%
per pacients diagnosticats en estadi lll (8). Els principals factors que determinen
la indicacié de quimioterapia adjuvant son la invasié tumoral de la serosa (T4) o
la preséncia de ganglis limfatics regionals afectes (N1,2) (9). Altres factors que
determinen la indicacié de quimioterapia adjuvant en els estadis Il son la invasié
tumoral perineural o limfo-vascular, el grau de diferenciacié tumoral, el nombre
de ganglis extrets en la cirurgia i I'elevacié del marcador tumoral antigen carcino-
maembrionari (CEA) (9-11).

Actualment, I'Us de tractaments estandard basats en fluoropirimidines (5-fluoracil
(5-FU) o capecitabina) i oxaliplati adjuvant després de la cirurgia estimen un aug-
ment en supervivéncia global (SG) d’aproximadament un 20% en pacients amb can-
cer de colon estadi lll i un 5% en pacients amb tumors estadi Il (12-15).

Tractament del cancer de recte localitzat

Entre els pacients diagnosticats de CCR, el 30% dels tumors primaris s’originen
al recte (16). El recte és la part distal del tub digestiu i s'ubica entre el marge
anal extern i fins a 15cm. Aquests tumors es classifiquen en “recte baix” aquells
compresos entre el marge anal i fins a 5cm, “recte mig” de 5cm fins a 10cm i
“recte alt” entre 10 i 15cm del marge anal extern. Labordatge de tractament en
el cancer de recte és lleugerament diferent al cancer de colon. La localitzacio del
tumor primari, la invasié tumoral (T) i la preséncia de ganglis limfatics patologics
(N) avaluats per ressonancia magnética nuclear (RMN) son les principals varia-
bles per a definir el risc potencial i I'abordatge terapéutic inicial. Aixi, tumors
de baix risc (estadi |) s’indicara cirurgia mentre que aquells amb risc entremig
o alt (estadis Il recte mig o baix i estadis Ill) es realitzara inicialment tractament
neoadjuvant (preoperatori) amb radioterapia o quimio-radioterapia (QRT) seguit
de cirurgia (17,18).

Els esquemes classics de tractament neoadjuvant inclouen (a) la QRT amb capeci-
tabina o 5-FU en infusié continuada administrat conjuntament amb radioterapia a
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dosi de 45-50 Gy en 25-28 fraccions i (b) la radioterapia de curta durada amb dosi
total de 25Gy en 5 fraccions de 5 Gy. Ambdds esquemes han demostrat una milloria
en el control locorregional de la malaltia respecte la cirurgia inicial disminuint les
taxes de recaiguda local fins al 5-9% (19-21). Després de la cirurgia, 'administracio
de quimioterapia adjuvant basada en fluoropirimidines en els pacients que han re-
but neoadjuvancia és controvertida i no existeixen dades de benefici en SG global
(22—-24). Afegir oxaliplati a fluoropirimidines en el tractament adjuvant (XELOX;
FOLFOX) només ha demostrat eficacia en el subgrup de pacients amb estadi IlI
patologic (ypN1-2) (25,26). Tot i aixi, I'estat del pacient després de la cirurgiaila
potencial toxicitat de la quimioterapia adjuvant fa que quasi un terg dels pacients
no arribin a iniciar el tractament i que menys del 50% dels pacients completin
I'esquema adjuvant previst (23). Tot i aguest abordatge multimodal, fins un 30%
dels pacients tractats amb neoadjuvancia seguit de cirurgia +/- quimioterapia ad-
juvant presentaran recaiguda metastatica durant el seguiment (23,27).

Tractament neoadjuvant total (TNT)

En els darrers anys hi ha hagut un interes creixent per tal de poder identificar aquells
pacients amb major risc de recurréncia. S’ha proposat un subgrup anomenat cancer
de recte localment avancat (CRLA) definits per ser tumors amb estadiatge clinic (c)T3
d’alt risc, cT4 o cN2. En aquests pacients s’ha estudiat I'administracid preoperatoria de
guimioterapia sistémica d’induccio o consolidacio ja sigui abans o després de la QRT
o de la radioterapia de curta durada. Aquesta estrategia es coneix com a tractament
neoadjuvant total (TNT) i ha demostrat un millor perfil de toxicitat i major compliment
del tractament sistémic sense comprometre I'eficacia local (28—-31).

Més recentment, dos assaig clinics fase Ill han comparat I'esquema classic de QRT
amb I'abordatge mitjangant TNT i han demostrat que el TNT esta associat a taxes de
resposta completa patologica (RCp) superiors, una supervivencia lliure de malaltia
(SLM) més llarga i menor taxa de fracas del tractament (32,33). Tot i aixi, I'aparicid
de metastasis a distancia durant el seguiment, que potencialment sorgeixen d’una
malaltia minima residual (MMR) després de la cirurgia, continuen sent la causa prin-
cipal del fracas del tractament. En aquests estudis, fins un 20% dels pacients trac-
tats amb TNT i cirurgia radical es diagnosticaran de metastasi durant el seguiment
limitant la SG als 5 anys al 80%.
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Els marcadors pronostics en cancer de recte localitzat sén controvertits. Fins avui, el
més utilitzat ha estat la RCp, és a dir, I'absencia de tumor residual després del tracta-
ment neoadjuvant. Tot i haver estat I'objectiu primari de molts assajos clinics i tenir
una bona correlacié amb les taxes de control local de malaltia (27,34,35) la seva
correlacié amb la SG no ha estat demostrada (36). En els darrers anys s’ha desenvo-
lupat un nomograma per a prevenir recurréncia local, metastasi a distancia i SG en
pacients amb CRLA que té en consideracio tan l'estadiatge inicial com el patologic
després de la neoadjuvancia. Aquest nomograma s'anomena “Neoadjuvant recu-
rrence score” o NAR i divideix els pacients en tertils (baix, mig i alt) segons el risc de
recaiguda. El NAR i la seva correlacié amb la supervivencia lliure de recidiva (SLR)
ha estat validat en diferents estudis (37-39). Tot i aixi, aquest index no s’ha avaluat
en tots els estudis de cancer de recte i la seva aplicacidé no s’ha introduit en practica
clinica habitual. Tanmateix, tan la RCp com el NAR son indicadors que només poden
aplicar-se després de la realitzacié de la cirurgia rectal, i la identificacié pre-quirur-
gica de pacients amb malaltia minima metastatica (MMM ) que provocara la recai-
guda a distancia continua sent un repte.

Diversos estudis suggereixen que en aquells pacients que aconsegueixen una res-
posta completa clinica (RCc) després de 'administracié de TNT es podria evitar la ci-
rurgia i aplicar una estrategia de vigilancia estreta. Tot i que els treballs que recolzen
aquesta aproximacio son recents i encara no és una practica estesa, és una alterna-
tiva acceptable a la cirurgia rectal amb els beneficis d’'un abordatge que estalvia la
proctectomia (29,40-42). Els biomarcadors per seleccionar pacients que sén bons
candidats per a una estrategia de preservacio d’organ amb vigilancia estreta encara
no estan identificats.

1.3.2 Tractament de la malaltia metastatica (estadi V)

Fins als anys 2000 el pronostic dels pacients amb cancer colorectal metastatic
(CCRm) era pobre i el tractament limitat a la quimioterapia amb 5-fluorouracil amb
una SG mitjana que oscil-lava entre els 8 i els 12 mesos (43). En els anys posteriors
la introduccié d’oxaliplati i irinotecan en combinacié amb fluoropirimidines van mi-
llorar la supervivencia fins a una mitjana d’entre 17 i 20 mesos (44,45). La combi-
nacié de quimioterapia amb anticossos monoclonals dirigits contra el receptor del
factor de creixement epidermic (EGFR) i contra el receptor del factor de creixement
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endotelial vascular (VEGFR) han aconseguit que actualment els pacients amb CCRm
arribin a una supervivencia mitjana de 30 mesos (4,46,47).

Aixi doncs, el tractament actual de primera linia pel CCRm inclou el doblet o triplet
de quimioterapia amb fluoropirimidines més oxaliplati i/o irinotecan combinat amb
tractaments dirigits contra EGFR (cetuximab i panitumumab) o contra VEGFR (be-
vacizumab) segons les caracteristiques del tumor (principalment el perfil molecular
del tumor i la lateralitat del tumor primari (dret vs esquerre)), les caracteristiques
del pacient (comorbilitats, simptomatologia, preferéncies) i I'objectiu terapeéutic
plantejat (47).
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Figura 2: Esquema tractament de primera linia en pacients amb CCRm. Adaptacié de I'algoritme

de la Societat Europea d’Oncologia Medica (47)

Per tal de poder fer una correcta seleccié dels pacients candidats a tractament amb
anti-EGFR és imprescindible una comprensid i caracteritzacid molecular del CCR,
principalment del receptor EGFR i la via de les MAPK (de les signes en anglés “mito-
gen-activated protein kinases”).

1.4. Diagnostic molecular per a la seleccié de tractament anti-EGFR en CCRm

EGFR és una proteina tirosina quinasa que es troba a la superficie cel-lular i s’activa
mitjancant la unié dels seus lligands especifics. La unié del lligand provoca la dimerit-
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zacio del receptor i la autofosforilacié de diversos residus tirosina en el domini c-ter-
minal. Aquesta auto-fosforilacid permet I'activacié de diverses vies de senyalitzacid,
principalment la via de les MAPK i la via PI3K-AKT que finalment envien senyals al
nucli cel-lular per a estimular la sintesi d’ADN, la supervivencia i la proliferacié cel-lular.

EGFR

@&~
)
()
@
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PROLIFERACIO
SUPERVIVENCIA
INVASIO

Figura 3: Via molecular MAP cinases

Cetuximab i panitumumab son anticossos monoclonals que s’uneixen al domini ex-
tracel-lular d’EGFR inhibint la interaccié de lligands i provocant la interioritzacié i
destruccié del receptor. Com a resultat, inhibeixen senyals de supervivéncia i proli-
feracié mitjancant el bloqueig de la via de senyalitzacié d’EGFR. Cetuximab és un an-
ticos quiméric de la subclasse 1gG1 pel que a més del bloqueig de la via mitjancant
la unié a EGFR pot activar el sistema immunitari de I’'hoste (citotoxicitat cel-lular
dependent d’anticossos i citotoxicitat mediada pel complement) que promouen la
destruccié de la cél-lula tumoral. Panitumumab és un anticds IgG2 humanitzat pel
que el seu paper com a estimulador de 'activacié de la immunitat cel-lular depen-
dent d’anticos és deébil (48-50). Tot i aquestes diferéncies, a la practica, cetuximab i
panitumumab han demostrat la mateixa eficacia i son farmacs clinicament equipa-
rables en el tractament del CCRm (47,51).

Fins a dues terceres parts dels tumors colorectals tindran una alteracié en la via
de les MAPK convertint-se aixi en una de les vies de senyalitzacié més rellevant
per al pronostic i prediccié de resposta a tractament dels pacients amb CCRm.
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RAS

RAS és una proteina GTPasa que s’activa mitjancat la unié a la membrana cito-
plasmatica i la fosforilacié, activant aixi la cascada de senyalitzacié de les MAPK.
Quan hi ha una mutacid en algun dels oncogens que codifiquen RAS (KRAS, NRAS
0 HRAS) es produeix un canvi conformacional que provoca que la proteina RAS
es mantingui unida a GTP i per tant provoqui una activacié constant de la via de
senyalitzacié promovent una activacié constitutiva de les senyals de diferencia-
cid, proliferacié i invasio cel-lular (52,53).

La familia de gens RAS és una de les més freqlientment mutades en totes les
neoplasies (54). Els gens KRAS, NRAS i HRAS estan situades al brag curt del cro-
mosoma 12 i presenten mutacions principalment en I'exé 2 (codd 12 13), exd 3
(cod6 59i61) 0 exd 4 (codd 117 i 146). De fet, al voltant d’'un 40-45% dels ade-
nocarcinomes de colon presenten una mutacié en KRAS. La primera mutacié en
descriure’s i la més freqient en cancer de colon és la de I'exé 2, concretament
el canvi d’una guanina per una adenina en el codd 12 (KRASG12D). Menys fre-
guents son les mutacions de NRAS (al voltant d’un 4% dels tumors colorectals) i
anecdotiques les de HRAS (menys d’un 1% dels casos) (54-56).

HRAS mut NRAS mut
1% / 5%

RAS wt
61%

Altres, 7%

Figura 4: Distribucié prevalenga mutacions de RAS en CCR (Adaptacio Patelli et. al (56))



Els primers assajos clinics amb inhibidors d’EGFR en pacients amb CCRm no se-
leccionats molecularment van demostrar un benefici potencial tot i que discret de
cetuximab i panitumumab (57-59).

En els estudis pivotals de primera linia de quimioterapia amb anti-EGFR ja es va obser-
var que el benefici de cetuximab o panitumumab era superior en els pacients sense
mutacions en I'exd 2 de KRAS. Aixi, a I'estudi CRYSTAL amb cetuximab + FOLFIRI en pri-
mera linia, afegir cetuximab a la quimioterapia incrementava la SLP en 1.2 mesos de
mediana comparat amb quimioterapia sola (HR 0.68; P=0.02) pero sense impacte en
SG (60), mentre que a I'estudi PRIME amb panitumumab + FOLFOX afegir panitumu-
mab augmentava la SLP en 2.2 mesos (HR 0.72; p=0.004) de mediana amb impacte en
SG (61). Posteriorment, analisi retrospectius d’aquests assajos clinics han demostrat
com l'eficacia del tractament amb anti-EGFR es limita a aquells pacients amb tumors
sense mutacions en els exons 2, 3 0 4 dels gens KRAS o NRAS (62,63). Els assajos clinics
més recents i metanalisi on s’ha seleccionat els pacients per aquestes mutacions han
demostrat que la combinacié de quimioterapia més anti-EGFR en pacient RAS “wild
type” (wt) obté una resposta de fins al 69% amb una supervivéncia lliure de progres-
si6o mediana d’entre 10i 13 mesos (51,64—66).

Per tal d’avaluar la millor estrategia de tractament en primera linia en pacients amb
CCRm RAS wt dos assajos clinics fase Ill van comparar el doblet de quimioterapia
amb anti-EGFR o amb bevacizumab. L'assaig FIRE-3 va comparar FOLFIRI-bevacizu-
mab amb FOLFIRI-cetuximab en KRAS exd 2 wt (67). L'estudi no va observar diferén-
cies en I'objectiu primari de taxa de resposta pero si en SG a favor del brag de cetu-
ximab que eren clarament significatives en el subgrup RAS wt (mediana SG de 31 vs.
26 mesos en el bra¢ de bevacizumab. HR 0.76 p=0.012) (68). L'assaig fase Il CALGB/
SWOG 80405 també va comparar cetuximab amb bevacizumab en combinacié amb
doblet de quimioterapia escollida per I'investigador (FOLFOX o FOLFIRI) en pacients
amb CCRm KRAS exd 2 wt. Aqui l'objectiu primari era SG i no es van observar di-
feréncies entre ambdds bracos de tractament (65). Tot i aixi en un analisi exploratori
retrospectiu posterior es va observar com |'origen del tumor primari (colon dret vs.
esquerre) tenia un impacte en la resposta a anti-EGFR. Els tumors d’origen esquerre
(colon descendent, sigma i recte) es beneficiaven més de rebre cetuximab mentre
que en els tumors d’origen dret (colon ascendent i trasnvers) era millor el tractament
amb bevacizumab (69). Metanalisi posteriors d’aquests estudis i d’altres amb combi-
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nacio de quimioterapia més anti-EGFR o bevacizumab han confirmat que el benefici
d’afegir anti-EGFR a la quimioterapia s’observa en els pacients amb tumors RAS wt i
origen esquerre (51,70).

Aixi doncs, les mutacions en RAS sdn marcadors predictius negatius determinants
per al tractament anti-EGFR pel que actualment la determinacié de I'estatus muta-
cional de RAS previ inici de tractament anti-EGFR és obligatoria en totes les guies
nacionals i internacionals de CCR (47,71).

BRAF

Les mutacions en el gen BRAF es produeixen en un 8-12% dels casos de CCRm i més
del 95% sén degudes a la substitucié d’una valina per una molécula d’acid glutamic
en el residu 600 resultant 'anomenada BRAFV600E (72,73). Les mutacions BRA-
FV600E representen un fenotip agressiu associat a un mal pronostic i resisténcia
als regims de quimioterapia estandard (74—77). Igual que les mutacions de RAS,
les mutacions de BRAFV600E comporten una activacié constitutiva de la via de les
MAPK obviant I'efecte de la inhibici6 d’EGFR per part de cetuximab o panitumu-
mab. Estudis retrospectius han observat com pacients amb tumors amb mutacions
en BRAFV600E no es beneficien del tractament anti-EGFR (78-80).

Tot i que en alguns casos anecdotics un mateix tumor pot compartir mutacions en
RAS i BRAF en alguna subclona poc prevalent, a efectes practics les mutacions de
RAS i BRAF son mutuament excloents en tumors no previament tractats amb an-
ti-EGFR (80,81).

Donat la importancia de BRAF com a biomarcador pronostic i predictiu de resposta
a anti-EGFR, la Societat Europea d’Oncologia Médica (ESMO), la Societat Americana
d’Oncologia Medica (ASCO) i les directrius de la National Comprehensive Cancer
Network recomanen l'avaluacié de I'estat de BRAF juntament amb el RAS en el diag-
nostic de la malaltia metastatica per a la decisié de tractament (47,71,82).

Tot i una correcta seleccio clinica i molecular, fins a un 15-20% dels pacients amb
CCRm tractats en primera linia amb quimioterapia + anti-EGFR no es beneficiaran
de la terapia iniciada i requeriran un canvi precog¢ en el estrategia del tractament
(47,71). Es per aquest motiu que la recerca de biomarcadors de resposta al tracta-
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ment que ens permetin identificar aquells pacients que es beneficiaran de trac-
tament anti-EGFR és de cabdal importancia per a millorar la supervivencia dels
pacients amb CCRm i evitar la toxicitat afegida de mantenir un tractament po-
tencialment futil.

1.5. Mecanismes de resisténcia adquirida a anti-EGFR

La eficacia dels farmacs anti-EGFR és limitada en el temps i tots aquells pacients que
inicialment responen al tractament acabaran potencialment progressant degut al
desenvolupament de mecanismes de resisténcia adquirida com a fenomen adapta-
tiu del tumor a la pressid pel tractament.

El blogueig d’EGFR dona lloc a pressid evolutiva i al creixement de poblacions sub-
clonals de cél-lules amb mecanismes de resisténcia que impulsen la progressié del
tumor (83—85). Els mecanismes més freqlients pels quals els tumors desenvolupen
resisténcia adquirida a la terapia anti-EGFR son l'activacié de vies de senyalitzacid
de bypass (sigui per una mutacié en la mateixa via de les MAPK o en altres gens
relacionats amb EGFR) i les alteracions en el domini extracel-lular del receptor EGFR
(EGFR-ECD de les sigles en angles “EGFR extracellular domain”).

El mecanisme més comu de la resistencia adquirida a inhibidors d’EGFR sén les mu-
tacions RAS que es detecten fins en un 50% dels pacients a la progressié (86). A di-
ferencia de les mutacions de resisténcia innata que son predominantment en I'exd
2 de KRAS, les mutacions de resisténcia adquirida solen produir-se en els exons 3-4
i fins en dues terceres parts dels casos a NRAS.

El genotipat de mostres de pacients i I'Us de models pre-clinics ha permeés identi-
ficar en els darrers anys diversos mecanismes de resisténcia adquirida a farmacs
anti-EGFR més enlla de les mutacions de RAS. Al 2012 el nostre grup va identificar
per primera vegada una mutacié en el domini extracel-lular d’EGFR. Concretament
el canvi d’'una serina per una arginina en I'aminoacid 492 (EGFR S492R) que genera
un canvi conformacional en el receptor EGFR impedint la unié de cetuximab i pro-
vocant la resisténcia al tractament (87). Aquesta mutacid pero és exclusiva de la
pressio tumoral exercida per cetuximab, doncs el canvi conformacional del receptor
afecta un epitop d’unié d’EGFR a cetuximab perd no d’unié a panitumumab, de
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manera que no impedeix la unié de panitumumab a EGFR ni la seva eficacia. Pos-
teriorment, i en col-laboracié amb altres grups, es van identificar altres mutacions
al domini extracel-lular d’EGFR com a causants de resisténcia a anti-EGFR (88—90).

Estudis amb cohorts de pacients a la progressié a anti-EGFR han establert que entre
un 20 i un 40% dels pacients que inicialment responen a cetuximab o panitumumab
acaben desenvolupant mutacions d’EGFR-ECD. Aquestes mutacions solen ser sub-clo-
nals i coexisteixen amb altres mutacions de RAS (85,89,91,92), remarcant aixi com el
CCR és una malaltia genética governada per la seleccid clonal on les cél-lules tumorals
modifiquen el seu genotip a pressions externes per tal d’obtenir un avantatge adap-
tatiu i continuar creixent tot i el tractament. En aquestes cohorts de pacients on es
va analitzar un nimero major de pacients, s’ha establert que les mutacions que més
freqlientment apareixen durant el tractament amb cetuximab/panitumumab sén sis:
S492R, S464L, GA65R, GA65E, V441D, V441G (91). Aquestes 6 mutacions d’EGFR-ECD
detectades en bidpsia liquida son les que s’usen per seleccionar pacients en els assajos
clinics de re-tractament amb anti-EGFR com el recent publicat assaig CHRONOS (93) o
I'assaig clinic CITRIC actualment en reclutament (94).
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En aquest aspecte de la dinamica clonal és interessant també observar com les mu-
tacions de RAS son les primeres en emergir en la resisténcia adquirida i les primeres
en disminuir quan es retira el farmac mentre que les mutacions a EGFR-ECD apa-
reixen de forma més tardana i més subclonal i predominantment en pacients amb
major resposta a anti-EGFR (89,95).

L'us de técniques de seqlienciacié d’alta sensibilitat ens ha permés demostrar que
en molts casos les mutacions de KRAS/NRAS/BRAF detectades a la mostra tumoral
a la progressio a cetuximab ja eren presents en molt baixa freqliencia en la mostra
tumoral previ inici de tractament (80,85,96,97). El nostre grup ha observat com algu-
nes d’aquestes mutacions pre-existents ho sén per sota del llindar de deteccié de les
técniques estandard i que la preséncia de subclones de RAS per sota d’'un 5% en la
mostra tumoral no son clinicament significatives ni eviten la resposta a anti-EGFR (80).

Tot i que les mutacions d’EGFR-ECD, a diferéncia de les mutacions RAS, només es
detecten en pacients com a mecanisme de resisténcia adquirida (89,91), hi ha algun
estudi que ha generat models matematics que apunten la hipotesi que totes les mu-
tacions que es detecten com a adquirides ja hi son de forma basal tot i que en subclo-
nes tan minoritaries que la tecnologia actual no pot detectar (90). Una teoria alterna-
tiva a la seleccid clonal darwiniana que he discutit fins ara i que esta establerta com a
principal mecanisme de resisténcia adquirida, és 'anomenada mutabilitat adaptiva,
en la que les mutacions de resisténcia no pre-existirien siné que es seleccionarien
en un estat de hipermutabilitat del tumor secundari a la pressié farmacologica (98).

En una minoria de casos (<5%), la resisténcia a farmacs anti-EGFR pot estar mediada
per l'activacio de receptors de membrana alternatius com Her2 o MET (81,99-101)
o la mutacié en segments inferiors de la via de les MAPK com ara mutacions en
BRAF o en MEK tot i que I'evidéncia en aquestes darreres com a mecanisme de re-
sisténcia adquirida és limitada i basada en models teorics o pre-clinics (81,102,103).

D’altra banda, més enlla de la resisténcia clonal, altres mecanismes de resistencia que
involucrin el microambient tumoral (sistema immunitari i estroma) s’estan avaluant i
segurament juguin un paper clau en la resisténcia a quimioterapia i farmacs biologics.
En aquest sentit, estudis transcriptomics han demostrat un canvi a fenotip mesenqui-
mal amb augment de transforming growth factor beta (TGF-B) en pacients tractats
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amb cetuximab (104). Un altre punt important és que els farmacs anti-EGFR en la ma-
joria de casos s'administren en combinacié amb quimioterapia. Caldra veure el paper
de la quimioterapia en la resisténcia adquirida i la interaccié entre farmacs anti-EGFR
i quimioterapia en l'adquisicid de resisténcia adquirida (105).

1.6 Estrategia clinica per al diagnostic molecular en el CCRm

L'abordatge clinic estandard per al diagnostic molecular és I'estudi en teixit tumo-
ral parafinat de les mutacions escollides. Com he comentat, en el cas del CCRm
les guies recomanen l'estudi de les mutacions en els gens de KRAS, NRAS, BRAF
a més de I'estudi immunohistoquimic o per PCR dels gens reparadors de I'ADN al
diagnostic, com a marcadors indispensables per poder prendre la millor decisié
terapeutica.

La mostra de teixit tumoral per estudi molecular pot provenir des de la cirurgia
del tumor primari fins a una biopsia endoscopica del tumor primari o d’'una de
les metastasi. La majoria dels pacients amb CCR tindran material disponible per a
I'estudi de biomarcadors ja bé sigui una mostra de teixit en el moment del diag-
nostic de la malaltia metastatica o de la mostra d’arxiu de la cirurgia del tumor
primari en els casos que es tracti d’una recidiva metacronica d’un tumor inicial-
ment localitzat.

S’ha realitzat multiples estudis de concordanca de I'estat mutacional de KRAS entre
el teixit primari i les metastasi. Tot i que alguns estudis inicials apuntaven una dis-
cordanca superior al 20% de les mutacions de KRAS entre diferents biopsies d’un
mateix pacient, analisi posteriors amb la inclusié de major nimero de pacients han
demostrat la amplia concordanca de les mutacions de RAS entre lesions en un ma-
teix pacient (106,107).

Encara que generalment hi ha material disponible per a I'estudi d’alteracions mo-
leculars necessaries per a la decisié de tractament, en algunes ocasions el teixit és
escas, de mala qualitat o prové de mostres d’arxiu d’anys enrere al diagnostic de les
metastasi. En aquests casos s’ha de plantejar al pacient una nova biopsia tumoral
de la lesid més abordable si és possible amb les molésties pel pacient i dificultats
técniques que pot comportar.
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2. ADN circulant tumoral

LADN circulant tumoral (ADNct) son fragments d’ADN alliberats per les cél-lules tu-
morals al torrent sanguini o a altres liquids corporals.

Com hem vist en el capitol anterior, la caracteritzacié genomica tumoral s’avalua
mitjangant I'estudi d’ADN i/o ARN obtingut a partir de la biopsia d’un fragment de
teixit del tumor primari o d’'una metastasi. Tanmateix, aquest procediment té unes
limitacions biologiques i técniques. En primer lloc, els tumors tenen gran capacitat
per evolucionar en resposta a factors endogens i exogens. Aixi, la composicié gene-
tica de les diferents lesions metastatiques en un mateix pacient pot ser divergent
(heterogeneitat espacial) i I'estrés terapeutic exercit sobre les cél-lules tumorals pot
modificar dinamicament el paisatge genomic del tumor (heterogeneitat temporal)
(84). En segon lloc, I'obtencié de teixit tumoral mitjancant biopsia és un procés in-
vasiu, molest per al pacient, no exempt de complicacions i que requereix de la
implicacio de diversos professionals médics (108). Finalment, i no menys important,
en ocasions el material obtingut de la biopsia és escas i insuficient per a I'estudi mo-
lecular del tumor obligant al pacient i als clinics a repetir el procediment o a establir
un pla terapéutic sense la informacié completa.

Es per aquests motius que la deteccié de mutacions en I’ADNct en sang periférica
s’ha postulat en els Ultims anys com una alternativa a la biopsia tumoral classica tan
en el diagnostic com en el monitoratge del tractament. lanomenada “biopsia liqui-
da” permet la caracteritzacié molecular tumoral mitjancant I'extraccié d’'una mostra
de sang, un procediment minimament invasiu, senzill i que pot ser repetit al llarg de
I'evolutiu del pacient permetent el genotipat del tumor en temps real.

Es important matisar que el concepte “bidpsia liquida” és un terme molt ampli que
engloba I'analisi molecular en qualsevol fluid biologic d’acids nucleics (ADNct, ARN
circulant tumoral i ARN provinent de plaquetes), estructures subcel-lulars (espe-
cialment exosomes) i cel-lules tumorals circulants (109-111). Aixi, és també biopsia
liguida I'estudi molecular en qualsevol fluid del cos ja sigui la sang, el liquid cefalora-
quidi, liquid pleural, liquid peritoneal, saliva o orina. Tot i aixi s'acostuma a utilitzar
el concepte biodpsia liquida com a sinonim de deteccié d’/ADNct en sang periférica
ja que és el camp on la biopsia liquida ha estat més estudiada i on s’estan desen-
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volupant els principals assajos clinics. En aquesta tesi, d’ara en endavant, quan ens
referim a biopsia liquida ho farem també com a sinonim d’ADNct en plasma.

2.1. Caracteristiques generals de ’ADN circulant tumoral

La preséncia de fragments d’ADN circulant (ADNc) a la sang d’individus sans va ser
descrita per primera vegada I'any 1948 per Mandel i Metais (112). Uns anys més tard,
al 1965, Bendich et al. va plantejar la hipotesi que la circulacié per la sang d’ADN “tu-
morogénic” podia ser la causa de la disseminacié metastatica dels tumors (113). Dotze
anys després, Leon et al. van demostrar que els nivells d’ADNc eren més alts en pa-
cients amb cancer que en subjectes sans, especialment en aquells amb malaltia metas-
tatica (114), pero no va ser fins al 1989 quan el desenvolupament técnic va permetre
la demostracié experimental de la preseéncia d’ADN tumoral en el plasma dels pacients
amb cancer (115). Posteriorment, i ja als anys 90, es va poder descriure per primera
vegada la preséncia de mutacions oncogéniques en ADNct mitjangant técniques de
PCR al-lel-especifiques, concretament mutacions de RAS en pacients amb cancer de
pancrees i leucémia mieloide aguda (116,117). En els pacients amb cancer de pancrees
es va demostrar que les mutacions de KRAS que es trobaven en sang periférica eren les
mateixes que en teixit tumoral per a cada un dels pacients estudiats, verificant aixi que
aquells fragments d’ADN provenien del tumor i que la deteccié d’ADNct podia conver-
tir-se en un nou biomarcador en cancer.

Des d’aleshores, els treballs per al diagnostic d’ADNct i les seves potencials apli-
cacions cliniques s’han anat succeint permetent no només el diagnostic de mu-
tacions puntuals sind també la deteccié d’altres alteracions genomiques com ara
insercions o delecions en oncogens, fusions, alteracions del nombre de copies o
canvis epigenetics.

Tot i que el mecanisme pel qual les cél-lules alliberen ADNc a la sang periférica no
és conegut del tot, es considera que és majoritariament per mecanisme d’apop-
tosi i necrosi cel-lular i possiblement també per secessié activa de les cél-lules
(118-120). La longitud de I’ADNc és d’uns 180 parells de bases (pb), amb un pic
als 166pb que correspon a la longitud de 'ADN embolcallat al voltant d’un nu-
cleosoma (147pb aproximadament) més I’ADN enllacador associat a la histona
H1. Aquesta caracteristica fragmentacié ha potenciat la teoria de l'apoptosi en
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I'origen de '’ADNc (119-121). Estudis posteriors han demostrat que la longitud
de '’ADNCct és lleugerament inferior a la del ADNc que no prové d’origen tumoral
(122). La diferenciacié de I’ADNct respecte ’'ADNc d’origen no tumoral mitjancant
la longitud dels fragments d’ADN s’anomena fragmentomica i també és una de
les eines que es pot utilitzar en la deteccié de '’ADNCct.

La vida mitjana de 'ADNct en sang periférica és al voltant de dues hores motiu
pel qual I'estudi del ADNct es considera un analisi molecular tumoral “en temps
real” (123).

2.2 Meétodes per a la deteccié de FADN circulant tumoral

Com ja he descrit, no tot '’ADN que detectem en sang periférica és d’origen tu-
moral. Al contrari, es calcula que menys de I'1% de I’ADN prové del tumor i que
majoritariament detectarem ADN alliberat per cél-lules sanes (123-125). Tot i que
aquest percentatge pot augmentar en funcié de I'estadiatge tumoral i el tipus de
tumor (126), és molt important disposar de técniques amb suficient sensibilitat
per poder detectar el petit percentatge de molécules d’ADN provinents del tumor.
D’altra banda, 'augment d’alteracions genétiques clinicament accionables han fet
qgue el panell molecular necessari per a I'estudi de biomarcadors en cada tipus
tumoral sigui cada vegada més ampli i de major implicacié en el pronostic i trac-
tament del pacient.

Lestudi d’ADNct pot variar des de I'analisi de mutacions diana en un gen concret fins
a la seqiienciacid de tot el genoma. En conjunt, les tecniques de deteccié d’ADNct es
poden dividir en dues categories: (a) metodes basats en la reaccié en cadena de la po-
limerasa (PCR) que es centren en la recerca de mutacions puntuals en una seqliéncia
especifica d’ADN i (b) métodes que permeten detectar multiples alteracions en diver-
ses regions de ’'ADN. Aquests darrers son els anomenats tecniques se seqiienciacié de
nova generacio (NGS de les signes en angles “next-generation sequencing”).

2.2.1 PCR digital

Les técniques de PCR al-lel especifiques es basen en la deteccié de mutacions
puntuals conegudes utilitzant encebadors (o “primers” en anglés) que son com-
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plementaris a la seqiiencia mutada que es vol analitzar. Aquesta és la base de les
tecniques classiques com el Sanger o la piroseqiienciacié que estem acostumats
a utilitzar en teixit per a la deteccid, per exemple, de mutacions en els exons
2,3,4 de RAS o en BRAFV600E. Aquestes técniques tenen una sensibilitat de de-
teccidé d’aproximadament el 5%, llindar completament insuficient per a I'estudi
en bidpsia liquida.

Per tal de poder augmentar la sensibilitat, les tecniques de PCR digital (PCRd) frac-
cionen I'ADN per obtenir molécules individuals que s’analitzen de manera indepen-
dent en diferents compartiments (pous, gotes o cambres segons la modalitat de
PCRd utilitzada). Aixi, no és fins després d’aillar cada molécula d’ADNc d’'una mostra
en un compartiment que no s’inicia I'amplificacié per PCR. Posteriorment, s’afe-
geixen sondes fluorescents etiquetades especificament per a la seqiencia “wild
type” (wt) o per a la mutacié puntual a estudi que s’hibridaran amb 'ADN ampli-
ficat en cada un dels compartiments. Finalment, es fa la lectura per citometria de
flux que detecta les diferents fluorescéncies permetent quantificar aixi la quantitat
d’ADN mutat en comparacié al ADN wt de cada mostra.

Les dues técniques de PCRd més utilitzades sén la “droplet digital PCR (ddPCR)” (127,128)
i el beads, emulsion, amplification and magnetics (BEAMing) (129,130).
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Figura 6: Esquema grafic del funcionament de la tecnica de PCRd BEAMING: “beads, emulsion,

amplification and magneétics”

Ambdues tecniques es caracteritzen per requerir poca quantitat d’ADN per a
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I'analisi i obtenir una sensibilitat de deteccio fins al 0.01% (és a dir la capacitat de
detectar una molecula mutada entre 1000 seqiiencies wt) cosa que les converteix
en técniques optimes per a la deteccié de mutacions puntuals en ADNct. A més, la
lectura de resultats és directa i relativament senzilla i no requereix d’analisi de da-
des previ. La principal limitacié d’aquestes tecniques és que només poden detectar
una Unica mutacié o un nombre molt limitat de mutacions per mostra analitzada i
que només podrem interrogar aquelles mutacions concretes i previament conegu-
des per les que haguem dissenyat el “primer”.

2.2.2 Seqlienciacio de Nova Generacid (Next Generation Sequencing, NGS)

Les técniques de seqilienciacio de nova generacio (NGS) es basen en I'analisi en
paral-lel de milions de petites seqiiencies de molecules d’ADN i la seva compa-
racié amb seqiiéncies de referéncia permetent aixi la deteccié de multiples al-
teracions genetiques en una sola mostra. Aquest procediment es du a terme en
guatre passos fonamentals: la preparacid de llibreries, la amplificacié (que pot
ser basada en amplicons o en captura), la seqlienciacid i I'analisi bioinformatic
de resultats (131-133). Les regions a estudi poden variar des de la seqlienciacié
de fragments d’exons determinats fins a I'estudi de tot I'exoma (134).

Una de les principals avantatges de les tecniques de NGS és el genotipat tumoral
sense necessitat de disposar d’informacié molecular sobre el tumor primari. Se-
gons els objectius clinics i la inversid prevista, es poden triar panells dissenyats
especificament per a cada subtipus tumoral amb la cobertura dels principals
gens implicats o bé utilitzar plataformes més amplies que interroguin la majoria
d’oncogens independentment de l'origen del tumor a estudi.

En augmentar la cobertura gendmica a estudi disminueix la sensibilitat de la
técnica. Inicialment les plataformes de NGS tenien una taxa d’error de seqlen-
ciacio d’entre el 0,1 1’1% (135) fet limitant per a la deteccié de mutacions poc
freqlients en I’ADNc. Aquesta potencial limitacié s’ha revertit mitjangant (a) la
extraccio de major volum de plasma per pacient per a poder disposar de majors
guantitats d’ADNc (entre 20-50ng segons les tecniques), (b) la introduccié de
codis de barres i identificadors moleculars Unics en la preparacid de les llibreries
i (c) I'analisi bioinformatic post-seqiienciacié (136).



Els identificadors moleculars Unics o UMI de les sigles en anglés son molécules
inicials d’ADN amb 10-12 bases aleatories que s’uneixen a cada seqiiéncia a
estudi permetent que cada codi de barres s'amplifiqui i seqiiencii juntament
amb cada molécula d’ADN. Aixi, si trobem una alteracié que esta present en
totes les seqiiéncies d’una regié genomica amb el mateix UMI es considerara
una alteracid real, mentre que si només es troba en alguna de les seqliéncies
amplificades es considerara un error de seqlienciacié (137,138). A més a més,
en la preparacié de les llibreries es poden afegir codis de barres d’identificacio
especifics per a cada pacient per permetre analitzar de forma conjunta mostres
de diferents pacients.
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Figura 7: Preparacio de llibreries de seqlenciacié d’ADNc mitjancant codis de barres ID i

identificadors moleculars unics (UMI) (139)

A banda de la sensibilitat, un altre repte per a les plataformes de NGS amb gran
cobertura genomica és el procés conegut com a hematopoiesi clonal (HC). Els
individus sans, amb I'edat, adquireixen noves mutacions somatiques a les cél-lu-
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les hematopoétiques que quan es lisen poden alliberar ’ADNc (140). Aixo es pot
interpretar incorrectament com a mutacions que provenen del tumor obtenint
aixi un fals resultat positiu. El millor abordatge per a diferenciar 'ADN provi-
nent de cel-lules tumorals del que s’origina en les cél-lules hematopoiétiques és
seqlienciar la fraccié de leucocits per tal de discriminar l'origen de la mutacié
detectada en ’ADNc (141). Aquest aspecte és de maxima rellevancia en la de-
teccié de malaltia minima residual (MMR) i en el cribratge del cancer, situacions
cliniques en que la preséncia de ADNct és minima i un resultat fals positiu pot
tenir conseqliéncies determinants pel pacient (142).

Amb la progressiva milloria tecnologica s’estan implementant noves estrate-
gies per augmentar la sensibilitat del diagnostic d’ADNct, cosa imprescindible
en els casos on el volum total de ADNct és particularment baix. Aixi algunes
plataformes de NGS inclouen no només l'estudi gendmic sind també el per-
fil de patrons de metilacié i el perfil de fragmentacioé diferencial mitjancant
el posicionament nucleosomal. Els patrons de metilacié que inhibeixen I'ex-
pressid genica estan relacionats amb el teixit al qual pertanyen originalment
i, per tant, reflecteixen I'origen de ’'ADNc (143,144). Quan un gen és metilat,
ho fa en diverses posicions del promotor, augmentant aixi 'oportunitat de
detectar aquestes regions i per tant la sensibilitat de la técnica. Pel que fa
a la fragmentacio, com ja hem comentat, els punts de tall de fragmentacié
de I'ADNc no soén aleatoris i son diferents per a I’ADNct en comparaciéo amb
I’ADNc de cel-lules normals. Si bé encara s’estan investigant els mecanismes
d’aquest patré de fragmentacié diferent, ajuda a caracteritzar si I’'ADNc és
d’origen tumoral o no (122).

Tal com hem vist, la rapida evolucié de la tecnologia fa que en pocs anys ha-
guem passat de detectar mutacions puntuals en gens determinats fins a la
seqienciacié de fragments llargs del genoma, la deteccié de metilacions i la
fragmentomica. Aquest canvi dramatic ha permes millorar la sensibilitat de de-
teccié de I'ADNct i fins i tot poder realitzar els estudis moleculars directament
en la biopsia liquida evitant I’analisi inicial del teixit. Aixo implica la necessitat
d’un analisi bioinformatic acurat post-seqiienciacié per detectar falsos nega-
tius cosa que n‘augmenta la complexitat d’analisi, els costos i el temps a I'ob-
tencio de resultats.
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Figura 8: Analisi de I'ADNct mitjangant técniques de PCRd o NGS: principals diferéncies i

fortaleses de cada técnica

2.2.3. Estrateégies per la deteccié de FADNtc: informat per tumor versus tumor-agnostic

Actualment podem abordar 'estudi de 'ADNct mitjancant dues perspectives di-
ferents: la primera és I'analisi inicial de les principals mutacions en teixit i el pos-
terior estudi de les mateixes en sang periferica (informat per tumor o en anglés
tissue-informed). La segona estratégia emprada per la deteccié de 'ADNct és I'es-
tudi directe de 'ADNct sense necessitat d’interrogar préviament el tumor. Aquest
segon abordatge es coneix com a “tumor-agnostic”. La taula 1 revisa les caracte-
ristiques principals de cada un dels dos abordatges.



Caracteristiques deteccio ADNct Informat per tumor Tumor agnostic
Precisa analisi de teixit Si No
Analisi previ d’alteracions moleculars Si No
Alteracions detectable Genomiques ei?;;?::?qe;;s
,:Zeszaracions moleculars a estudi en una Unica Limitades Mltiples
Aproximacié tecnica PCRd NGS
Llindar deteccié mutacions 0.01% 0.1%
Temps a resultats 4-6 setmanes 7-10 dies
Sensibilitat en malaltia metastatica Molt elevada Molt elevada
Sensibilitat en detecci6 MMR Molt elevada Elevada
Sensibilitat en monitoratge Elevada Elevada
Test comercial disponible Si Si
Acceptat per presa de decisions practica clinica Estadi IV Estadi IV

Taula 1: Principals caracteristiques de la deteccié d’ADNct segons si 'abordatge utilitzat és infor-

mat per tumor (tumor informed) o sense utilitzar teixit tumoral (tumor agnostic)

2.2.4 Quantificacio de les mutacions en ADNtc

L'analisi d’ADNct no ens informa només de la preséncia o no de mutacions detecta-
des en sang periféerica siné que ens permet també una descripcié quantitativa de les
mateixes. Aixi podem saber el percentatge de molecules d’ADN detectades amb una
mutacié respecte al nombre de molécules wt per la mateixa. Aixd es coneix com a
freqiiencia al-lelica mutada o MAF de les sigles en anglés.

En els darrers anys s’ha adoptat el concepte de mutacid troncal per definir aquella
mutacié somatica amb la MAF més elevada present de cada mostra estudiada i de
MAF relativa (MAFr) com la freqiiencia d’una mutacié somatica determinada en
relacio a la mutacié troncal(145).

Com que la quantitat d’ADNct que es troba en cada pacient pot ser variable de-
pendent de I'estadiatge, la localitzacié de les metastasi o els tractaments sistémics
rebuts, els conceptes de mutacié troncal o MAFr ens permeten definir millor la
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proporcié de mutacions existents en cada pacient i la seva variacié durant I'evolucio
de la malaltia.

2.3 Aplicacions cliniques de I’ADN circulant tumoral en el cancer colorectal

En els darrers 15 anys la possibilitat d’estudiar el genotip tumoral mitjancant
una extraccié de sang ha generat un interés creixent en la comunitat cientifi-
ca donat el potencial impacte en el pronostic i tractament dels pacients amb
cancer. Aixi, s’"han anat succeint estudis que demostren la utilitat de la biopsia
liquida per al diagnostic molecular, el monitoratge de resposta a tractament,
I'aparicid de resisténcia a les terapies dirigides i la deteccié de malaltia minima
residual (MMR).

En el decurs del desenvolupament d’aquesta tesi hem viscut una revolucié en I'es-
tudi de 'ADNCct. Des de treballs preliminars de deteccié de mutacions puntuals en
plasma de pacients amb cancer metastatic, fins al desenvolupament i publicacio
dels primers assajos clinics d’eleccié de quimioterapia adjuvant basat en la deteccié
de MMR. Aixd ha anat de la ma d’una constant evolucid de les técniques de detec-
cié d’ADNct, cada vegada més complexes i amb major sensibilitat.

A la figura 9 exposo les principals aplicacions de I'estudi de 'ADNct en el CCR.
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Figura 9: Principals aplicacions cliniques de la biopsia liquida (adaptacié Vidal J Cancer & Che-
motherapy Reviews 2017 (146))

2.3.1. Diagnostic molecular en cancer colorectal metastasic

El “gold standard” per a I'estudi de biomarcadors moleculars en cancer és |'es-
tudi de mutacions en teixit tumoral. Un dels primers passos necessaris per a
la implementacioé de la biopsia liquida com a eina diagnostica era demostrar la
capacitat de I'ADNct en la caracteritzaciéd molecular del tumor en pacients amb
cancer metastatic.

Aixi, els primers estudis es van centrar en la concordanca de deteccié de mu-
tacions somatiques entre el teixit tumoral i I’'ADNc plasmatic. Un dels treballs
seminals va ser el publicat a 2014 per Bettegowda i col-laboradors on es va
estudiar la viabilitat de la bidopsia liquida mitjancant la correlacié entre les mu-
tacions detectades en teixit tumoral i plasma (126). Els autors van utilitzar técni-
ques de PCRd per a detectar en plasma la mutacié principal en teixit de cada un
dels tumors analitzats. Aixi van descriure com la taxa de concordang¢a d’ADNct i
teixit depenia del tipus de tumor (superior en cancer colorectal i gastro-esofagic
per exemple i inferior en tiroides i gliomes) i de I'estadiatge tumoral (superior
en tumors metastatics comparat amb estadis inicials).



En CCRm els primers estudis de genotipat en bidpsia liquida van ser també utilitzant
assajos basats en PCR per detectar mutacions puntuals en KRAS i BRAF per a selec-
cionar pacients tributaris a rebre tractament amb farmacs anti-EGFR (147). Després
d’aquests primers treballs de prova de concepte, els estudis per a validar la utilitzacié
de la biopsia liquida per a la caracteritzacié de I'estat mutacional de RAS i BRAF en
pacients amb CCRm s’han anat succeint.

Des d’aquest abordatge inicial, es van desenvolupar tests basats en PCRd que re-
collien un panell limitat per a la deteccié de les mutacions més prevalents. Aixi en
CCRm es va comercialitzar el test OncoBEAM™ RAS CRC (Sysmex Innostics) que per-
metia la deteccié de 34 mutacions puntuals en els exons 2, 3, i 4 en els gens de
KRAS i NRAS. Paral-lelament es va comercialitzar Idylla (Biocartis) per la deteccid de
mutacions puntuals de KRAS, NRAS i BRAF mitjancant PCRd. En els darrers anys, el
diagnostic molecular ha evolucionat cap a proves comercials basades en panells de
NGS que estudien regions més amplies dels gens d’interés permetent aixi ampliar el
genotipat tumoral. Tot i aixi, el concepte clau de la bidpsia liquida en aquest escena-
ri clinic és el mateix: obtenir un diagnostic rapid, fiable i no invasiu de les principals
mutacions que determinen el pronosticitractament dels pacients amb CCRm i que
ens permetin prendre decisions cliniques amb la mateixa fiabilitat que quan uti-
litzem 'estudi del teixit tumoral.

2.3.2. Avaluacio de resposta al tractament en cancer colorectal metastatic

Actualment l'avaluacié de la resposta al tractament sistémic en pacients amb
CCRm es realitza mitjancant técniques d’imatge com el TC i I'aplicacié dels cri-
teris RECIST 1.1. Aquesta informacié es complementa amb marcadors serolo-
gics com el CEA o el CA19.9. Ambdues técniques tenen les seves limitacions.
La primera és que la primera avaluacio radiologica generalment no es fa fins a
dos o tres mesos després d’haver iniciat tractament. La segona és que la inter-
pretacio de les proves d’imatge és dependent de I'avaluador i que el sistema
RECIST 1.1 només té en compte canvis en es diametres tumorals de les lesions
diana (148). La tercera és que els biomarcadors serologics com el CEA sén ines-
pecifics i que a més no son avaluables entre un 20 i un 40% dels pacients amb
CCRm (149,150).



Aixi doncs, una utilitat clinica potencial de la biopsia liquida és I'lavaluacié tumo-
ral de la resposta al tractament mitjancant el monitoratge de 'ADNct. En aquest
sentit, el grup australia liderat per Tie i col-laboradors van publicar un dels pri-
mers estudis en una petita cohort de pacients amb CCRm on van observar que la
reduccid en la concentracié d’ADNct es correlacionava amb resposta radiologica
al tractament amb quimioterapia (151). Aquest estudi analitzava inicialment les
mutacions somatiques en teixit i després monitorava la concentracié en plasma
de la mutacié més prevalent mitjancant tecniques de PCRd. Tot i obtenir bona
relacié en la previsio de la resposta, no es van observar correlacié entre els can-
vis en ADNct i la SLP.

En els darrers anys s’han publicat diversos estudis que suggereixen que la varia-
cio dels nivells d’ADNc dins d’un pacient individual es correlaciona amb la carrega
tumoral al llarg del temps (152,153). Aquests treballs utilitzen técniques de PCRd
per a monitorar la resposta a quimioterapia de pacients amb CCRm. Tot i dades
prometedores, aquests estudis utilitzen cohorts de pacients que reben tracta-
ments poc homogenis i proposen diferents moments i punts de tall de disminu-
ci6 de 'ADNct per a predir resposta.

Un grup d’experts mundial en bidpsia liquida i CCR ha determinat que I'assaig
d’ADNct ideal per a la deteccid de resposta al tractament hauria de tenir un alt
nivell de sensibilitat, un temps de resposta rapid i uns resultats fiables (154).
A més, I'assaig d’ADNc ideal hauria d’incloure un panell de multiples gens que
permeti una seqlienciacié d’alta profunditat per tal de poder detectar I'ADNc
en la majoria dels pacients amb CCRm i I'aparicié de mecanismes de resisténcia
adquirida a terapies dirigides. L'assaig s’hauria de realitzar abans de l'inici del
tractament sistéemic i poc després de comencar el tractament per tal de guiar la
determinacid precoc de la resposta clinica.

Aixi, tot i els estudis publicats, encara hi ha molts aspectes a determinar en la uti-
litzacié de de la biopsia liquida com a eina de valoracié de resposta al tractament
de primera linia en pacients amb CCRm. Qiestions com quins criteris s’han de
seguir per determinar resposta, quin és el millor moment clinic per a la valoracié
preco¢ de resposta i quina és la metodologia d0ptima per a la quantificacié de



I’ADNct, encara no estan resoltes. Anant un pas més enlla, també s’ha de demostrar
la utilitat de la valoracié molecular de resposta mitjangant ADNct. Per a poder im-
plementar a la practica clinica la biopsia liquida per I'avaluacié precog de resposta,
sera imprescindible demostrar la utilitat clinica mitjangant estudis que demostrin si
canviar el tractament quan s’observi una progressié molecular genera un impacte
en supervivencia comparat en fer-ho a la progressio radiologica o viceversa, si la
resposta precog per biopsia liquida ens permetra desescalar el tractament sistemic
sense impactar la supervivencia.

2.3.3. Monitoratge de I'evolucié clonal i resisténcia al tractament

Com he revisat previament, una de les principals limitacions de I'eficacia del trac-
tament sistemic en pacients amb CCRm és el desenvolupament de mecanismes de
resistencia adquirida. Aixo ha estat ampliament estudiat en el cas dels pacients que
reben tractament amb anti-EGFR i 'emergéncia de mutacions a la via de les MAP
quinases (predominantment mutacions de RAS) i en EGFR-ECD (85-88). A més a
més, tot i la seleccié inicial de pacients candidats a tractament anti-EGFR per bio-
marcadors de RAS/BRAF, la resposta individual sera diversa, i mentre alguns pa-
cients amb CCRm experimenten gran benefici clinic del tractament amb cetuximab
o panitumab altres progressaran en pocs mesos.

Estudis previs de petites cohorts de pacients realitzats pel nostre grup i altres han
demostrat com I’ADNct pot estudiar la dinamica clonal tumoral en temps real en
pacients tractats amb farmacs anti-EGFR i identificar 'emergéncia de mecanismes
de resistencia adquirida (88,89,155,156). Analisi seriats de plasma de pacients han
observat com les mutacions de RAS emergeixen de forma més preco¢ durant el
bloqueig d’EGFR mentre que les mutacions en el domini extracel-lular d’EGFR no
apareixen fins més endavant en el decurs del tractament (89,95).

Aixi doncs el potencial teoric de la biopsia liquida és el de poder detectar la resisténcia
adquirida al tractament anti-EGFR abans que la progressié tumoral pugui ser eviden-
ciada per les proves classiques d’imatge i aixi mantenir el tractament només en aquell
subgrup de pacients en que sigui eficag. Aquests estudis permeten coneixer I'evolucié
clonal i poder dissenyar millors estrategies de tractament, pero cal encara demostrar
la utilitat clinica de la monitoritzaciod clonal de resisténcia al tractament dirigit.
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2.3.4. Deteccié de malaltia minima residual (MMR) en cancer colorectal localitzat

La MMR es defineix com la preséncia d’ADNct després d’un tractament amb inten-
cié curativa (classicament cirurgia) en pacients amb malaltia localitzada. La deteccié
de MMR s’ha associat amb un elevat risc de recurrencia en diferents tipus tumorals
(157-159). En cancer de colon diversos estudis observacionals han demostrat de
forma unanime que la determinacié d’/ADNct a la sang dels pacients després de la
cirurgia en estadis I-lll s'associa amb elevat risc de recurréncia. En aquest sentit,
la preséncia d’ADNct es detecta en 10-25% de pacients estadi I-lll després de la
cirurgiai és el factor pronostic independent més potent de recaiguda amb HR que
oscil-len entre 3i 18 segons I'estudi. A més, la persistencia d’ADNct després de rebre
quimioterapia adjuvant augmenta encara més el risc de desenvolupar metastasi
durant el seguiment (160-164).

Lany 2022 es va publicar I'estudi DYNAMIC-II, el primer assaig clinic en pacients
amb cancer de colon estadi Il i decisié de tractament adjuvant basat en biopsia li-
quida (165). Els pacients es van randomitzar 2:1 a rebre tractament adjuvant segons
parametres histopatologics o segons resultat de la biopsia liquida. En el grup de
tractament informat per biopsia liquida els pacients amb ADNct post-quirurgic po-
sitiu rebien tractament amb quimioterapia i els que tenien ADNct negatiu iniciaven
seguiment. L'objectiu primari era de SLR a 2 anys i es va assolir la no inferioritat en
la presa de decisions per biopsia liquida comparat amb el grup estandard on I'on-
coleg prenia la decisié segons criteris clinico-patologics. A més es va demostrar que
els pacients del grup basat en ADNct rebien menys tractament amb quimioterapia
comparat amb el grup estandard (15% vs. 28% respectivament). Aixi doncs, en el
cas del cancer de colon estadi Il es podria evitar I'Us de quimioterapia adjuvant en
quasi la mitat dels pacients si utilitzem la biopsia liquida per a la deteccié de MMR.

En cancer de recte, tres estudis retrospectius de prova de concepte han explorat la
deteccié de MMR en pacients tractats amb QRT neoadjuvant seguit de cirurgia i la
seva associacio amb RCp i risc de recurrencia (166-168). En ells s’extreien mostres
de sang previ a I'inici de tractament, després de la QRT i després de la cirurgia i ana-
litzaven 'ADNct mitjancant detecci6 amb PCRd de mutacions troncals detectades
a teixit. Es va observar un major risc de recaiguda en aquells pacients amb ADNct
després de la QRT pero no es va trobar cap correlacié entre 'ADNct preoperatori i
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la taxa de RCp. Aixi doncs, en aquests dos estudis es confirma el paper pronostic de
la deteccié de MMR en biopsia liquida perd no la seva associacié amb la resposta al
tractament neoadjuvant.

. Tractament . ADNCct (LI R ADNCct + vs. ADNct - ADNct + vs. ADNct -
Estudi N Assaig ADNct post QRT post-

neoadjuvant basal (%) post QRT post-cirurgia

(%) cirurgia (%)

. QRT x5 Safe-SeqS™ (1 SLR: HR 6.6 (95% Cl,  SLR: HR 13 (95% Cl, 5.5-
.1 . 77 .39 12
Tieetal 59 setmanes variant;15 gens) % 8.3% % 2.6-17) P <0.001 31) P<0.001
Khakoo et QRTxs PCRd customitzada SLM: 7.1 (95% Cl, 2.4-  SLM: 39.9 (95% Cl, 4.0-
47 (fins a 3 variants; 6 74% 21% 13%
al. setmanes p—, 21.5) P<0.001 399.5) P=0.002
HiSeq 3000
illumina™ (1021
QRT x5 ! SLM:19.82 (95% Cl, SLM: 25.30 (95% CI,
. 104 7! 10. .79
Fhouetal. 104 i nes gens) 5% 105%  67% 5 03193.7)P<0.001  1.475-434) P<0.001
Murahashi QRTx5  Oncomine™ colon SLR: 17.1 (95% Cl, 1.0-
" A
etal. E8 setmanes  cfDNA (14 gens) SLCoC 2235 e 282) P<0.001 e

Taula 2: Principals assajos clinics de deteccié de malaltia minima residual en cancer de recte
(166-169)

Com he mencionat préviament, 'abordatge dels pacients amb cancer de recte esta
canvianti el tractament neoadjuvant total (TNT) és un nou estandard en els pacients
amb CRLA. A més a més, s’esta comencgant a explorar I'estratégia de preservacié
d’organ entre aquells pacients amb resposta complerta al tractament neoadjuvant.
L'aplicacié de la biopsia liqguida com a biomarcador de resposta al TNT i el seu paper
en la seleccid de pacients per a un abordatge no quirurgic del tumor després de la
neoadjuvancia no han estat explorats fins a dia d’avui.
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a biopsia liquida mitjancant la quantificacioé i genotipat de 'ADN circulant
tumoral pot ser d’utilitat clinica en el diagnostic i tractament dels pacients
amb cancer colorectal.
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1. Caracteritzar la utilitat clinica de 'ADNct en el diagnostic molecular i monito-
ratge de resistéencia al tractament en pacients amb cancer colorectal metastatic

2. Caracteritzar la utilitat clinica de 'ADNct per I'avaluacio de resposta preco¢ a la
primera linia de quimioterapia més anti-EGFR en pacients amb cancer colorectal
metastatic

3. Caracteritzar la utilitat clinica de 'ADNct per la deteccié de malaltia minima
residual en pacients amb cancer de recte localment avancat tractats amb tracta-
ment neoadjuvant total
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1. Caracteritzar la utilitat clinica de 'ADNct en el diagnostic molecular i monito-
ratge de resisténcia al tractament en pacients amb cancer colorectal metastatic
mitjancant:
1.1. |’ analisi de la concordanca de la deteccié de mutacions de RAS en
teixit i de RAS en ADNct per a la seleccié de tractament amb farmacs
anti-EGFR
1.2.el monitoratge de les mutacions de RAS en ADNct per avaluar la
resposta al tractament sistemic amb quimioterapia +/- tractament
antiangiogeénic
1.3.la deteccid de mutacions de RAS en ADNct com a mecanisme de
resisteéncia adquirida a tractament amb farmacs anti-EGFR

2. Caracteritzar la utilitat clinica de ’ADNct per I'avaluacio de resposta precog a la
primera linia de quimioterapia més anti-EGFR en pacients amb cancer colorectal
metastatic mitjancant:
2.1. la quantificacié i genotipat per NGS i PCRd de mostres de plasma
previ a I'inici de tractament i després de dos cicles de tractament amb
guimioterapia + farmac anti-EGFR
2.2. la correlacié entre la dinamica de les mutacions troncals en ADNct i
la resposta al tractament
2.3. la correlacié entre la dinamica de les mutacions de resisténcia a
anti-EGFR i la resposta al tractament

3. Caracteritzar la utilitat clinica de 'ADNct per la deteccié de malaltia minima
residual en pacients amb cancer de recte localment avancat tractats amb tracta-
ment neoadjuvant total mitjancant:
3.1. la correlacio de I’ADNct basal i post tractament neoadjuvant en la
prediccié de la resposta complerta patologica
3.2. la correlacié de I’ADNct basal i post tractament neoadjuvant en la
prediccié de la supervivéncia lliure de progressid i la supervivéncia global
3.3. la correlacié de ’ADNct amb la localitzacié metastatica a la recidiva
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RESUM

Antecedents: en pacients amb CCRm l’'avaluacié de I'estat mutacional de RAS
és necessaria per a establir el tractament sistemic. En practica clinica es realitza
I'analisi de RAS en teixit tumoral, perd el genotipat de I’ADNct ofereix un metode
minimament invasiu que representa I’heterogeneitat tumoral. Aquest estudi té
com a objectiu avaluar I'Gs del genotipat de RAS en ADNct en practica clinica i
determinar el paper del monitoratge mitjancant biopsia liquida durant el tracta-
ment sistémic.

Pacients i meétodes: el genotipat de RAS en plasma es va avaluar en una cohort
de pacients amb CCRm mitjancant la plataforma de PCRd OncoBEAM™ RAS CRC.
La concordanca dels resultats en plasma i teixit es van avaluar retrospectivament.
Es va realitzar un monitoratge prospectiu de les mutacions de RAS en mostres de
plasma longitudinal de pacients seleccionats.

Resultats: I'analisi de RAS en mostres de teixit i plasma de 115 pacients amb
CCRm va mostrar una concordanca global del 93%. L'analisi de les caracteristiques
clinico-patologiques va mostrar que I'afectacié peritoneal o pulmonar Unica, els
tumors d’histologia mucinosa i 'administracié del tractament previ a la recollida
de sang van afectar negativament la deteccidé de RAS a '’ADNct. En pacients amb
tumors RAS mutat basal tractats amb quimioterapia més antiangiogeénic, I'analisi
longitudinal de RAS la resposta al tractament, sent un predictor precog de la
resposta. En pacients amb RAS wt, el seguiment longitudinal de ’'ADNct de RAS
va revelar que OncoBEAM és una plataforma util per detectar I'aparicié de muta-
cions de RAS durant el tractament anti-EGFR.

Conclusid: I'elevada concordanca global en I'avaluacié mutacional de RAS entre
plasma i teixit dona suport a la utilitzacié de I’'ADNct com a alternativa viable per
al genotipat de RAS en pacients amb CCRm tractats en practica clinica. El nostre
estudi descriu les principals caracteristiques clinico-patologiques per optimitzar
la determinacié d’ADNct. A més, la avaluacid de variacions en RAS mitjancant
biopsia liquida durat el tractament sistémic reflecteix I'eficacia de tractament i és
util per a la deteccié de resisténcia adquirida.
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Background: RAS assessment is mandatory for therapy decision in metastatic colorectal cancer (mCRC) patients. This
determination is based on tumor tissue, however, genotyping of circulating tumor (ct)DNA offers clear advantages as a
minimally invasive method that represents tumor heterogeneity. Our study aims to evaluate the use of ctDNA as an alternative
determining baseline RAS status and subsequent monitoring of RAS mutations during therapy as a component of routine
clinical practice.

Patients and methods: RAS mutational status in plasma was evaluated in mCRC patients by OncoBEAM™ RAS CRC assay.
Concordance of results in plasma and tissue was retrospectively evaluated. RAS mutations were also prospectively monitored in
longitudinal plasma samples from selected patients.

Results: Analysis of RAS in tissue and plasma samples from 115 mCRC patients showed a 93% overall agreement. Plasma/tissue
RAS discrepancies were mainly explained by spatial and temporal tumor heterogeneity. Analysis of clinico-pathological features
showed that the site of metastasis (i.e. peritoneal, lung), the histology of the tumor (i.e. mucinous) and administration of treat-
ment previous to blood collection negatively impacted the detection of RAS in ctDNA. In patients with baseline mutant RAS
tumors treated with chemotherapy/antiangiogenic, longitudinal analysis of RAS ctDNA mirrored response to treatment, being
an early predictor of response. In patients RAS wt, longitudinal monitoring of RAS ctDNA revealed that OncoBEAM was useful to
detect emergence of RAS mutations during anti-EGFR treatment.

Conclusion: The high overall agreement in RAS mutational assessment between plasma and tissue supports blood-based test-
ing with OncoBEAM™ as a viable alternative for genotyping RAS of mCRC patients in routine clinical practice. Our study de-
scribes practical clinico-pathological specifications to optimize RAS ctDNA determination. Moreover, OncoBEAM™ is useful to
monitor RAS in patients undergoing systemic therapy to detect resistance and evaluate the efficacy of particular treatments.

Key words: ctDNA, RAS mutations, colorectal cancer, liquid biopsy, tumor dynamics, heterogeneity

Introduction regimens for metastatic colorectal cancer (mCRC) patients, ei-
ther alone or in combination with chemotherapy. The current

Monoclonal antibodies (moAb) directed against EGFR—cetuxi-  standard of care is to determine mutations in RAS in all mCRC
mab and panitumumab—are standard components of treatment  tumors before initiating treatment, as critical biomarkers of
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innate resistance to anti-EGFR [1]. Moreover, all mCRC patients
that initially respond to anti-EGFR therapy eventually develop re-
sistance, which in ~50% of cases is due to the emergence of RAS
mutations [2-5]. Currently, RAS mutation determination is car-
ried out in formalin fixed paraffin-embedded samples from
tumor tissue.

Circulating DNA fragments carrying tumor specific sequence
alterations (circulating tumor DNA, ctDNA) are found in the
cell-free fraction of blood, representing a variable and generally
small fraction of the total circulating cell-free DNA (cfDNA).
Tumor genotyping using ctDNA offers potential advantages par-
ticularly in the metastatic setting as a safe minimally invasive al-
ternative to tissue [3].

Prior studies have demonstrated a high degree of concordance
between somatic mutations detected in tumor tissue and those
determined in ctDNA of patients with advanced tumors [6, 7]. The
use of ctDNA has also demonstrated utility to predict treatment re-
sponse to chemotherapy. Previous ctDNA studies utilized mas-
sively parallel (direct) sequencing of tumor tissue in order to
identify somatic alterations specific to individual patients, which
were subsequently incorporated into the development of a person-
alized gene panel to detect these mutations in blood samples.
Although useful in a research setting, a personalized NGS panel ap-
proach is currently not amenable to routine clinical practice in that
it requires significant dedicated resources in highly qualified re-
search laboratories. Alternatively, blood-based tests that encom-
pass a panel of the most frequently occurring mutations for a given
tumor type and which can be used to interrogate the plasma of pa-
tients with high sensitivity present a practical approach for routine
clinical care. The first and only test thus far for the determination
of RAS mutations in ¢tDNA with European Conformity (CE-
marked) in vitro diagnostic (CE-IVD) is the OncoBEAM RAS
CRC assay, which detects 34 mutations in exons 2, 3, and 4 in the
KRAS and NRAS genes as recommended by current clinical prac-
tice treatment guidelines (NCCN, ESMO, EMA).

The aim of the present study was to evaluate the clinical appli-
cations of the OncoBEAM RAS CRC assay in routine clinical
practice for the diagnosis, assessment of response to chemother-
apy/antiangiogenic treatment and monitoring of acquired resist-
ance to anti-EGFR therapy in mCRC patients.

Materials and methods

Study design and sample collection

A retrospective-prospective study was carried out in two Spanish
Institutions. Patients with histologically confirmed metastatic colorectal
cancer and anti-EGFR treatment naive were eligible for the study. Blood
samples were collected in all patients before the administration of anti-
EGEFR treatment. For those patients undergoing monitoring, serial blood
samples were collected every 4 weeks coinciding with the treatment visit
and at the moment of progressive disease. See full inclusion criteria and
regulatory aspects in supplementary material, available at Annals of
Oncology online.

OncoBEAM™ RAS CRC assay was used to detect RAS mutations in
plasma, and RAS mutation detection in tissue samples were carried out
according to standard-of-care (SoC) procedures validated by each hos-
pital (details in supplementary material and Table S4, available at Annals
of Oncology online).
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Statistical analysis

Variables were described using median and interquartile range (IQR)
when continuous, and percentage when categorical. For mutant allele
fraction (MAF) levels comparisons between different groups regarding
clinical variables, we carried out Mann-Whitney U test for dichotomic
variables and Kruskal-Wallis test for polycothomic variables. Tests were
carried out under SPSS v.22 with a significance level of P<0.05.
Graphics were built using R 3.3.1.

Results

Patient characteristics and concordance of
extended RAS determination in plasma versus
tissue

From June 2009 to August 2016, 115 patients with mCRC were
included, all of them had at least one baseline blood draw. Study
flowchart is presented in Figure 1. Clinico-pathological charac-
teristics of the patients are described in supplementary Table S1,
available at Annals of Oncology online. At the time of basal ctDNA
collection, all patients were naive to anti-EGFR treatment and 82
patients (71%) had not received any therapy in the metastatic set-
ting. The median time from tumor tissue specimen collection to
ctDNA collection was 47.5 days (range 0—1783 days) in therapy-
naive patients.

Of the 115 patients included in the study, 55 (47.8%) and 59
(51.3%) were shown to have RAS mutations in their tumor sam-
ples as detected by SoC RAS tissue testing and as detected in
ctDNA by RAS OncoBEAM, respectively (supplementary Figure
S1, available at Annals of Oncology online). The overall concord-
ance of RAS results between ctDNA RAS OncoBEAM assay and
standard techniques for tissue analysis was 93% (107/115 pa-
tients), kappa index 0.844 (95% CI0.746-0.941) (Figure 2).

Characterization of RAS tissue versus RAS plasma
discordant cases

Among 55 patients in whom a RAS mutation was detected in tis-
sue, 53 also had a RAS mutation in plasma (positive percentage
agreement, PPA of 96.4%) (Figure 2). There were only two cases
with RAS mutated tissue in whom no RAS mutation was detected
in ctDNA. Both had localized tumors at the time of diagnosis that
were initially removed. At relapse, when ctDNA extraction was
carried out, both patients had minimal tumor burden: one with
only peritoneum metastasis and the other had one infra-
centimetric lung metastasis and one single implant in the
peritoneum.

Among 60 patients determined to be RAS wt in tissue, no RAS
mutations were observed in ctDNA in 54 cases (negative percent-
age agreement, NPA 0f 90%). In the remaining 6 patients, plasma
RAS BEAMing detected a RAS mutation that SoC tissue testing
had not revealed. In all of these cases, the primary tumor served
as the source for RAS mutational analysis and had been removed
before ctDNA sampling. Notably, all six patients had, at least,
liver metastasis when blood was drawn for ctDNA analysis.

Interestingly, in five out of the six RAS tissue-/plasma+ dis-
cordant cases, the RAS MAF detected in ctDNA was under 1%.
We compared the MAF of concordant and discordant cases.
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Figure 1. Study flowchart. Number of patients included in each of the analysis endpoints and reasons for exclusion are depicted.
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Figure 2. Comparison of RAS mutations detected in tissue versus plasma and analysis of discrepancies. Overall concordance analysis be-
tween RAS mutations detected in tumor by SoC and BEAMing plasma. Positive agreement (patients RAS mutated in plasma and tissue ana-
lysis) and negative agreement (patients wild-type in tissue and plasma). Clinico-pathological and treatment characteristics from eight

discordant cases.

As shown in Figure 3A, there was a trend towards lower RAS
plasma MAF in discordant cases compared with patients with
concordant RASin tissue and plasma (median RAS MAF 0.281%
and 2.317%, respectively; P=0.193).

Differences in RAS ctDNA MAF according to clinico-
pathological characteristics

The global median RAS plasma MAF was 1.84% (IQR: 0.284—
11.290) (supplementary Table S1, available at Annals of Oncology
online). No differences in MAFs were observed in relation to age,
gender, initial stage at diagnosis or primary site of disease (right
versus left).

While no differences in RAS MAF were seen in relation to the
number of metastatic sites, differences were observed depending
on the site of metastasis location (Figure 3B and C). Patients with
liver involvement had higher RAS ctDNA compared with those
without liver metastases (4.806% versus 0.203%; P=0.001). In
contrast, MAF from patients having only peritoneum metastases
was lower (0.1%) than patients without peritoneum involvement
(4.026%), than patients with peritoneum metastasis in addition
to at least one other metastatic site (1.109%; P =0.056). MAF was
lower in patients with only lung metastatic involvement
(0.033%). Of note, in two patients that presented with tumors
having mucinous histology MAF was below the median (0.451%
and 0.161%, respectively; P < 0.05).
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We then sought to analyze the impact of treatment on RAS
mutation detection in plasma. No differences were observed in
RAS plasma MAF between patients in whom the primary tumor
had been removed before basal ctDNA extraction (4.026%) and
patients in whom ctDNA was extracted from blood drawn at the
time primary tumors had not been resected (1.558%; P=0.584).
Regarding the relation between systemic treatment and plasma
RAS mutation detection, 8 of 59 RAS mutant patients (13.6%)
had received previous treatment with chemotherapy (comprising
5FU, oxaliplatin and/or irinotecan) = anti-VEGF within a month
prior ctDNA blood extraction. In all of these patients, lower RAS
plasma MAFs were observed (0.173%; range 0.074—1.156) when
compared with treatment-naive patients (4.178%; range 0.451—
12.620; P=0.007) (Figure 3D), emphasizing the relevance of
blood draw timing for an accurate RAS determination.

Response to anti-EGFR therapy and prognosis
according to baseline RAS ctDNA determination

We then determined the impact of RAS detection in predicting
response to anti-EGFR based therapy. Among 54 patients having
RAS wt tumor tissue, 34 were treated with anti-EGFR monoclo-
nal antibodies (31 with cetuximab and 3 with panitumumab-
based regimens; 30 plus chemotherapy and 4 in monotherapy).
Twenty-three achieved a complete or partial response (68%) and
7 patients (20%) had stable disease for more than 16 weeks.
Among tissue RAS wt patients treated with anti-EGFR therapy,
four were found to have a plasma RAS positive result (Figure 2,
discordant patients #1, #2, #4, #5). Three of them achieved a par-
tial response, whereas one showed progressive disease after ad-
ministration of anti-EGFR treatment.

Despite the retrospective nature of our study, we determined
the progression-free survival (PFS) according to RAS mutation
determination in plasma and RAS mutation determination in tis-
sue. PFS was 10.3 month (95% CI 7.7-25) for wt RAS tissue pa-
tients and 10.3 months (95% CI 7.7-19.8) for RAS wt plasma
patients.

In addition, baseline high RAS ctDNA MAF have been associ-
ated with low survival [8]. We analyzed the prognosis impact of
basal MAF levels in a cohort of 22 patients with at least 3 year of
follow-up. Patients with MAF levels >1% had significant lower
PFS and OS than those with basal levels <1% (supplementary
Figure S2, available at Annals of Oncology online). These data
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suggest that ctDNA levels could also provide valuable informa-
tion to predict the disease evolution in RAS mutant patients be-
fore treatment onset.

Longitudinal ctDNA RAS testing for assessing
response to patients treated with systemic
treatment

Because ctDNA analysis has the capacity to reflect tumor load
[2], we examined the utility of OncoBEAM RAS CRC ctDNA
testing to monitor the efficacy of response of patients to
treatment.

RAS was longitudinally monitored in serial blood draws from
21 patients with baseline RAS mutations undergoing systemic
therapy. Seven patients were treated with combination chemo-
therapy + antiangiogenic therapy, 12 received chemotherapy
alone and 2 anti-EGFR-based treatment (supplementary Table
S2, available at Annals of Oncology online). A first CT-scan was
carried out concurrent with the ctDNA RAS monitoring to evalu-
ate tumor response after 8-12 weeks of treatment. Analysis of
RAS ctDNA at the time of this first CT-scan revealed a dramatic
decrease in plasma RAS MAF in responding patients with a me-
dian of 100%. For patients with clinical response to treatment, no
differences in MAFs were observed in relation to the type of re-
sponse achieved (median MAF reduction in patients with SD
99% versus 100% in patients with PR; P=0.21). However, MAF
percentage of change was significantly lower in patients that pro-
gressed at first evaluation of response compared with patients
with clinical benefit (PR + SD) (132% increase versus 99% reduc-
tion, respectively, P=0.027)

In 10 out of 11 responding patients that subsequently pro-
gressed, RAS ctDNA MAF increased accordingly, though in most
cases patients exhibited lower MAFs than at the time of diagnosis
(Figure 4A; supplementary Table S2, available at Annals of
Oncology online). Of note, in one patient having a basal KRAS
mutation in codon 12 (basal RAS MAF 9.12%), a decrease in RAS
MAF was initially observed that was quickly followed by an in-
crease in RAS MAF at week 12 although the CT scan showed sta-
ble disease. This patient subsequently showed a rapid progression
of disease and died 4 months later.

Representative time courses of ctDNA along with clinical and
radiologic data on two subjects are provided (Figure 4C and D),
showing the high accuracy of RAS plasma ctDNA dynamics as a

Figure 4. Continued

Decline and increase in circulating RAS MAF correlate with response and progression to treatment, respectively. (B) RAS ctDNA dynamics in 5
patients with RAS mutated tumors that progressed at first CTscan at 8-12 weeks from beginning of treatment. (C) Patient diagnosed with
stage IV rectal cancer with liver metastasis. An NRAS codon 61 mutation was detected in tissue and plasma. After 4 weeks of treatment with
FOLFOX + bevacizumab, plasma MAF dramatically decreased correlating with a stable disease observed in the CT-scan at week 12. The pa-
tient underwent surgery of the primary tumor and liver metastasis, and plasma RAS became undetectable. Eight months later, the patient
relapsed and RAS MAF increased accordingly. Three months after initiating second line treatment with FOLFIRI + aflibercept, the patient
achieved a stable disease by CT scan, and no plasma ctDNA RAS mutations were detected. (D) Monitoring ctDNA KRAS codon 146 mutation
during treatment with FOLFOX-Bevacizumab in patient #3, diagnosed with a stage IV colon cancer with lung and liver metastasis. The colo-
noscopic biopsy analysis was RAS wt but plasma ctDNA showed a KRAS codon 146 mutation. Following removal of the primary tumor, re-
analysis of RAS in the surgical sample confirmed the plasma result. The patient received FOLFOX + bevacizumab with an early decrease in
RAS ctDNA that became undetectable at 12 weeks, alongside at the first CT scan. Treatment was discontinued and a subsequently increase in
KRAS codon 146 MAF was observed, which then rapidly decreased when the chemotherapy was reintroduced. Gray area indicates tumor
load. Blue line indicates changes in ctDNA KRAS146 frequency.
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surrogate marker of tumor load and a potential tool to evaluate
early response to treatment.

ctDNA extended RAS for monitoring RAS
mutations during and after withdrawal of
anti-EGFR therapy

We and others previously reported that acquired resistance to
anti-EGFR treatment is linked to the emergence of RAS muta-
tions, that can be tracked in the blood of patients [2, 3, 8, 9]. In
our study, we examined the value of OncoBEAM RAS CRC test-
ing to detect the emergence of RAS mutations during anti-EGFR
treatment. Plasma was available at the time of disease progression
from 18 cases with acquired resistance to anti-EGFR therapy (i.e.
disease progression after an initial complete response, partial re-
sponse or stable disease for more than 16 weeks). Emergence of
RAS mutations was detected in 7/18 patients (39%), 5 of them
treated with chemotherapy + anti-EGFR and two with anti-
EGFR monotherapy (supplementary Table S3, available at Annals
of Oncology online). The most frequent mutations involved KRAS
codon 12, KRAS codon 13 and NRAS codon 61. In three cases,
different RAS mutations were concomitantly detected. Median
RAS MAF detected at the time of anti-EGFR progression was
2.17% (range 0.024-24.957).

Discussion

Our study demonstrates that OncoBEAM RAS CRC assay is an
efficient and accurate tool to be used in routine clinical practice
with several applications in mCRC patients, including determin-
ation of baseline RAS at diagnosis to decide anti-EGFR therapy,
assessment of efficacy to treatment and monitoring of the emer-
gence of RAS mutations as a mechanism of resistance to anti-
EGER therapy.

The high overall agreement between baseline plasma and tissue
RAS mutation status demonstrated in more than 100 patients
evaluated in our study supports the use of blood-based testing
with OncoBEAM™ RAS CRC as a viable alternative to tissue
SoC for determining RAS mutation status in mCRC patients
treated in routine clinical practice. Previous studies have shown
that ctDNA can be detected in patients with mCRC by using per-
sonalized research panels with dPCR [7, 10, 11]. Recent publica-
tions have also shown a very high sensitivity with BEAMing to
detect ctDNA mutations [12, 13]. However, to the best of our
knowledge, this is the first study that explores the clinical use of
plasma RAS determination by using a CE-marked assay in a daily
clinical routine setting and in a large real world cohort of patients.
Moreover, the minimal level of discordance (6%) between RAS
tissue and plasma detection shown in our study is acceptable
from a clinical point of view. In fact, it is far lower than the 5%—
20% discrepancy found in RAS mutation detection when com-
paring two different tissue RAS testing SoC techniques [14, 15].

In an effort to explain plasma/tissue discrepancies as well as to
better understand the biology of circulating tumor DNA, we
identified several clinico-pathological features linked to low RAS
ctDNA detection, including peritoneal/lung metastases or mu-
cinous histology. In contrast, no correlation was found between
the number of metastasis and RAS ctDNA mutations in our

study. This data suggests that intrinsic biological characteristics
of the tumor rather than tumor burden may impact ctDNA re-
lease. In order to appreciate the utility and further optimize the
routine evaluation of RAS ctDNA determination in daily clinical
practice, we also studied external factors that may influence the
result of RAS ctDNA determination. We found that the adminis-
tration of recent systemic treatment had a clear negative impact
on the ability to detect RAS mutations in the blood of patients,
emphasizing the importance of collecting plasma for basal RAS
analysis before the initiation of any systemic treatment. On the
contrary removal of the primary tumor before blood draw for
RAS analysis did not impact the RAS mutation results. In global,
our study shows that the pattern of genetic alterations in cancer
patients is dynamic and is affected by intrinsic and extrinsic
factors.

Importantly, we also found a potential role of OncoBEAM
RAS ctDNA assay in monitoring response and resistance during
treatment. In patients with RAS mutant tumors, RAS plasma mir-
rored clinical and radiological response to treatment with chemo-
therapy drugs and was an early predictor of response. Likewise,
Tie et al. [10] reported changes in ctDNA for mCRC patients
treated with chemotherapy, although a more complex research-
based approach was used. Moreover, we showed a potential use
of RAS ctDNA in evaluating response to antiangiogenic drugs,
which could be complementary to RECIST. On the other hand,
in patients with RAS wt tumors treated with anti-EGFR,
OncoBEAM RAS CRC was a valid tool to detect RAS mutations
of resistance.

Despite the great value of the results presented, there are several
limitations to our study. It is a retrospective analysis.
Longitudinal blood extractions were only carried out in a limited
number of patients. Additionally, given the low number of pa-
tients with specific clinico-pathological characteristics, our infer-
ences from associations with P-values marginally <0.05% should
be cautiously interpreted.

Overall, our data show that the OncoBEAM RAS CRC assay
offers a minimally invasive and highly sensitive method for RAS
assessment in plasma of mCRC patients which can be readily im-
plemented into routine clinical practice to perform baseline diag-
nosis to select candidate patients to anti-EGR therapy. Moreover,
we show a potential use of OncoBEAM RAS in assessing the dy-
namics of RAS to monitor response and resistance to treatment
practice.
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Supplementary table S1: Baseline clinico-pathological characteristics

Patient Total population Plasma RAS WT Plasma RAS MUT MAF [median
Characteristics [N (%)] patients [n (%)]  patients [n (%)] (IQR)]
Patients (n) 115 56 59 59
Age (years) [median 67.8 68.2 65.6 65.6
(IQR)] (60.3-76.5) (61.0-68.7) (59.4-76.8) (59.4-76.8)
Age group 0.290
<65 45 20 25 5.348
(39.1%) (35.7%) (42.4%) (0.316-13.185)
65 70 36 34 1.321
(60.9%) (64.3%) (57.6%) (0.253-5.412)
Gender 0.357
Male 81 38 43 1.270
(70.4%) (67.9%) (72.9%) (0.284-9.891)
34 18 16 3.403
Female (29.6%) (32.1%) (27.1%) (0.306-12.564)
Stage at diagnoses 0.196
I/ 11 21 11 10 0.502
(18.3%) (19.6%) (16.9%) (0.117-4.806)
Y, 94 45 49 2.317
(81.7%) (80.4%) (83.1%) (0.316-11.942)
Primary site of disease 0.590
) 33 14 19 1.420
Right colon (28.7%) (25.0%) (32.2%) (0.149-10.740)
80 41 39 2.317
Left colon /Rectum (69.6%) (73.2%) (66.1%) (0.393-11.295)
2 1 1
Unknown (1.7%) (1.8%) (1.7%)
Primary tumor resected 0.584
No 52 25 27 4.026
(45.2%) (44.6%) (45.8%) (0.358-12.037)
Yes 63 31 32 1.558
(54.8%) (55.4%) (54.2%) (0.284-8.403)
Systemic treatment 1
month before ctDNA 0.007
No 92 43 49 4178
(80.0%) (76.8%) (83.0%) (0.451-12.620)
Yes 19 11 8 0.173
(16.5%) (19.6%) (13.6%) (0.074-1.156)
Unknown 4 2 2

(3.5%) (3.6%) (3.4%)



Previous lines of
treatment

Tumor site biopsy

Primary

Metastasis

Unknown

Number of metastatic

sites

3 or more

Metastasis Location

Liver

No liver met

Lung

No Lung met

Peritoneum

No peritoneum met

Node

No node met

Others

No others met

Lung metastasis

No Lung metastasis

95
(82.6%)

16
(13.8%)

4
(3.5%)

84
(73.0%)

12
(10.4%)

19
(16.5%)

66
(57.4%)

38
(33.0%)

11
(9.6%)

86
(74.8%)

29
(25.2%)

44
(38.3%)

71
(61.7%)

27
(23.5%)

88
(76.5%)

17
(14.8%)

98
(85.2%)

7
(6.1%)

108
(93.9%)

71
(61.7%)

43
(76.8%)

11
(19.6%)

2
(3.6%)

40
(71.4%)

7
(12.5%)

9
(16.1%)

29
(51.8%)

20
(35.7%)

7
(12.5%)

41
(73.2%)

15
()26.8%

22
(39.3%)

34
(60.7%)

15
(26.8%)

41
(73.2%)

14
(25.0%)

42
(75.0%)

3
(5.4%)

53
(94.6%)

34
(60.7%)

52
(88.1%)

(8.5%)

(3.4%)

44
(74.6%)
(8.5%)

10
(16.9%)

37
(62.7%)

18
(30.5%)

4
(6.8%)

45
(76.3%)

14
(23.7%)

22
(37.3%)

37
(62.7%)

12
(20.3%)

47
(79.7%)

3
(5.1%)

56
(94.9%)
4
(6.8%)

55
(93.2%)

37
(62.7%)

163
(0.27-11.02)

0.56
(0.06-18.2)

11.22

1.345
(0.149-11.295)

2.780
(0.840-4.026)

1.270
(0.246-11.42)

3.403
(0.451-11.139)

0.712
(0.201-11.220)

4.806
(0.565-13.185)

0.203
(0.097-1.270)

1,633
(0.253-11.139)

2.052
(0.315-11.942)

0.383
(0.130-1.558)

4.026
(0.512-12.283)

0.161
(0.124-11.696)

1.949
(0.316-11.696)

0.201
(0.084-2.864)

2.052
(0.383-11.696)

2.052
(0.315-11.942)

0.585

0.885

0.790

0.001

0.718

0.068

0.220

0.116

0.129



Only lung metastasis

Lung and other
metastasis

Peritoneum metastasis

No Peritoneum
metastasis

Only peritoneum
metastasis

Peritoneum and other
metastasis

Concordance

Yes

No

9
(7.8%)

35
(30.4%)

88
(76.5%)

11
(9.6%)

16
(13.9%)

107
(93.0%)

8
(7.0%)

5
(8.9%)

17
(30.4%)

41
(73.2%)

6
(10.7%)

9
(16.1%)

54
(96.4%)

2
(3.6%)

4
(6.8%)

18
(30.5%)

47
(79.7%)

5
(8.5%)

7
(11.9%)

53
(89.8%)

6
(10.2%)

0.335
(0.074-0.614)

3.403
(1.109-11.450)

4.026
(0.512-12.283)

0.100
(0.097-0.246)

1.109
(0.383-6.253)

2.317
(0.451-11.450)

0.281
(0.128-0.840)

0.056

0.193




Supplementary Table S2. Emergence of RAS mutations at the time of
progression to anti-EGFR treatment in 18 patients with RAS wild-type tumors at
baseline. All patients achieved partial response or disease stabilization for at least 16
weeks under EGFR blockade, administered alone or in combination with standard
chemotherapy indicate

Patient n°

RAS mutation (MAF, %)

KRAS exon2

KRAS exon3

KRAS exon4

NRAS exon2

NRAS exon3

NRAS exon4

16

17

K12 (0.172)

18

N61 (0.024)

19

20

K12 (0.21)

K61 (0.038)

N12 (0.046)

N61 (0.037)

21

22

K12 (5.51)
K13 (0.153)

N13 (0.06)

N61 (0.037)

23

24

25

K12 (0.137)

K61 (1.061)

26

K12 (0.168)

27

K146 (24.957)

28

29

30

31

33

34




Supplementary table S3. Longitudinal analysis of circulating RAS mutations in
21 patients during treatment with chemotherapy +/- antiangiogenic or anti-EGFR.
Frequency of circulating RAS mutant alleles is shown at specific time points and
percentage MAF variation between baseline and first CT scan performed at 8-12
weeks of treatment. Treatment received and best response is described for each

patient
Ptn° MAF (%)
(baseline . Week 8-12: % Variation at Treatment Best
mut) Baseline Weekd o '~r’” " CTScan:PD o c'or'c o Response
1 (N61) 6.1463 0.044 0.072 3.871 -98.83% FOLFOX_Bevacizumab SD
2 (K146) 0.3153 0.54 1.35 - 328% Cetuximab PD
3 (N61) 5.17 ND 0.41 10.74 -92.07% Capecitabine_Bevacizumab SD
4 (K13) 4.03 17.18 19.18 - FOLFOX PD
5 (N61) 2.052 0 0 - - 100% FOLFOX PD
6 (K146) 12.62 8.9% EXITUS - Capecitabine PD
7 (K13) 0.2458 29 0.429 - 74.53% FOLFOX-Panitumumab PD
8 (K146) 6.8 0.949 0.107 4.46 -98.43% FOLFOX_Bevacizumab SD
9 (N61) 1.27 0 0 0.46 -100.00% FOLFOX6 SD
10 (K12) 0.161 ND 0 ND -100.00% FOLFOX_Bevacizumab SD
11 (K12) 10.659 ND 0.038 2.554 - 99.64% FOLFOX_Bevacizumab SD
12 (K12) 5.412 0 0 ND -100.00% XELOX sD
13 (K13) 23.44 ND 0 9.56 -100.00% Irinotecan SD
14 (K13) 1.109 ND 0.913 - -17% FOLFIRI PD
15 (K12) 1.8462 0.12 0 1.659 -100.00% FOLFOX PR
16 (K12) 0.4705 0 ND 14.475 FOLFOX PR
17 (K13) 4.8057 0.073 0 3.305 - 100.00% FOLFOX PR
18 (N61)  23.2071 5.813 ND 14.817 FOLFOX_Aflibercept PR
19 (K12) 9.1229 3.71 11.195 EXITUS 22.71% FOLFOX SD
20 (K12) 0.675 0 0 0 -100.00% Capecitabine PR
21 (K12) 16.6623 0.879 ND 4.88 FOLFOX_Aflibercept SD




Supplementary table S4: RAS Mutations analyzed by OncoBEAM™ RAS CRC assay

KRAS NRAS
Exon Mutation Exon Mutation

G12S G12S

G12R G12R

G12C G12C

2 G12D G12D
G12A 2 G12A

G12v G12v

G13D G13R

A59T G13D

Q61L G13V

° Q61R A59T
Q61H Q61K

Q61H Q61R

4 K117N 3 Q61L
K117N Q61H

Q61H
K117N
4 K117N
A146T
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RESUM

Antecedents: la quimioterapia més anti-EGFR és la terapia estandard de primera
linia en pacients amb CCRm RAS wt, pero clinicament es necessiten biomarcadors
de resposta al tractament. Lobjectiu d’aquest estudi és definir la utilitat de 'ADNct
per avaluar la resposta primerenca en pacients amb CCRm que reben tractament
anti-EGFR en primera linia.

Pacients i metodes: es tracta d’un estudi prospectiu multicéntric de pacients amb
CCRm RAS wt en teixit tractats en primera linia amb quimioterapia més cetuximab
i sotmesos a biopsies liquides seqliencials. Es va analitzar FADNct mitjangcant NGS
previ inici de tractament (basal) i després de dos cicles (C3). La mutacié en ADNct
amb la MAF més elevada en cada mostra basal es va determinar com a mutacio
troncal i es van utilitzar com a marcador subrogat de la carrega tumoral total. RAS/
BRAF/MEK/EGFR-ECD es van considerar mutacions de resisténcia a anti-EGFR. Els
resultats de 'ADNCct es van correlacionar amb parametres clinics de resposta a trac-
tament, SLP i SG.

Resultats: es van incloure 100 pacients de 15 hospitals espanyols. LADNct es va
detectar en el 72% dels pacients previ inici de tractament i en el 34% al C3. La
disminucié de la mutacid troncal en ADNct es va correlacionar amb una millor SLP
(HR=0.23 P=0.001). Les uniques mutacions de resistencia que es van detectar al C3
van ser mutacions de RAS o BRAF. Un augment de la fraccié relativa de les mateixes
després de dos cicles de tractament desencadenava una expansié clonal fins a la
progressiod i s'associava amb una SLP més curta (HR = 10.5; p <0. 001). El millor pre-
dictor de resposta va ser I'analisi combinada de mutacions troncals i de resisténcia a
C3. En conseqiencia, els pacients amb “resposta molecular primerenca” (disminu-
cié de mutacions troncals i disminucié de mutacions de resisténcia a anti-EGFR) van
tenir una millor resposta (77.5% vs. 25%, P=0.008) i una SLP més llarga (HR=0.18,
P<0.001) en comparacio amb els pacients amb “progressiéo molecular precog” (aug-
ment de la mutacié troncal i/o augment de mutacions de resisténcia).

Conclusions: 'ADNct detecta una resposta molecular precog i prediu el benefici de
la quimioterapia més cetuximab. Es recomana un enfocament integral basat en NGS
per integrar informacié sobre el volum tumoral total i les mutacions de resistéencia.
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Liquid Biopsy Detects Early Molecular Response

and Predicts Benefit to First-Line Chemotherapy
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plus Cetuximab in Metastatic Colorectal Cancer:

PLATFORM-B Study

Joana Vidal', Maria Concepcién Ferndndez-Rodriguez®, David Casadevall', Pilar Garcia-Alfonso,
David P4ez*, Marta Guix', Vicente Alonso®, Maria Teresa Cano®, Cristina Santos’, Gema Duran®,

Elena Elez®, José Luis Manzano'®, Rocio Garcia-Carbonero", Reyes Ferreiro'?, Ferran Losa™,

Estela Pineda', Javier Sastre™®, Fernando Rivera'®, Beatriz Bellosillo?, Josep Tabernero®,

Enrique Aranda®, Ramon Salazar’, and Clara Montagut'; on behalf of the Spanish Cooperative Group for

the Treatment of Digestive Tumours (TTD)

Purpose: Chemotherapy plus anti-EGFR is standard first-line
therapy in RAS wild-type (wt) metastatic colorectal cancer (mCRC),
but biomarkers of early response are clinically needed. We aimed to
define the utility of ctDNA to assess early response in patients with
mCRC receiving first-line anti-EGFR therapy.

Experimental Design: Prospective multicentric study of tissue
patients with RAS wt mCRC treated with first-line chemotherapy
plus cetuximab undergoing sequential liquid biopsies. Baseline and
early (C3) ctDNA were analyzed by NGS. Trunk mutations were
assessed as surrogate marker of total tumor burden. RAS/BRAF/
MEK/EGFR-ECD were considered mutations of resistance. tDNA
results were correlated with clinical outcome.

Results: One hundred patients were included. ctDNA was
detected in 72% of patients at baseline and 34% at C3. Decrease
in ctDNA trunk mutations correlated with progression-free survival

Introduction

Treatment with anti-EGFR mAb plus chemotherapy in patients
with RAS wild-type (wt) metastatic colorectal cancer (mCRC) is
standard-of-care in the first-line setting (1). Patients treated with
anti-EGFR mAb will ultimately develop acquired resistance pro-
moted by clonal selection, mainly the emergence of mutations in the
MAPK pathway (mostly RAS mutations) and in the extracellular
domain of EGFR (EGFR-ECD; refs. 2-6). Currently, response to
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(PES; HR, 0.23; P = 0.001). RAS/BRAF were the only resistant
mutations detected at C3. An increase in the relative fraction of
RAS/BRAF at C3 was followed by an expansion of the RAS clone
until PD, and was associated with shorter PES (HR, 10.5; P < 0.001).
The best predictor of response was the combined analysis of trunk
and resistant mutations at C3. Accordingly, patients with “early
molecular response” (decrease in trunk and decrease in resistant
mutations) had better response (77.5% vs. 25%, P = 0.008) and
longer PFS (HR, 0.18; P < 0.001) compared with patients with “early
molecular progression” (increase in trunk and/or increase in resis-
tant mutations).

Conclusions: ctDNA detects early molecular response and pre-
dicts benefit to chemotherapy plus cetuximab. A comprehensive
NGS-based approach is recommended to integrate information on
total disease burden and resistant mutations.

anti-EGFR-based therapy is evaluated by clinical and radiological
parameters using the RECIST v1.1 criteria (7) after 2 to 3 months of
treatment.

Circulating tumor DNA (ctDNA) carrying tumor-specific molec-
ular alterations are found in the cell-free fraction of blood from
patients with cancer. ctDNA-sequencing technologies are rapidly
improving with increasing evidence of clinical utility in mCRC.
Baseline assessment of RAS mutations in the blood of patients corre-
lates well with RAS tumor tissue testing and is currently an option in
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Translational Relevance

This prospective multicentric study aims to define the utility
of liquid biopsies to assess early molecular response in patients
with RAS wt metastatic colorectal cancer (mCRC) receiving
first-line chemotherapy plus anti-EGFR. Sequential liquid biop-
sies were analyzed by a comprehensive NGS-based approach.
Our data suggest that the best strategy to detect early molecular
response and predict clinical benefit is the integration of infor-
mation on early changes in total ctDNA tumor burden plus the
detection of early emergence of resistant subclones after only
two cycles of treatment. Moreover, longitudinal analysis of
liquid biopsies reveal that only RAS/BRAF mutations emerge
early during EGFR blockade, whereas EGFR-ECD mutations and
other mechanisms of resistance emerge later. The PLATFORM-
B study validates the role of ctDNA to further refine patient
selection and sets the basis for the design of prospective clinical
trials to evaluate early ctDNA-guided treatment decisions in
first-line mCRC.

routine clinical practice to guide first-line therapy (8-11). However,
the percentage of ctDNA RAS mutations (variant allele fraction, VAF),
which most accurately predicts anti-EGFR therapy resistance and the
most appropriate technology to be used is yet to be determined.
Although next-generation sequencing (NGS) offers a comprehensive
testing, dPCR-based sequencing offers a high sensitivity detection of
specific point mutations.

Another potential clinical utility of liquid biopsy is the assessment
of early response to chemotherapy plus anti-EGFR therapy in
patients with mCRC, which remains unexplored so far. On one hand,
the total amount of ctDNA correlates with total disease burden and
can be used to monitor response to cancer therapy (chemotherapy,
immunotherapy, or targeted therapy) earlier than radiologic evalua-
tion and more accurately than serum markers (8, 12-15). On the other
hand, liquid biopsy is a valuable tool to track clonal evolution
and to identify the emergence of RAS/EGFR-ECD mutations
of resistance in the blood of patients with mCRC treated with
anti-EGFR therapy. Although RAS mutations emerge 4 to 9 months
before radiologic progression, EGFR-ECD mutations emerge
later during anti-EGFR therapy (8, 16-18). Altogether, the use of
ctDNA to evaluate early molecular response to chemotherapy plus
anti-EGFR mAb should be dual and complementary, including
tracking of total disease burden together with the assessment of
early rise of resistant subclones. Accordingly, next-generation
ctDNA sequencing (NGS) offers the advantage of assessing trunk
mutations together with multiple subclonal-resistant mutations in
the same blood sample.

To define the utility of ctDNA to assess early response in
patients with mCRC receiving anti-EGFR therapy, we conducted
a prospective multicentric study of patients with RAS wt mCRC
receiving first-line chemotherapy plus cetuximab undergoing
sequential liquid biopsies analyzed by a comprehensive NGS-
based approach.

Materials and Methods

Patients
The eligibility criteria included patients 218 years with histologi-
cally confirmed mCRC, RAS wt according to local laboratory tumor

OF2 Clin Cancer Res; 2022

tissue analysis and planned first-line treatment with chemotherapy
plus cetuximab.

Assay methods

Whole blood samples were obtained before starting first-line
treatment (baseline) and before the third cycle of treatment (C3;
week 4-6; Fig. 1A) using Cell-Free DNA Collection Tubes (Roche
Diagnostics). Collection tubes were sent to the central laboratory
within 72 hours of blood extraction. In the Central Laboratory,
plasma was isolated by centrifugation and aliquots were stored
at —80°C until cell-free DNA (cfDNA) extraction. cfDNA was
extracted using the QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen),
QIAsymphony DSP Circulating DNA Kit (Qiagen), or MagMAX
Cell-Free DNA Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s protocols. Minimum plasma volume for ctDNA
assay was 4 mL with the goal of obtaining at least 20 ng of extracted
cfDNA. ctDNA was analyzed at baseline and at C3 using dPCR
(OncoBEAM for mCRC; Sysmex Inostics) and NGS (Oncomine
Colon cfDNA Assay on an Ion S5 system). For patients with
ctDNA RAS/BRAF mutations detected at baseline, tissue was rea-
nalyzed by central laboratory using CAST PCR and c¢tDNA was
also analyzed by NGS at first evaluation of response by CT-scan
and at progression to chemotherapy plus cetuximab. OncoBEAM
RAS CRC assay allow the detection of 34 different mutations in
exons 2, 3, and 4 of KRAS and NRAS genes with a cut-off sensitivity
of 0.01%. Ion Torrent Oncomine Colon cfDNA Assay covers 14
hotspot regions in genes (AKTI1, BRAF, CTNNBI, EGFR, ERBB2,
FBXW7, GNAS, KRAS, MAP2K1, NRAS, PIK3CA, SMAD4, TP53,
and APC) with a cut-off sensitivity of 0.1%. The cases with lower
than 20 ng of cfDNA were considered of insufficient quality to
perform NGS analysis. VAFs were calculated as the number of
variant reads divided by the total number of reads for each variant
position. Trunk mutations were defined as somatic mutations with
the highest VAF within a plasma sample. Relative VAF (rVAF)
was calculated as the frequency of a given mutation relative to the
trunk mutation in the sample. Mutations in RAS, EGFR-ECD,
BRAF, and MAP2K] were considered mutations of resistance to
anti-EGFR therapy.

Study design

PLATFORM-B was a prospective, observational, multicentric study
carried out in 15 Spanish Hospitals. Tumor response was assessed by
local radiologists following RECIST v1.1. The protocol was approved
by an independent Ethics Committee, and all patients gave their
written informed consent before enrollment. The study was conducted
in accordance with the Declaration of Helsinki.

Statistical analysis

Progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) were
estimated using the Kaplan-Meier method. PFS was defined as the
time from initiation of first-line treatment with cetuximab until tumor
progression or death, whichever occurred first, and OS was defined as
the time from initiation of first-line treatment with cetuximab to death
from any cause. Log-rank test was used to compare PFS and OS
between the different groups considered. Clinical benefit rate (CBR)
was defined as complete response (CR) + partial response (PR) +
stable disease (SD) for 216 weeks. Chi-square or Fisher exact tests were
used to compare the overall response rate (ORR) and the CBR
according to ctDNA results at baseline and C3, and the association
between ctDNA detection at baseline and clinical variables. Median
VAF levels at baseline and C3 were compared using the Wilcoxon test.
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Figure 1.

Study design (A) and study flow chart (B). dPCR, digital PCR; PD, progression disease.

Cox proportional hazard method was applied to estimate the corre-
sponding HRs. The analysis was assessed in the intention-to-treat
population, which included all eligible patients who underwent ran-
domization and had both baseline and C3 blood specimens. Data
analysis was carried out using IBM SPSS Statistics version 21 and R
software version 4.1.1. The threshold for statistical significance was
established at P < 0.05.

Data availability

The data generated in this study are available upon request from the
corresponding author.

AACRJournals.org

Results

Patients and samples

A total of 100 patients with tissue RAS wt mCRC receiving first-line
chemotherapy plus cetuximab were included between February 2017
and April 2018. One patient received only one dose of cetuximab due to
an anaphylactic reaction and was excluded from the ctDNA analysis.
The study flowchart is summarized in Fig. 1B. Patients’ clinico-
pathologic characteristics are described in Table 1. As of July 2021,
the median follow-up was 25 months (range: 1-49 months). Overall,
11 (11%) patients achieved a CR, 53 (54%) a PR, and 19 (19%) SD, with

Clin Cancer Res; 2022
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Table 1. Baseline clinico-pathologic characteristics of patients
with mCRC treated with first-line chemotherapy plus cetuximab
included in the ctDNA analysis and clinical outcomes.

N =99

Age, years, median (range) 66 (27-85)
Sex, males, n (%) 66 (67)
Tissue RAS wt, n (%) 99 (100)
Primary tumor location, n (%)

Right colon 18 (18)

Left colon/rectum 81(82)
Stage at diagnosis, n (%)

/1 4(4)

1 15 (15)

% 80 (81)
Surgery of the primary tumor, yes, n (%) 33(33)
Number of metastatic sites, n (%)

1 54 (55)

2 30 (30)
>3 15 (15)
Metastatic locations, n (%)

Liver 68 (68.7)

Lung 313N

Nodes 29 (29)

Peritoneum 22 (22)

Others 15 (15)
Best overall response, n (%)

Complete response nan

Partial response 53 (54)

Stable disease 19 (19)

Progression disease 10 (10)

Not evaluable 6 (6)
CBR, n (%) 82 (83)

PFS, months, median (95% CI)
Overall survival, months, median (95% CI)

15.1 (10.9-19.4)
27.3 (18.7-35.9)

Note: CBR (complete response + partial response + stable disease for
>16 weeks). At the time of analysis, 71 (71.7%) of the patients had experienced
disease progression and 67 (67.7%) patients had died.

Abbreviation: Cl, confidence interval.

a CBR of 83%. Median PFS was 15.1 (95% CI, 10.9-19.4) months
and median OS was 27.3 (95% CI, 18.7-35.9) months (Table 1).

As per study design, blood was obtained from all patients before
initiating treatment (baseline) and before cycle 3 of chemotherapy plus
cetuximab (C3; Fig. 1A). Plasma sequencing with a ctDNA NGS panel
that covers hotspot sequencing of 14 genes related to mCRC detected at
least one somatic mutation in 60 of 83 baseline plasma samples (72.3%)
and 24 of 71 C3 plasma samples (33.8%; Fig. 2A and B). The only
clinico-pathologic characteristic that was associated with detection of
baseline ctDNA was the resection of the primary tumor (81% vs. 52%
for nonresection vs. resection, respectively, P = 0.007; Supplementary
Table S1).

Baseline RAS/BRAF ctDNA and resistance to chemotherapy
plus cetuximab (NGS vs. dPCR testing)

All patients were tissue RAS wt according to local laboratory
determination, as per protocol. Baseline RAS mutations in ctDNA
were analyzed by NGS (N = 83) and dPCR (N = 96), and were detected
in 8.4% (N = 7; median VAF 6.43%) and 11.5% (N = 11; median VAF
0.14%) of patients, respectively (Supplementary Table S2). The median
VAF for the cases with RAS mutations detected by dPCR but not by
NGS was 0.02%. Altogether this data confirms the intrinsic highest
sensitivity for RAS mutation detection by dPCR compared with NGS.
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Tissue re-analysis by the central laboratory of plasma-tissue dis-
cordant cases detected tissue RAS mutations in 5 of 10 analyzed cases,
leaving a total of five true plasma-tissue discordant cases (5% of all
patients; median VAF: 0.11; range: 0.024-0.38%) in agreement with
previous results from our group and others (refs. 8-10; Supplementary
Table S2). Of note, all plasma-tissue discordant cases had liver
metastasis. A mutation in BRAF was detected baseline by NGS (VAF
4.35%) in one patient.

Although the number of patients with RAS/BRAF ctDNA mutations
was very low, we next sought to find a threshold or a range in baseline
RAS/BRAF mutation frequency in the blood of patients that best
predicted resistance to anti-EGFR therapy. Detection of RAS/BRAF
mutations were not associated with worse ORR or CBR at any VAF
cutoff. RAS/BRAF mutations at VAF 1% cutoff discriminated well for
PFS, although it did not reach statistical significance (16.0 months vs.
7.0 months; HR = 0.753; 95% CI, 0.47-1.2; P = 0.230; Supplementary
Table S3).

Early changes in trunk mutation to predict early response to
chemotherapy plus cetuximab

Because trunk mutations (the most frequently detected mutation
within a specific plasma sample) are potentially present in all tumor
cells, we used trunk mutations as a surrogate marker of total tumor
burden, and analyzed the association between trunk mutations (base-
line, C3, and changes between both timepoints) and clinical outcome.
The most frequently detected trunk mutations (hereafter referred as
trunk_ctDNA) at baseline were TP53 (41.7% of patients) and APC
(28.3%), and at C3 was TP53 (45.8%; Fig. 2C). The median VAF for
trunk_ctDNA decreased from 25.0% (range, 0.11-88.6%) at baseline to
1.0% (range, 0.12-68.0%) at C3 (P = 0.003).

Baseline trunk_ctDNA was not prognostic nor predictive
of clinical benefit to therapy (Fig. 2D; Supplementary Table S4).
In contrast, detection of trunk_ctDNA at C3 was predictive
of response to chemotherapy plus cetuximab (CBR 95.7% vs.
79.2%, P = 0.04 for trunk_ctDNA non-detected vs. detected;
Supplementary Table S4). Moreover, the capacity of liquid biopsy
to assess clinical benefit increased when taking into consideration
the dynamics of trunk_ctDNA between baseline and C3. Radiologic
response as assessed by RECIST v1.1 correlated with the percentage
of change in trunk_ctDNA fraction. Accordingly, patients with
clinical benefit had a median decrease in trunk_ctDNA of —81.5%
compared with a median trunk_ctDNA increase of +31.9% in patients
with progressive disease (P = 0.003). Similarly, a decrease in
trunk_ctDNA fraction was significantly associated with longer PFS
(18 month vs. 4 months; HR = 0.23; 95% CI, 0.09-0.57; P = 0.001). OS
was numerically higher for patients with trunk_ctDNA decrease
compared with patients with trunk_ctDNA increase (28.6 months vs.
10.5 months, respectively; HR, 1.36; 95% CI, 0.41-4.54; P = 0.615;
Supplementary Table S5).

We then aimed at finding a cutoff in the change of trunk_ctDNA
that most accurately predicted benefit to chemotherapy plus anti-
EGFR moAb in PLATFORM-B patients. The best cutoff to
discriminate for PFS was “any decrease” in the VAF of trunk-
ctDNA as compared with “any increase or no change” in the VAF of
trunk_ctDNA (Supplementary Table S6).

Early mutations of resistance to predict unresponsiveness to
chemotherapy plus cetuximab

Previous cohorts of patients have shown the emergence of subclones
of resistance in the blood of patients treated with anti-EGFR
therapy (8, 17-19). NGS analysis of ctDNA from PLATFORM-B
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patients revealed that RAS mutations emerged at C3 in one patient
(KRAS p.G12C mutation; VAF 0.9%), persisted in 3 patients and
cleared in 4 patients. A mutation in BRAF'*°® persisted at C3
(Supplementary Table S7). No other mutations of acquired resistance
were detected at baseline or at C3.

To identify changes in the clonality of RAS and BRAF mutations
during anti-EGFR therapy, we analyzed the fraction of RAS/BRAF
mutations relative to the trunk mutation in the sample (relative VAF,
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rVAF; ref. 20). An increase in the rVAF of RAS/BRAF mutations was
observed in 4 patients at C3 (pt#05, pt#08, pt#12, pt#13; Fig. 3A),
whereas a decrease or stabilization was observed in the other 5 (pt#01,
pt#02, pt#03, pt#06, pt#07; Fig. 3B; Supplementary Table S7). To
characterize long-term clonal dynamics under anti-EGFR selective
pressure, we exploited banked plasma samples from other time-points
including plasma at first evaluation of response and at radiological
progression from these 9 patients. An increase in the rVAF of RAS/
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Fishplots of RAS/BRAF somatic variants’ clonal evolution, as detected by NGS at baseline (BL), cycle 3 (C3), first evaluation by CT scan (Ist CT), and at progression of
disease (PD) from 9 patients with RAS/BRAF mutations detected in ctDNA. A, Patients with decrease in the relative fraction of RAS/BRAF mutations of resistance at
C3 were good responders to treatment, whereas (B) patients with an increase in the relative fraction of RAS/BRAF mutations of resistance at C3 were rapid

progressors to chemotherapy plus cetuximab.

BRAF mutations of resistance at C3 was predictive of progressive
clonal expansion of that specific RAS/BRAF mutation during anti-
EGEFR therapy until PD. On the contrary, in the 5 patients with a
decrease in RAS/BRAF rVAF at C3, the RAS subclone did not
necessarily expand and other genomic mechanisms of acquired resis-
tance were uncovered, which emerged later during the course of anti-
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EGFR. These late-emerging mutations of acquired resistance, mainly
mutations in EGFR-ECD, had low VAFs and coexisted, suggesting
subclonality (Fig. 3A).

A lower CBR was observed in the subgroup of patients
with an increase in RAS/BRAF rVAF at C3 (50.0% vs. 91.2%,
P =0.061). Patients with an increase in RAS/BRAF relative fraction
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had shorter PFS as compared with patients with a decrease in
RAS/BRAF relative fraction at C3 (HR, 10.54; 95% CI, 3.13-35.50;
P <0.001). No differences in OS were observed (HR, 1.29; 95% CI,
0.39-4.23; P = 0.672; Supplementary Table S8).

Combined analysis of early changes in trunk mutation and
mutations of resistance to predict response to chemotherapy
plus cetuximab

To take advantage of the full capacity of ctDNA to evaluate early
molecular response, we integrated data on total disease burden eval-
uation together with data on early expansion of subclones of resistance.
Patients were grouped according to “early molecular response”
(decrease in trunk_ctDNA and decrease in RAS/BRAF relative fraction
at C3) and “early molecular progression” (increase in trunk_ctDNA
and/or increase in RAS/BRAF relative fraction at C3). Patients with
early molecular response had a higher ORR and CBR as compared with
patients with early molecular progression (77.5% vs. 25%, P = 0.008
and 92.5% vs. 62.5%, P = 0.061 respectively; Fig. 4A). PFS was
statistically longer in patients with early molecular response compared
with patients with early molecular progression (HR, 0.18; 95% CI,
0.078-0.42; P <0.001; Fig. 4B). No differences in OS were observed
(HR, 0.92; 95% CI, 0.35-2.40; P = 0.856). Because laterality is an
independent prognostic and predictive factor of response to anti-
EGFR treatment in mCRC (21), we included primary tumor location as
a potential confounding factor in a multivariable Cox regression
analysis. Early molecular response was a significant predictive factor
of response after adjusting by primary tumor location (adjusted HR,
0.16; 95% CI, 0.070-0.388; P < 0.001) confirming that laterality is not a
confounding factor in early molecular response evaluation.

Discussion

PLATFORM-B is the first prospective study to assess the clinical
utility of early liquid biopsies in patients with tissue RAS wt mCRC
treated with first-line chemotherapy plus cetuximab. By using a
comprehensive NGS-based approach, we show that an integrative
dual assessment in ctDNA—that includes early changes in trunk
mutation and in resistant mutations to anti-EGFR—detects early
response to treatment and predicts clinical benefit as assessed by
traditional radiological criteria. Patients with “early molecular
response” in ctDNA, described as a decrease in trunk mutation (as
asurrogate of total tumor burden) and a decrease in RAS/BRAF relative
fraction at C3, resulted in longer progression free survival and a
higher objective response rate compared with patients with “early
molecular progression” (median PFS 18.84 months vs. 5.58 months;
HR, 0.18, P < 0.001; ORR, 77.5% vs. 25%, P = 0.008).

Anti-EGFR therapy is recommended in combination with chemo-
therapy for the first line treatment of patients with RAS wt mCRC.
However, approximately 15% of patients are rapid progressors and do
not derive a clinical benefit as assessed by the standard RECIST
radiological criteria (1, 22). This study detects 15% of “early molecular
progressors” after two cycles of chemotherapy, which correlates with
the rapid progressors in the radiologic evaluation performed later at
Cé6. Early detection of rapid progressors is crucial to avoid overtreating
patients with therapies that do not derive a clinical benefit and
associate treatment-related toxicities.

ctDNA offers the potential to characterize the course of mCRC
in a minimally invasive way to guide patient treatment. The concor-
dance between tissue and plasma mutation detection has largely
been demonstrated (8-10, 23). Moreover, serial genomic profiling
of ctDNA provides a real-time comprehensive characterization
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on clonal evolution, specifically the emergence of mutations of
acquired resistance in patients treated with anti-EGFR therapy
(4, 6, 8, 17-19). Recent studies also suggest that total ctDNA may be
used to monitor response to chemotherapy (13-15). However, no
studies have characterized the potential use of ctDNA to monitor
response in patients with mCRC treated with first-line chemotherapy
plus anti-EGFR therapy. This approach should integrate information
on total ctDNA (assessed by trunk mutations) together with infor-
mation on clonal evolution from mutations of resistance. In the
PLATFORM-B study, longitudinal analysis of plasma samples
revealed that RAS/BRAF clones detected early at C3 did not behave
the same and did not have the same clinical meaning. In patients
with an increase in RAS/BRAF rVAF at C3, the RAS/BRAF mutant
clone progressively expanded during treatment until PD, and
correlated with shorter PES. On the contrary, in patients with
no increase in RAS/BRAF rVAF at C3, the RAS/BRAF subclone
did not expand during treatment and was not necessarily the
main clone emerging at PD but instead coexisted with other subclones
of resistance (mainly EGFR-ECD mutations); in these patients PFS
was longer.

The emergence of mutations of resistance is the major limitation
to effective targeted therapies. As expected, all early mutations of
resistance detected in patients treated with anti-EGFR therapy were
RAS/BRAF mutations, whereas EGFR-ECD mutations emerged
later during EGFR blockade. This is in line with previous results
that show that not all mutations of resistance to EGFR are created
equal and that resistance to anti-EGFR therapy occurs in multiple
waves of clonal expansion. Although RAS mutations are selected
under environmental stress and rapidly expand under anti-EGFR
pressure, EGFR-ECD subclones emerge lately during drug-driven
tumor evolution (2, 4, 18, 19). Altogether, this ultimately leads to
detection of subclones carrying multiple mutations of resistance, as
confirmed in our study.

Although most studies use dPCR to interrogate plasma-specific
mutations previously detected in tumor tissue (13-15), we used a NGS
tissue-agnostic strategy evaluating the most common mutations in
colorectal cancer. The use of dPCR to cherry-pick one or two muta-
tions found in tissue is a difficult strategy to use in daily clinical practice
and limited to a biased view of tumor biology. The use of a larger panel
allows to integrate data from trunk mutations (usually TP53 and APC)
as well as mutations of resistance to anti-EGFR treatment (RAS, BRAF,
EGFR-ECD, and MAP2KI) increasing the probability of baseline
ctDNA detection as well as a comprehensive evaluation of tumor
dynamics and clonal evolution. Interestingly, despite a dramatic
improvement in NGS technology in the recent years, 27.7% of patients
in our study were ctDNA negative at baseline. We and others have
previously described that ctDNA may be undetectable when tumor
shedding is scarce (i.e., primary tumor removed, small lung metastasis,
or exclusive peritoneum disease) or when therapy stabilizes tumor
growth (8-10). Removal of the primary tumor was related to ctDNA
detection in this study.

With the aim of improving the molecular selection of patients with
mCRGC, several works have attempted at defining threshold or range in
baseline ctDNA RAS mutation frequency to better select patients to be
treated with anti-EGFR therapy (15, 24-26). Results have been dis-
parate and inherently affected by the explored cohort and the used
technology. It is known that ctDNA dPCR techniques offer higher
levels of sensitivity to detect ctDNA mutations compared with
NGS (27, 28) but a lower threshold of ctDNA detection does not
necessarily confer an improvement in patient’ response to anti-EGFR
treatment, as seen in tissue testing (29). In our work we show that, in a
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selected population of patients with tissue RASwt mCRC, baseline RAS
mutations preclude patients from responding to chemotherapy plus
cetuximab. Interestingly, although a small number of patients with
RAS/BRAF mutations, a VAF of 1% numerically discriminated for PFS.
This may suggest that resistant mutations detected at very low VAF
represent small subclones of the total tumor burden which do not
predict unresponsiveness to anti-EGFR treatment, although our study
is limited by a low number of patients with ctDNA RAS mutant and
results should be confirmed in larger studies. Similarly, we aimed at
finding a percentage of change in ctDNA to predict clinical outcome as
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shown in previous works (13-15) but found that any decrease in
the trunk mutation rather than a specific threshold was predictive of
treatment efficacy. Defining a general and common cut-off value
as a marker of response may be biased by specific characteristics of
the explored cohort and the used technology than to the tumor’s
biology. On the contrary, ctDNA concentration and changes during
treatment is intrinsic to a specific patient and tumor. Thus,
a relative change in c¢tDNA within a patient during treatment
is potentially a more accurate and realistic approach to be used
in the clinics.
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This study is mainly limited by the size of the cohort and the
small subset of enrolled patients with available ctDNA paired
samples. This was due to pre-analytic limitations based on blood
collection of each participant center and the genomic coverage of
the NGS panel used. Moreover, MMR and tissue BRAF status was
not determined in the study, according to ESMO recommendations
at the time the protocol was written (1).

Altogether, the PLATFORM-B study validates the role of early
liquid biopsy to further refine patient selection by integrating
information on changes in total disease burden and mutations of
acquired resistance. The capacity of predicting clinical outcome
after only two cycles of treatment sets the basis for prospective
clinical trials evaluating early ctDNA-guided treatment decisions in
patients with first-line mCRC receiving chemotherapy plus cetux-
imab with the aim of increasing the chance of potential benefit and
reducing unnecessary toxicity from an ineffective therapy. Clinical
trials should evaluate the survival impact of an early treatment
switch based on early molecular response.
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Supplementary Table 1. Association between baseline total ctDNA detection and clinico-

pathological characteristics in mCRC patients treated within the PLATFORM-B study.

Clinical variable Patients with Patients without ctDNA P-value
ctDNA detection detection
N (%) N (%)

Sex 0.503
Male 37 (69.8) 16 (30.2)
Female 23 (76.7) 7(23.3)

Primary site of disease 0.496
Left 50 (70.4) 21 (29.6)
Right 10 (83.3) 2 (16.7)

Primary tumour resected 0.007
Yes 13 (52.0) 12 (48.0)
No 47 (81.0) 11 (19.0)

Number of metastatic sites 0.920
lor2 49 (72.1) 19 (27.9)
3 or more 11 (73.3) 4(26.7)

Abdominal limited disease 1.000
Yes 25 (65.8) 13 (34.2)
No 35(77.8) 10 (22.2)

Thoracic limited disease 1.000
Yes 2 (66.7) 1(33.3)
No 58 (72.5) 22 (27.5)

Peritoneum limited disease 0.306
Yes 2 (50%) 2 (50%)
No 58 (73.4%) 21 (26.6%)

Node only metastasis 0.557
Yes 3 (100%) 0 (0%)

No 57 (71.3%) 23 (28.7%)




Supplementary Table 2. RAS and BRAF mutations detected at baseline by dPCR and NGS.

Patient dPCR VAF NGS VAF NGS RAS
RAS dPCR RAS/BRAF RAS/BRAF | mutational
mutation RAS mutation mutation status in
mutation tissue
samples
analysed by
the central
laboratory
01 KRAS12 0.378% KRAS G12A 0.9% WT
02 KRAS12 0.139% KRAS G12V 0.615% WT
03 KRAS12 0.031% KRAS G12D 0.0646% Mutated
04 KRAS12 0.024% ND - WT
05 KRAS146 53.15% KRAS A146P 83.01% Mutated
06 KRAS146 38.34% KRAS A146T 48.82% Mutated
07 NRAS12 20.73% NRAS G12D 6.43% Mutated
08 NRAS61 6.9% NRAS Q61L 23.26% Mutated
09 NRAS61 0.0379% ND - WT
10 NRAS146 | 0.0179% ND - NA
11 NRAS12 0.108% NA NA WT
12 ND - BRAF V600E 4.35% NA
NA: not available; ND: not detected




Supplementary Table 3. Tumor response and survival outcomes according to baseline ctDNA

RAS detection assessed by NGS considering different VAF cut-offs in mCRC patients treated

with chemotherapy anti-EGFR.

VAF cut-off >0.01% >0.1% >1%
WT MUT WT MUT WT MUT
Baseline N=175 N=8 N=176 N=7 N=178 N=5
Overall response 48 (64.0) 5(62.5) 49 (64.5) 4 (57.1) 50 (64.1) 3 (60.0)
rate, n (%)
P 1.000 1.000 1.000
Clinical benefit 60 (80.0) 7 (87.5) 61 (80.3) 6 (85.7) 63 (80.8) 4 (80.0)
rate, n (%)
P 0.696 1.000 1.000
Progression free
survival
Median 16.0 104 16.0 17.9 16.0 7.0
HR (95% CI) 0.69 (0.33-1.47) 0.86 (0.58-1.28) 0.753 (0.47-1.20)
P 0.336 0.450 0.230
Overall survival
Median 273 18.0 25.0 23.1 25.0 18.0
HR (95% CI) 0.92 (0.40-2.15) 1.03 (0.65-1.64) 0.84 (0.50-1.40)
P 0.850 0.891 0.510

Clinical benefit rate (Complete response + Partial response + Stable disease for >16 weeks)

CI= confidence interval; MUT= mutated; WT= wild-type



Supplementary Table 4. Tumor response and survival according to detection of ctDNA trunk

mutations at baseline and C3, as assessed by NGS.

Baseline

C3

Detected Non-detected Non-detected
ctDNA ctDNA Detected ONA " ctpNa
N=60 N=23 N=47
Clinical benefit rate, n 49 (81.7) 18 (78.2) 19 (79.2) 45 (95.7)
(%)
P P=0.472 P=0.040
Progression free survival
Median 17.8 11.3 10.0 19.0
HR (95% CI) 1.16 (0.65-2.10) 0.38 (0.21-0.68)
P 0.615 0.001
Overall survival
Median 25.0 20.4 17.5 40.6
HR (95% CI) 0.91 (0.50-1.66) 0.52 (0.28-0.95)
P 0.759 0.031




Supplementary Table 5. Tumor response and survival according to change in VAF of trunk

mutation.
Decrease VAF Increase VAF trunk mutation
trunk mutation N=6
N=42
Clinical benefit rate, n (%) 39 (92.9) 3(50.0)
P P=0.020
Progression free survival
Median 18.0 4.0
HR (95% CI) 0.23 (0.09-0.57)
P 0.001
Overall survival
Median 28.6 10.5
HR (95% CI) 1.4 (0.41-4.5)
P 0.615




Supplementary Table 6. Progression-free survival according to different cutoff of change in
the VAF of the trunk mutation detected in baseline and C3 plasma sample in patients treated

with chemotherapy plus cetuximab.

VAF reduction cut-off Below Above

Any decrease PFS N 6 42
Median 4.0 18.0
HR (95% CI) 0.23 (0.09-0.57)
P 0.001

2 1% PFS N 6 42
Median 4.0 18.0
HR (95% CI) 0.23 (0.09-0.57)
P 0.001

210% PFS N 7 41
Median 5.6 17.9
HR (95% CI) 0.24 (0.09-0.60)
P 0.002

230% PFS N 8 40
Median 5.6 18.0
HR (95% CI) 0.23 (0.09-0.56)
P 0.001

Only patients with a least one sample with ctDNA detected (48 of 61 patients with samples).



Supplementary Table 7. Clonal dynamics in patients with baseline RAS/BRAF mutations.

Patie | Mutatio Mu t‘a] t?(ﬂls at Mutatio Mut:t?(ﬂls at Mutations | VAF Mutations Mutatio Mu t:t?(}:’ls at
nt ID | ns at BL BL (%) ns at C3 C3 (%) at 1st CT | at 1st CT (%) | ns at PD PD (%)
KRAS 09 KRAS 0 KRAS 0 KRAS 0
G12A : GI12A GI12A G12A
01 SMAD4 114 SMAD4 0 SMAD4 0 SMAD4 0
G386D G386D G386D G386D
TP53
C238T 0.1221
KRAS KRAS KRAS KRAS
G12vV 0.615 G12v 0 G12vV 0 G12v 0.7558
KRAS
Q61H 10.2118
NRAS
Gl2C 1.0101
NRAS
Q61K 0.9009
NRAS
Q61R 0.4308
KRASG L 0302
02 .
MAP2K
1 K57T 0.1499
EGFR
S499R 0.2093
EGFR
S492R 0.1046
KRAS
Q61T 0.0627
KRAS
G12S 0.0755
TP53
M2371 0.51
KRAS 0.0646 KRAS 0 KRAS KRAS
G12A ’ GI12A GI2A 0 GI12A 3.25
FBXW7 2628 FBXW7 0 FBXW7 FBXW7
03 A465H ) A465H A465H 0 A465H 1.8
MAP2K
1L57A 8.8
TP53
A249S 0.102
PIK3CA 5574 PIK3CA 305 PIK3CA PIK3CA
G545L . G545L o G545L 14.68 G545L 18.48
APC 2474 APC 3 APC APC
T1493fs . T1493fs T1493fs 40.95 T1493fs 3.31
KRAS KRAS KRAS KRAS
05 Al46P 83.01 Al46P 44.07 A146P 27.64 Al46P 31.21
KRAS KRAS
G61H 0.19 G61H 0.1611
KRAS KRAS
GI12A 0.1247 G12A 0
KRAS KRAS KRAS KRAS
% | A146T 48.82 AL46T 044 AL46T 0 Al46T | 17857
NRAS 6.43 NRAS 0 NRAS NRAS
07 G12D ’ G12D G12D 0 G12D 0
TP53 TP53
T220H 0.21 T220H 0.1489




PIK3CA
M10431 0.0564
NRAS 2396 NRAS 018 NRAS NRAS
Q61L Q61L Q61L 1.1 Q61L 8.01
TP53 TP53 TP53 P53
08 1 A138V 20.63 A138V 0.15 A138V 0.86 A138V 751
TP53
G245S 0.0823
BRAF BRAT
V600E 4.35 V600E 23.56
TP53
12 | pomc 8.059 TP53 2322
GNAS
RIC 19.1638 GNAS 54.24
KRAS KRAS
B Giac 0 Gl12C 09
TP53 TP53
Y234C 0 Y234C 0.32

ID: identification; VAF: Variant allele fraction; BL: baseline; C3: cycle 3; 1% CT: first evaluation of response by
CT scan; PD: Progression disease. Grey boxes: non available samples due to progression at first evaluation of
response close to C3



Supplementary Table 8. Tumor response and survival according to early changes in mutations

of resistance (RAS/BRAF) in the blood of patients.

Absence/Decrease Increase RAS/BRAF rVAF
in RAS/BRAF N=4
rVAF
N=57
Clinical benefit rate, n (%) 52 (91.2) 2 (50.0)
P P=0.061
Progression free survival
Median 18.0 4.0
HR (95% CI) 10.54 (3.13-35.50)
P <0.001
Overall survival
Median 32.7 17.5
HR (95% CI) 1.29 (0.39-4.23)
P 0.672
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RESUM

Antecedents: el tractament neoadjuvant total (TNT) és una estratégia valida per als
pacients amb cancer de recte localment avancat (CRLA) d’alt risc. Els biomarcadors
de resposta al TNT son una necessitat clinica no satisfeta. El nostre objectiu és de-
terminar el valor de 'ADNCct per predir la resposta, la recurréncia i la supervivéncia
global en pacients amb CRLA tractats amb TNT.

Pacients i métodes: I'estudi GEMCAD 1402 és un assaig clinic aleatoritzat i multi-
centric fase Il que va aleatoritzar 180 pacients amb CRLA a rebre tractament amb
MFOLFOX6 +/- Aflibercept seguit de QRT i cirurgia. Les mostres de plasma es van
recollir previ inici de tractament (basal) i després del TNT dins de les 48h abans de la
cirurgia (pre-cirurgia). Per a I'estudi de I’ADNct es va utilitzar un assaig de NGS ultra-
sensible que integra un analisi gendmic i epigenomic. Els resultats de 'ADNct es van
correlacionar amb variables de resposta local del tumor a la mostra de la cirurgia,
recurrencia local i sistémica i supervivencia global.

Resultats: es van incloure 144 mostres de plasma aparellades de 72 pacients. CADNct
es va detectar en el 83% dels pacients a la mostra basal i en el 15% després de TNT
(pre-cirurgia). No es va trobar cap associacio entre I'estat de 'ADNct i la resposta
patologica del tumor rectal. La preséncia d’ADNct abans de la cirurgia es va associar
amb major risc de recurréncia sistemica, una supervivencia lliure de malaltia més
curta (HR=4 p=0.033) i una supervivencia global més curta (HR=23 p <0, 0001) com-
parat amb aquells pacients amb ADNct negatiu després del TNT.

Conclusié: en pacients amb CRLA tractats amb TNT, 'ADNct preoperatori detecta la
preséncia de malaltia minima metastatica (MMM) identificant aquells pacients amb
elevat risc de recurréncia a distancia i mort. Aquest estudi estableix les bases per a
assaigs clinics prospectius que utilitzen la biopsia liquida per personalitzar I'enfoca-
ment terapéutic després del TNT.
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Clinical Impact of Presurgery Circulating Tumor DNA

after Total Neoadjuvant Treatment in Locally Advanced

Check for
updates

Rectal Cancer: A Biomarker Study from the GEMCAD 1402

Trial

Joana Vidal', David Casadevall', Beatriz Bellosillo?, Carles Pericay®, Rocio Garcia-Carbonero?,
Ferran Losa®, Laia Layos®, Vicente Alonso’, Jaume Capdevila®, Javier Gallego®, Ruth Vera'®,
Antonieta Salud", Marta Martin-Richard™, Miguel Nogué'®, Elena Cilldn', Joan Maurel™, Iris Faull'®,
Victoria Raymond'®, Carlos Fernandez-Martos", and Clara Montagut'

ST R,

Purpose: Total neoadjuvant treatment (TNT) is a valid strategy
for patients with high-risk locally advanced rectal cancer (LARC).
Biomarkers of response to TNT are an unmet clinical need. We
aimed to determine the value of circulating tumor DNA (ctDNA) to
predict tumor response, recurrence, and survival in patients with
LARC treated with TNT.

Experimental Design: The GEMCAD 1402 was a phase II
randomized, multicentric clinical trial that randomized 180 patients
with LARC to modified schedule of fluorouracil, leucovorin, and
oxaliplatin (mFOLFOX6) +/— aflibercept, followed by chemora-
diation and surgery. Plasma samples were collected at baseline and
after TNT within 48 hours before surgery (presurgery). An ultra-
sensitive assay that integrates genomic and epigenomic cancer
signatures was used to assess ctDNA status. ctDNA results were

Introduction

Preoperative administration of systemic chemotherapy, either
before or after chemoradiation (CRT) or short-course radiation,
also known as total neoadjuvant therapy (TNT), is a standard
strategy to treat high-risk locally advanced rectal cancer (LARC).
Compared with the conventional preoperative CRT followed by
surgery and postoperative adjuvant chemotherapy, the TNT strat-
egy demonstrated better toxicity profile and compliance with the
systemic treatment without compromising local efficacy (1). More
recently, two phase III trials have shown that TNT is associated
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correlated with variables of local tumor response in the surgery
sample, local/systemic recurrence, and survival.

Results: A total of 144 paired plasma samples from 72 patients
were included. ctDNA was detectable in 83% of patients at baseline
and in 15% following TNT (presurgery). No association was found
between ctDNA status and pathologic response. Detectable presur-
gery ctDNA was significantly associated with systemic recurrence,
shorter disease-free survival (HR, 4; P = 0.033), and shorter overall
survival (HR, 23; P < 0.0001).

Conclusions: In patients with LARC treated with TNT, presur-
gery ctDNA detected minimal metastatic disease identifying
patients at high risk of distant recurrence and death. This study
sets the basis for prospective clinical trials that use liquid biopsy to
personalize the therapeutic approach following TNT.

with higher pathologic complete response (pCR) rates and longer
disease-free survival (DFS) or disease-related treatment fail-
ure (2, 3). Distant metastases, which potentially arise from systemic
minimal residual disease (MRD) after surgery, undetectable by
clinical examination, continue to be the main cause of treatment
failure (1-3). While the value of pCR as a surrogate marker for
survival is controversial, the neoadjuvant rectal (NAR) score (4-6)
has recently been validated as a surrogate marker for DFS (6, 7).
However, the NAR score is calculated after performing the rectal
surgery because it integrates pathologic results from the tumor
surgical specimen. Hence, presurgical identification of patients
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'®Guardant Health, Redwood City, California. ”Department of Medical Oncology,
Hospital Quiron Salud, Valencia, Spain.

Note: Supplementary data for this article are available at Clinical Cancer
Research Online (http://clincancerres.aacrjournals.org/).

Corresponding Authors: Clara Montagut, Department of Medical Oncology,
Hospital del Mar - IMIM, Passeig Maritim 25-29, Barcelona 08003, Spain.
Phone: 349-3248-3137; E-mail: cmontagut@hospitaldelmar.cat; and Carlos
Fernandez-Martos, Department of Medical Oncology, Hospital Quiron Salud,
Av. de Blasco Ibanez, 14, Valencia 46010, Spain. Phone: 349-6369-0600; E-mail:
carlosfmartos@initiaoncologia.com

Clin Cancer Res 202T;XX:XX-XX
doi: 10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

©2021 American Association for Cancer Research.

American Association
for Cancer Research

AAC

AACRJournals.org | OF1

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on April 14, 2021. © 2021 American Association for Cancer
Research.



Published OnlineFirst March 16, 2021; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

Vidal et al.

Translational Relevance

Total neoadjuvant therapy (TNT) is a valid strategy for patients
withlocally advanced rectal cancer (LARC) that may be followed by
a watch-and-wait approach in selected patients. However, 30% of
patients will still develop metastasis and die. In this prospective
biomarker study, we assessed the role of circulating tumor DNA
(ctDNA) before rectal surgery to predict response to TNT, relapse,
and survival in patients with LARC. Using an ultrasensitive ctDNA
assay that integrates genomic and epigenomic signatures, we found
that presurgery ctDNA significantly identifies subjects at high risk
of distant recurrence and death. On the contrary, presurgery
ctDNA does not accurately predict local tumor response after
TNT. Our data support the role of ctDNA as a biomarker of
systemic minimal metastatic disease (MMD) rather than local
tumor control, setting the basis for the design of prospective clinical
trials to personalize the therapeutic approach in patients with
LARC treated with TNT.

with minimal metastatic disease (MMD) who are potentially likely
to recur at distant sites remains a challenge.

Several studies suggest that in patients who achieve a clinical
complete response after administration of TNT, a close surveillance
strategy [so called, nonoperative management (NOM) or watch-and-
wait approach] is an acceptable alternative to rectal surgery, with the
benefits of a proctectomy sparing approach (8). Biomarkers to select
patients who are good candidates for a NOM strategy are not yet
identified.

Circulating tumor DNA (ctDNA) analysis in patients with
advanced solid tumors is a diagnostic alternative to traditional tissue
molecular testing, with proven clinical utility (9-12). Emerging data
support the use of ctDNA in patients with early-stage disease, treated
with curative intent, to assess for MRD (12). Studies have shown that
the presence of ctDNA is strongly associated with recurrence after
curative treatment in localized tumors (13-15).

Our group completed a phase IT randomized trial with the aim of
examining the effect of an induction chemotherapy treatment with
or without aflibercept plus a modified schedule of fluorouracil,
leucovorin, and oxaliplatin (mFOLFOX6), followed by standard
CRT and total mesorectal excision (TME) surgery in patients with
high-risk LARC treated with TNT in this trial. Early clinical results
have been recently reported (15). Here, we report on a preplanned
biomarker study of ctDNA in patients that participated in the
substudy. The primary aim was to evaluate the association of
baseline and post-TNT (presurgery) ctDNA status with clinical
outcome markers, including pCR, NAR score, DFS, site of recur-
rence, and overall survival (OS).

Materials and Methods

Study design and participants

GEMCAD 1402 was an investigator-initiated phase II random-
ized trial, which recruited patients with high-risk LARC from 20
Spanish hospitals (16). The trial protocol was approved by the
respective ethics committees of all participating institutions, and
written informed consent was obtained from all patients prior to
participation in the study. The study was conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki and followed the Consolidated
Standards of Reporting Trials.

OF2 Clin Cancer Res; 2021

The eligibility criteria included patients ages 18-75 years with histo-
logically confirmed rectal adenocarcinoma, with an inferior margin
distal border below the peritoneal reflection. High-risk LARC was
considered on the basis of high-resolution MRI clinical (c) staging.
Tumors included were: (i) ¢T3 low-lying tumor at or below the ele-
vators; (ii) ¢T3 tumors in the middle-third position extending 5 mm or
more into the perirectal fat, or the presence of extramural venous
invasion; (iii) ¢T3 tumors both at the distal- and middle-third positions
with lymph node extending to within 1 mm of or beyond the mesorectal
fascia; and (iv) any cT4 or ctN2 tumors. Baseline thoracic and abdominal
chemotherapy scan confirmed the absence of distant metastasis.

Patients were randomly assigned in a 2:1 ratio to arm A (induc-
tion chemotherapy with aflibercept plus mFOLFOX6) or arm B
(induction chemotherapy with mFOLFOX6 alone). Both schemes
were administered for six cycles, followed by 5 weeks of CRT with
capecitabine. TME surgery was performed at 6-8 weeks after CRT
completion in both treatment arms. The primary endpoint of the
main study was the pCR rate defined as the absence of viable tumor
cells in the primary tumor and lymph nodes (ypTOypNO). Second-
ary endpoints included 3-year DFS and OS. Study protocol is
available in Supplementary Data SI.

Serum carcinoembryonic antigen (CEA) level was collected at
baseline and before surgery and measured by the local diagnostic
laboratory at each participating site, with CEA concentrations of less
than 5 ng/mL considered within reference range. Following comple-
tion of therapy, surveillance was performed according to standard of
care, which included 3-monthly clinical review and CEA level and
annual imaging for 3 years.

Biomarker substudy design and blood sample collection

The primary aim was to evaluate the association of ctDNA status
with clinical outcome markers, including pCR, NAR score, DFS, site of
recurrence, and OS. An independent written informed consent was
obtained from all patients prior to participation in the biomarker
substudy.

As per study design, blood samples were obtained from all
patients prior to initiation of induction chemotherapy with mFOL-
FOX6 +/— aflibercept (baseline), and after completing all TNTs
within 48 hours before surgery (presurgery). At each collection
timepoint, 9-10 mL of whole blood was drawn into EDTA whole-
blood collection tubes and centrifuged at 3,200 rpm for 15 minutes
within the 3 hours after extraction. Plasma was aliquoted into 2 mL
cryotubes for storage at —80°C. Samples were processed and
aliquoted in each participant center.

Between January 2015 and March 2017, 180 patients were enrolled
in the GEMCAD 1402 clinical trial and randomized to arm A
(induction aflibercept plus mFOLFOX6 followed by CRT; n = 115)
or arm B (induction mFOLFOX6 followed by CRT; n = 65). Patients
with paired baseline and presurgery plasma samples and enough
plasma quantity in both timepoints were selected for the biomarker
substudy.

ctDNA analysis

The ctDNA assay selected for this study was a single-sample next-
generation sequencing-based in vitro diagnostic assay validated for
qualitative detection of cancer-derived cell-free DNA (cfDNA) in
patients with colorectal cancer following resection and completion of
standard-of-care therapy (MRD). The assay was performed in a single
College of American Pathologists (CAP)-accredited and Clinical Lab-
oratory Improvement Amendments—certified laboratory (LUNAR-1/
Guardant Reveal Guardant Health). This ctDNA test integrated
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assessment of somatic alterations with an epigenomic cancer signature
to return a result of either ctDNA detected or ctDNA not detected
without a priori knowledge of tumor mutational status.

Briefly, whole blood was collected in EDTA or Streck blood
collection tubes and ctDNA was extracted from isolated plasma as
described previously (11). ctDNA fragments were then partitioned on
the basis of DNA methylation level, barcoded, pooled, and sequenced
using a 500 kb panel targeting both somatic and epigenomic regions.
Sequencing data files were analyzed using a proprietary bioinformatics
pipeline software to detect the presence of ctDNA based on genomic
variation and epigenomic signals, and to exclude common sources of
interference, such as clonal hematopoiesis of indeterminate potential
(CHIP), using a proprietary bioinformatics caller (17). This integrated
approach alleviates the need for tumor tissue sequencing and creation
of bespoke panels and the need for white blood cell sequencing for
assessment of CHIP.

Minimum plasma volume for this ctDNA assay was 4 mL with the
goal of at least 10 ng of extracted cfDNA. Given the plasma volume in
this cohort was below the minimum plasma volume, a pilot feasibility
analysis was completed on paired samples from three subjects to
ensure sufficient sample quality prior to full-cohort analysis. This
pilot analysis assessed cfDNA yield and diversity, sample contamina-
tion, and quality of sequencing reads with the aim of determining
sample quality prior to exhausting study samples for full analysis. All
ctDNA analyses were performed blind to the treatment regimen and
clinical outcomes.

Statistical analysis

DFS was defined as the time from randomization until recur-
rence, second primary tumor, or death, whichever occurred first,
independently of whether patient underwent surgery or not. OS was
defined as the time from randomization to death from any cause.
The NAR score was developed as a composite short-term endpoint
for clinical trials involving neoadjuvant therapy for rectal cancer
and was calculated on the basis of clinical (c)T stage (1-4),
pathologic (p)T stage (0-4), and pN stage (0-2; Supplementary
Data S2). The NAR formula gives a relative weight of five for pN and
three for downstaging of T and serves as a pseudocontinuous
variable with 24 possible discrete scores from 0 to 100, with higher
scores representing a poorer prognosis. On the basis of tertiles, NAR
score was validated using the NSABP R-04 clinical trial patient
dataset, categorizing the observed scores as low, intermediate, or
high (4).

To compare the overall study cohort with the biomarker substudy
cohort and identify any statistically significant differences, patient
baseline characteristics and clinical outcomes were assessed using x”
and Fisher exact test for categorical variables, Spearman and Kendall
tau correlations for ordinal variables, and t tests and Mann-Whitney
(rank sum) test for continuous variables. Differences in survival times
were estimated using the Kaplan-Meier method and the log-rank test.
HRs were estimated by Cox proportional hazards models. ctDNA
results from both study arms were analyzed together.

Data analysis was performed using R software version 3.6.3
or higher. The threshold for statistical significance was established
at P < 0.05.

Results

Biomarker substudy flowchart is summarized in Fig. 1. Paired
plasma samples at baseline and after completing TNT (presurgery)
were collected from 86 patients (47%) from both treatment arms. After
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processing, enough plasma at both timepoints was obtained from 72
patients (144 samples) that were included in the biomarker substudy.
After ctDNA extraction and quality control (QC) analysis, 62 patients
(97 samples) with good quality ctDNA at least at one timepoint were
sequenced and included in the analysis.

Clinicopathologic and treatment arm characteristics according to
ctDNA status are shown in Table 1. Median age was 60 years (range,
33-75) and 64.5% were male. Forty-four tumors (72.1%) were clas-
sified as ¢T3 and 43 (69.4%) as cN2. No significant differences in
clinicopathologic features and treatment were found between the
subset of patients included versus not included in the ctDNA analysis
(Supplementary Table S1).

ctDNA analysis

Six paired baseline and presurgery samples from 3 patients were
analyzed in the pilot feasibility assay prior to full-cohort analysis. Four
of these (67%) samples passed QC analysis (total cfDNA yield between
40.3 and 120.25 ng). The two samples (33%) that failed QC analysis
had less than 10 ng of isolated cfDNA. Following successful comple-
tion of the pilot assay, cfDNA analysis of the paired samples from the
remaining 69 subjects was completed. Two of 138 samples failed
cfDNA extraction (1%). Similar to QC results from the pilot assay,
43 samples (31%) failed QC analysis. The median volume of extracted
fDNA was 7.3 ng in the samples that failed QC analysis as compared
with 21.4 ng in the 98 samples that passed QC.

For samples that passed QC, the median baseline cfDNA was
16.64 ng (range, 3.8-110 ng) and median presurgery cfDNA was
24.9 ng (range, 5.7-120.3 ng). No differences between cfDNA total
yields were found between treatment arms. Overall, ¢tDNA was
detected in 43 of 52 (83%) of baseline samples and in seven of 45
(15%) of presurgery samples. A total of 23 subjects with paired baseline
and presurgery samples showed ctDNA clearance following neoadju-
vant treatment (66%), in 4 patients (11%) ctDNA remained positive
at both timepoints, and in 7 patients ctDNA remained negative (20%)
at both timepoints. In one subject, ctDNA emergence was detected.
No differences in ctDNA dynamics were found between the two trial
arms. Therefore, we herein report the results of the joint analysis,
without distinction by treatment arm.

ctDNA detection and pathologic response to TNT

After completing TNT, 60 patients (97%) went through curative
surgery and were included in the analysis. Pathologic analysis of
surgical samples revealed pCR in 8 (13.3%) patients, ypT3—4 in 32
(53.3%) patients, and persistent node-positive disease (ypN1-2) in 17
(28.3%) subjects. Divided into tertiles, 12 (19.4%) patients had a low
NAR score, 35 (56.5%) patients had a medium NAR score, and 15
(24.2%) patients had a high NAR score.

In the substudy cohort, pCR was neither associated with DFS (P =
0.24) nor OS (P = 0.49). However, high NAR score was significantly
associated with worse DES (P = 0.0018) and worse OS (P = 0.024)
compared with low or medium NAR score (Supplementary Fig. S1).
No statistically significant differences in prognosis were found between
patients with low and medium NAR score.

There was no association between baseline ctDNA detection and
pCR (P = 0.134). Among 45 patients with evaluable presurgery
ctDNA, 5 patients achieved a pCR, of which 4 patients were ctDNA
negative and 1 patient was ctDNA positive (P = 0.66). Presurgery
ctDNA detection was not associated with pathologic ypT or ypN status
in the rectal surgical specimen (P = 0.8969 and P = 0.586,
respectively; Table 1). Neither baseline nor presurgery ctDNA status
was associated with NAR score (P = 06 and P = 0.9,
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Figure 1.

Study flowchart. Number of patients included in each of the
analysis endpoints and reasons for exclusion are depicted.
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respectively; Table 1). Altogether, these data suggest that ctDNA
detection is not a predictive biomarker of treatment response on the
primary tumor as measured by pCR or NAR.

ctDNA status and risk of recurrence or death

As of December 2019, the median follow-up was 38 months (range,
2.3-51.5 months). During this period of time, 12 of 62 patients (19%)
experienced disease recurrence, all of them involving distant sites. Risk
of recurrence was not statistically different in the cohort of patients
without ctDNA result (Supplementary Table S1).

Baseline ctDNA detection was not associated with survival out-
come, neither DFS (P = 0.59) nor OS (P = 0.38; Fig. 2). Moreover,
patients with ctDNA clearance following TNT had a similar prognosis
to patients with persistent undetectable ctDNA before and after TNT
(Fig. 3A and B).

Patients with presurgery-positive ctDNA had an increased risk of
recurrence compared with patients with negative ctDNA [HR, 4.029;
95% confidence interval (CI), 1.004-16.16; P = 0.033] and a marked
reduced survival (HR, 23;95% CI, 2.4-212; P<0.0001; Fig. 2). Kaplan—
Meier estimates for DFS at 3 years were 66% and 84% for patients with
presurgery-positive and -negative ctDNA, respectively. At 4 years, 84%
of patients with undetectable presurgery ctDNA remained recurrence
free compared with 33% of patients with detectable presurgery ctDNA.
Similarly, the probability of OS rate was 97% both at 3 and 4 years for
patients with undetectable presurgery ctDNA compared with 67% and
33%, respectively, in the detectable presurgery ctDNA subset of
patients.

Altogether, presurgery ctDNA was shown to be a promising prog-
nostic marker of recurrence and survival, independently of baseline
ctDNA detection and ctDNA dynamics.
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ctDNA and site of recurrence

Among 9 patients with disease recurrence and presurgery ctDNA
available, 7 patients were limited to a single organ (2 patients in the
liver, 3 patients with lung metastasis, and 2 patients with peritoneal
involvement) and 2 patients developed multiple metastasis (both
including the liver). Presurgery ctDNA was detectable in 3 of 4 patients
(75%) who developed liver metastasis during the follow-up compared
with 4 of 41 patients (9.8%) who never developed recurrence to the
liver (P = 0.009; after Bonferroni multiplicity correction, P = 0.054).
Sensitivity and specificity for presurgery ctDNA and liver recurrence
were 0.75 (95% CI, 0.19-0.99) and 0.9 (95% CI, 0.77-0.97). Presurgery
ctDNA was undetectable in all patients that recurred to the lung only or
peritoneum only (Fig. 3C).

ctDNA, CEA, and clinical outcome

Paired ctDNA and CEA was available in 49 of 52 (94%) patients at
baseline and 33 of 45 (73%) patients presurgery. Median baseline and
presurgery CEA was 3.72 (0.50-115.5) and 1.39 (0.30-7.60), respec-
tively, in patients included in the biomarker substudy.

At baseline, 15 of 49 (31%) patients had concurrent ctDNA pos-
itivity and elevated CEA, 26 (53%) had detectable ctDNA, but negative
CEA, 4 patients (8%) had only elevated CEA, and the remaining 4
patients were negative for both biomarkers. No association was found
between baseline ctDNA and CEA status and clinical outcome (Sup-
plementary Fig. S2A and S2B).

At presurgery, 5 of 33 patients (15%) remained with an elevated
CEA, 4 of them with positive ctDNA and 1 with undetectable ctDNA.
Patients with both ctDNA positive and CEA presurgery elevated or
CEA elevated had worse DFS compared with patients who were
negative for both biomarkers (P = 0.044). Patients with ctDNA
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Baseline ctDNA (n = 52)

Presurgery ctDNA (n = 45)

All patients Negative Positive Negative Positive
(N =62) (n=9) (n = 43) P (n = 38) (n=7) P
Age, median (range) 62 (33-75) 66 (45-72) 59 (33-75) 0.143 625 (33-77) 66 (44-75) 0.772
Gender, male, n (%) 40 (64.5%) 7 (77.8%) 28 (65.1%) 0.462 22 (57.9%) 5 (71.4%) 0.502
Treatment, n (%)
mFOLFOX6 + aflibercept 36 (58.1%) 8 (88.9%) 21 (48.8%) 0.028 23 (60.5%) 3 (42.9%) 0.384
mFOLFOX6 26 (41.9%) 1(M1%) 22 (51.2%) 15 (39.5%) 4 (57.1%)
cT stage, n (%)
T2 1(1.6%) 0 (0.0%) 1(2.4%) 0.085 1(2.6%) 0 (0.0%) 0.1026
T3 44 (72.1%) 9 (100%) 28 (66.7%) 24 (63.2%) 7 (100.0%)
T4 16 (26.2%) 0 (0.0%) 13 (31.0%) 13 (34.2%) 0 (0.0%)
Missing 1 0 1 0 0
cN stage, n (%)
1 19 (30.6%) 5 (55.6%) 12 (27.9%) 0.1 13 (34.2%) 1(14.3%) 0.3008
2 43 (69.4%) 4 (44.4%) 31 (721%) 25 (65.8%) 6 (85.7%)
Tumor location, n (%)
Middle 44 (711%) 7 (77.8%) 32 (74.4%) 1 28 (73.7%) 6 (85.7%) 1
Distal 18 (29%) 2 (22.2%) 1 (25.6%) 10 (26.3%) 1(14.3%)
CEA basal, median (range) 3.7 (0.5-115.5) 5.37 (1.9-18.9) 3.3 (0.5-115.5) 0.903 5.51(0.5-115.5) 3.52 (2-5.6) 0.202
ypT stage, n (%)
ypTO 8 (13.3%) 2 (22.2%) 2 (4.8%) 0.19 4 (10.5%) 1(16.6%) 0.897
ypTis 2 (3.3%) 0 (0.0%) 2 (4.8%) 2 (5.3%) 0 (0.0%)
ypT1 3 (5%) 0 (0.0%) 1(2.3%) 2(5.3%) 0 (0.0%)
ypT2 15 (25%) 3(33.3%) 10 (23.8%) 10 (26.3%) 2 (33.3%)
ypT3 30 (50%) 4 (44.4%) 25 (59.5%) 19 (50.0%) 3 (50%)
ypT4 2 (3.3%) 0 (0.0%) 2 (4.8%) 1(2.6%) 0 (0.0%)
Missing 2 0 1 0 1
ypN stage, n (%)
0 43 (71.6%) 6 (66.7%) 29 (69%) 0.928 26 (68.4%) 4 (66.6%) 0.586
1 12 (20%) 3(33.3%) 8 (19%) 11 (28.9%) 0 (0.0%)
2 5 (8.3%) 0 (0.0%) 5 (12%) 1(2.6%) 2 (33.3%)
Missing 2 0 1 0 1
Pathologic response, n (%)
pCR 8 (13.3%) 2 (22.2%) 2 (4.8%) 0.077 4 (10.5%) 1(16.7%) 0.660
Residual disease 52 (86.7%) 7 (77.8%) 40 (95.2%) 34 (89.5%) 5 (83.3%)
Missing 2 0 1 0 1
NAR, median (range) 8.4 (0-50.4) 8.43 (0.94-30.07) 14.98 (0.94-50.36) 0.556 8.43 (0-50.36) 11.71(0.94-50.36) 0.181
NAR, n (%)
Low 12 (19.4%) 2 (22.2%) 5 (11.6%) 0.598 17 (44.7%) 3 (42.8%) 0.900
Medium 35 (56.5%) 4 (44.4%) 26 (60.5%) 19 (50%) 3 (42.8%)
High 15 (24.2%) 3 (33.3%) 12 (27.9%) 2 (5.3%) 1(14.3%)
CEA presurgery, median (range) 1.4 (0.3-7.6) 1.41 (11-3.68) 138 (0.3-7.6) 0.903 138 (0.5-6.93) 153 (1.23-4) 0.646

positive and CEA presurgery elevated had a significant worse OS
compared with patients with both biomarkers negative or CEA
positive, but ctDNA undetectable (P = 0.014; Supplementary
Fig. S2C and S2D).

Discussion

GEMCAD 1402 was a phase II randomized, multicentric clinical
trial which met its primary endpoint proving that the addition of
aflibercept to mFOLFOX6 induction chemotherapy improves pCR
rate compared with mFOLFOX6 alone (13.8% and 22.6%, respectively;
P = 0.15; ref. 16) in patients with high-risk LARC. However, with a
follow-up of 38 months, no benefit in DFS has been observed (18).

The current preplanned biomarker substudy from the GEMCAD
1402 trial shows that ctDNA before surgery is a promising predictive
and prognostic biomarker that significantly detects MMD and predicts
distant recurrence and survival in patients receiving a TNT approach.

AACRJournals.org

Patients with presurgery ctDNA detection had a worse DFS compared
with ctDNA undetectable patients (HR, 4.029; P = 0.033). Even more
dramatic was the impact of ctDNA on OS. Patients with detectable
presurgery ctDNA had a statistically significant increase in the risk of
death (HR, 23; P < 0.0001), with an estimated 4-year OS of 33%
compared with 97% for patients with undetectable presurgery ctDNA.
Similarly, previous studies in localized colon (13-15, 19) and two
recent studies in patients with LARC treated with standard preoper-
ative CRT (20, 21) have shown the value of ctDNA to predict distant
recurrence. To the best of our knowledge, this study is the first to
demonstrate the value of ctDNA to predict not only recurrence, but
also OS in LARC. This may be explained, in part, by the fact that
patients had received full-dose systemic chemotherapy to potentially
treat micrometastatic disease as part of a TNT strategy. Another
important differential characteristic of this study is the technical
approach for detecting ctDNA. While most previous studies of MRD
in LARC had used droplet digital PCR to interrogate plasma-specific
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Kaplan-Meier estimates of DFS and OS according to baseline and presurgery ctDNA status. A, DFS in patients with baseline ctDNA detectable versus nondetectable.
B, OS in patients with baseline ctDNA detectable versus nondetectable. C, DFS in patients with presurgery ctDNA detectable versus nondetectable. D, OS in patients

with presurgery ctDNA detectable versus nondetectable.

mutations detected previously in tumor tissue, this study used a next-
generation sequencing approach that integrated both genomic and
epigenomic signatures resulting in a more sensitive and more accurate
detection of MMD before surgery.

Although presurgery blood samples were obtained within 48 hours
before surgery, no association between ctDNA detection and pCR rates
was found. These results are in line with other studies in
LARC (18, 20, 21), supporting the idea that ctDNA analysis cannot
differentiate between minimal versus no residual local disease. More-
over, we did not find a relationship with the NAR score. The prognostic
role of NAR score by using the pathologic lymph node staging and the
change between clinical and pathologic tumor stage were validated in
the CAO/ARO/AIO-04 clinical trial (7). The lack of correlation
between ctDNA and NAR score in our study suggests that ctDNA
does not mirror changes in primary tumor staging. Our study supports
the concept that ctDNA specifically reflects the presence of systemic
disease rather than local minimal disease.
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The concept of MRD refers to the persistence of disease after a
potential curative surgery. We have proposed the term MMD to refer
to the detection of ctDNA following total neoadjuvant systemic
therapy in patients that are likely to recur at distant sites.

In the past years, there has been a dramatic improvement in the
development of ctDNA technology. Currently, the efficacy of liquid
biopsy is mainly limited by biology rather than a lack of technical
sensitivity. In this study, although small numbers are presented, we
can hypothesize that ctDNA may predict distant recurrence involv-
ing the liver more than metastasis to the peritoneum only or the
lung only. This difference in ctDNA sensitivity related to the
localization of the disease was also shown in previous works from
our group and others in the metastatic setting (9, 22, 23). Another
possibility is that this is related to tumor size, tumor growth rate, or
cell turnover, as recently described using a mathematical theoretical
model of ctDNA shedding in stage I-III lung cancer (24). A
biological-based discovery to understand the multiple processes
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Presurgery ctDNA from patient 8 was positive for a somatic mutation (APC R232X). Presurgery ctDNA from patient 9 detected epigenomic changes and a somatic

mutation (APC p.Pro1439fs).

involved in cfDNA metabolism will be critical for further devel-
opment of liquid biopsy.

This study is mainly limited by the small subset of analyzed patients
from an initially large cohort. This was due to the limitation of some
participating centers to collect and process the blood samples and the
very small quantity of plasma collected because the study was designed
to extract only 4.5 mL of blood at each timepoint. While QC analysis
allowed for inclusion of only samples with sufficient DNA quality for
analysis, lower sample volume and cfDNA input may reduce the
sensitivity of this assay to detect ctDNA. One strength is the fact that
all samples were collected within a prospective clinical trial which
guarantees good sample quality from a homogeneous group of
patients, and reliable and robust results. The small subset of patients
available for analysis also precluded us from doing robust multivar-
iable analysis that would potentially establish the independent role of
ctDNA positivity and other known prognostic variables, such as ypN2
or pCR.

In conclusion, this study suggests that in patients with high-risk
LARC treated with a TNT approach, presurgery liquid biopsy detects
systemic MMD. Hence, it is a significant predictive biomarker of

AACRJournals.org

systemic relapse (mainly to the liver) and ultimately a prognostic
biomarker of death. Accordingly, future studies should evaluate
whether presurgery ctDNA-positive patients should be managed as
patients with metastatic rectal tumors (i.e., switch to chemotherapy,
spare rectal surgery, and intensify treatment). This proof-of-concept
study sets the basis for randomized prospective trials to investigate
whether ctDNA-based therapeutic strategies improve outcomes in
LARC treated with a TNT approach.

Authors’ Disclosures

J. Vidal reports grants from SEOM (Sociedad Espanola de Oncologia Médica) and
TTD (Grupo de Tratamiento de los Tumores Digestivos) during the conduct of the
study, and personal fees from Hoffman La-Roche, Merck-Serono, Sanofi, Guardant
Health, and Bristol Myers Squibb outside the submitted work. B. Bellosillo reports
personal fees from Biocartis, Thermo Fisher Scientific, Qiagen, Merck-Serono, BMS,
and Pfizer, and grants and personal fees from Novartis, AstraZeneca, and Roche
outside the submitted work. C. Pericay reports personal fees and nonfinancial support
from Merck, and personal fees from Roche, Amgen, and Sanofi outside the submitted
work. R. Garcia-Carbonero reports grants from Sanofi during the conduct of the
study, and personal fees from AAA, Advanz Pharma, Bayer, HMP, Ipsen, Merck,
Midatech Pharma, MSD, Novartis, PharmaMar, Pfizer, Pierre Fabre, Roche, Sanofi,

Clin Cancer Res; 2021

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on April 14, 2021. © 2021 American Association for Cancer
Research.

OF7



Published OnlineFirst March 16, 2021; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

Vidal et al.

and Servier outside the submitted work. L. Layos reports personal fees from Sanofi,
Ipsen, Merck, Amgen, and Roche outside the submitted work. V. Alonso reports
personal fees from Servier, Amgen, Sanofi, Merck Serono, Ipsen, Advanced Accel-
erator Applications, and Roche outside the submitted work. J. Capdevila reports
grants and personal fees from Bayer, Eisai, Ipsen, and Adacap; personal fees from Lilly,
Exelixis, Novartis, Pfizer, Hutchinson MediaPharma, and Merck; and grants from
AstraZeneca and Roche outside the submitted work. R. Vera reports personal
fees from Roche, MSD, Sanofi, Lilly, Amgen, and Merck outside the submitted work.
E. Cillan reports personal fees and nonfinancial support from Amgen, Merck-Serono,
and Hoffman La-Roche, and nonfinancial support from Sanofi outside the submitted
work. J. Maurel reports grants from Amgen, Merck, and Incyte; nonfinancial support
from NanoString; personal fees from Advance Medical, Cancer Expert Now, Funda-
cion Clinica Universitaria, Sirtex, Pierre-Fabre, Servier, AstraZeneca, Roche, Sanofi,
and Shire; and nonfinancial support from Biocartis outside the submitted work.
1. Faull reports personal fees from Guardant Health Inc outside the submitted work.
C. Fernandez-Martos reports personal fees from Sanofi and grants from Amgen
outside the submitted work. C. Montagut reports personal fees from Sanofi and grants
and personal fees from Merck Serono, Roche, and Biocartis outside the submitted
work. No disclosures were reported by the other authors.

Authors’ Contributions

J. Vidal: Conceptualization, resources, data curation, supervision, validation,
investigation, visualization, methodology, writing-original draft, writing-review
and editing. D. Casadevall: Data curation, software, formal analysis, validation,
visualization, methodology, writing-original draft, writing-review and editing.
B. Bellosillo: Conceptualization, resources, supervision, validation, methodology,
writing-review and editing. C. Pericay: Resources, visualization, writing-review and
editing. R. Garcia-Carbonero: Resources, visualization, writing-review and editing.
F. Losa: Resources, validation, writing-review and editing. L. Layos: Resources,
visualization, writing-review and editing. V. Alonso: Resources, visualization,
writing-review and editing. J. Capdevila: Resources, visualization, writing-review

References

1. Fernandez-Martos C, Garcia-Albeniz X, Pericay C, Maurel ], Aparicio J,
Montagut C, et al. Chemoradiation, surgery and adjuvant chemotherapy
versus induction chemotherapy followed by chemoradiation and surgery:
long-term results of the Spanish GCR-3 phase II randomized trial.
Ann Oncol 2015;26:1722-8.

2. Bahadoer RR, Dijkstra EA, van Etten B, Marijnen CAM, Putter H, Kranen-
barg EM-K, et al. Short-course radiotherapy followed by chemotherapy
before total mesorectal excision (TME) versus preoperative chemoradiother-
apy, TME, and optional adjuvant chemotherapy in locally advanced rectal
cancer (RAPIDO): a randomised, open-label, phase 3 trial. Lancet Oncol
2021;22:29-42.

3. Conroy T, Lamfichekh N, Etienne P-L, Rio E, Francois E, Mesgouez-Nebout
N, et al. Total neoadjuvant therapy with mFOLFIRINOX versus preoperative
chemoradiation in patients with locally advanced rectal cancer: final results
of PRODIGE 23 phase III trial, a UNICANCER GI trial. J Clin Oncol 2020;
38:4007.

4. George TJ, Allegra CJ, Yothers G. Neoadjuvant rectal (NAR) score: a new
surrogate endpoint in rectal cancer clinical trials. Curr Colorectal Cancer Rep
2015;11:275-80.

5. Rose BS, Winer EP, Mamon HJ. Perils of the pathologic complete response. ] Clin
Oncol 2016;34:3959-62.

6. Fokas E, Glynne-Jones R, Appelt A, Beets-Tan R, Beets G, Haustermans K, et al.
Outcome measures in multimodal rectal cancer trials. Lancet Oncol 2020;21:
€252-64.

7. Fokas E, Fietkau R, Hartmann A, Hohenberger W, Griitzmann R, Ghadimi M,
et al. Neoadjuvant rectal score as individual-level surrogate for disease-free
survival in rectal cancer in the CAO/ARO/AIO-04 randomized phase I1I trial.
Ann Oncol 2018;29:1521-7.

8. Cercek A, Roxburgh CSD, Strombom P, Smith JJ, Temple LKF, Nash GM, et al.
Adoption of total neoadjuvant therapy for locally advanced rectal cancer.
JAMA Oncol 2018;4:¢180071.

9. Vidal J, Muinelo L, Dalmases A, Jones F, Edelstein D, Iglesias M, et al.
Plasma ctDNA RAS mutation analysis for the diagnosis and treatment
monitoring of metastatic colorectal cancer patients. Ann Oncol 2017;28:
1325-32.

OF8 Clin Cancer Res; 2021

and editing. J. Gallego: Resources, visualization, writing-review and editing.
R. Vera: Resources, visualization, writing-review and editing. A. Salud:
Resources, visualization, writing-review and editing. M. Martin-Richard:
Resources, visualization, writing-review and editing. M. Nogué: Resources,
visualization, writing-review and editing. E. Cillin: Resources, visualization,
writing-review and editing. J. Maurel: Resources, visualization, writing-review
and editing. I. Faull: Resources, data curation, formal analysis, supervision,
validation, visualization, methodology, writing-review and editing. V. Raymond:
Resources, data curation, software, formal analysis, validation, investigation, visual-
methodology, writing-original ~draft, writing-review and editing.
C. Fernandez-Martos: Conceptualization, resources, supervision, funding acquisi-
tion, validation, investigation, visualization, methodology, writing-original draft,
project administration, writing-review and editing. C. Montagut: Conceptualization,
resources, formal analysis, supervision, funding acquisition, validation, investigation,
visualization, methodology, writing—original draft, project administration, writing—
review and editing.

ization,

Acknowledgments

The authors thank the patients, their families, and the sites participating in
the study. Data management support was provided by PIVOTAL S.L.U. This
study was supported by Instituto de Salud Carlos ITT - FEDER grant PI18/00031
and Fundacion CRIS (Excellence 19-30) grant (to C. Montagut). J. Vidal was
supported by SEOM and TTD grants. D. Casadevall was supported by ISCIII (Juan
Rodés Research Contract JR18/00003).

The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of page
charges. This article must therefore be hereby marked advertisement in accordance
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

Received December 9, 2020; revised February 6, 2021; accepted March 10, 2021;
published first March 16, 2021.

10. Odegaard JI, Vincent JJ, Mortimer S, Vowles JV, Ulrich BC, Banks KC, et al.
Validation of a plasma-based comprehensive cancer genotyping assay utilizing
orthogonal tissue- and plasma-based methodologies. Clin Cancer Res 2018;24:
3539-49.

11. Leighl NB, Page RD, Raymond VM, Daniel DB, Divers SG, Reckamp KL, et al.
Clinical utility of comprehensive cell-free DNA analysis to identify genomic
biomarkers in patients with newly diagnosed metastatic non-small cell lung
cancer. Clin Cancer Res 2019;25:4691-700.

12. Dasari A, Morris VK, Allegra CJ, Atreya C, Benson AlB, Boland P, et al. ctDNA
applications and integration in colorectal cancer: an NCI Colon and Rectal-Anal
Task Forces whitepaper. Nat Rev Clin Oncol 2020;17:757-70.

13. Tie ], Wang Y, Tomasetti C. Circulating tumor DNA analysis detects minimal
residual disease and predicts recurrence in patients with stage IT colon cancer.
Sci Transl Med 2016;8:346ra92.

14. Tie ], Cohen JD, Wang Y, Christie M, Simons K, Lee M, et al. Circulating tumor
DNA analyses as markers of recurrence risk and benefit of adjuvant therapy for
stage TIT colon cancer. JAMA Oncol 2019;5:1710-7.

15. Reinert T, Henriksen TV, Christensen E, Sharma S, Salari R, Sethi H, et al.
Analysis of plasma cell-free DNA by ultradeep sequencing in patients with stages
1 to III colorectal cancer. JAMA Oncol 2019;5:1124-31.

16. Fernandez-Martos C, Pericay C, Losa F, Garcia-Carbonero R, Layos L,
Rodriguez-Salas N, et al. Effect of aflibercept plus modified FOLFOX6
induction chemotherapy before standard chemoradiotherapy and surgery
in patients with high-risk rectal adenocarcinoma: the GEMCAD 1402
randomized clinical trial. JAMA Oncol 2019;5:1566-73.

17. Artieri C, Axelrod H, Baca A, Burke J, Chudova D, Dahdouli M, et al. Analytical
validation of a tissue agnostic ctDNA MRD assay using tumor specific meth-
ylation and somatic variant profiles in early-stage CRC. J Clin Oncol 2020;38:
e15549.

18. Fernandez-Martos C, Machado I, Pericay C, Salas N, Batlle JF, ten Hoorn S, et al.
Randomized phase II trial of modified (m) FOLFOX6 induction chemotherapy
with or without aflibercept before standard chemoradiotherapy (CRT) and total
mesorectal excision (TME) in patients with high-risk rectal adenocarcinoma
(HRRC): final results of the GEMCAD 1402, and by molecular subtypes. J Clin
Oncol 2020;38:4102.

CLINICAL CANCER RESEARCH

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on April 14, 2021. © 2021 American Association for Cancer
Research.



19.

20.

21.

Published OnlineFirst March 16, 2021; DOI

Tarazona N, Gimeno-Valiente F, Gambardella V, Zuniga S, Rentero-Garrido P,
Huerta M, et al. Targeted next-generation sequencing of circulating-tumor DNA
for tracking minimal residual disease in localized colon cancer. Ann Oncol 2019;
30:1804-12.

Tie J, Cohen JD, Wang Y, Li Lu, Christie M, Simons K, et al. Serial circulating
tumour DNA analysis during multimodality treatment of locally advanced rectal
cancer: a prospective biomarker study. Gut 2019;68:663-71.

Khakoo S, Carter PD, Brown G, Valeri N, Picchia S, Bali MA, et al. MRI tumor
regression grade and circulating tumor DNA as complementary tools to assess
response and guide therapy adaptation in rectal cancer. Clin Cancer Res 2020;26:
183-92.

AACRJournals.org

22.

NS

23.

24.

:10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

Clinical Impact of ctDNA in Locally Advanced Rectal Cancer

Bachet JB, Bouché O, Taieb J, Dubreuil O, Garcia ML, Meurisse A, et al. RAS
mutation analysis in circulating tumor DNA from patients with metastatic
colorectal cancer: the AGEO RASANC prospective multicenter study.
Ann Oncol 2018;29:1211-9.

Garcfa-Foncillas J, Tabernero J, Elez E, Aranda E, Benavides M, Camps C, et al.
Prospective multicenter real-world RAS mutation comparison between Onco-
BEAM-based liquid biopsy and tissue analysis in metastatic colorectal cancer.
Br J Cancer 2018;119:1464-70.

Avanzini S, Kurtz DM, Chabon JJ, Moding EJ, Hori SS, Gambhir SS, et al. A
mathematical model of ctDNA shedding predicts tumor detection size. Sci Adv
2020;6:1-10.

Clin Cancer Res; 2021

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on April 14, 2021. © 2021 American Association for Cancer
Research.

OF9



Published OnlineFirst March 16, 2021; DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

PACR Delanseoceton
Clinical Cancer Research

Clinical Impact of Presurgery Circulating Tumor DNA after
Total Neoadjuvant Treatment in Locally Advanced Rectal
Cancer: A Biomarker Study from the GEMCAD 1402 Trial
Joana Vidal, David Casadevall, Beatriz Bellosillo, et al.

Clin Cancer Res Published OnlineFirst March 16, 2021.

Updated version  Access the most recent version of this article at:
doi:10.1158/1078-0432.CCR-20-4769

Supplementary  Access the most recent supplemental material at:
Material http//clincancerres.aacrjournals.org/content/suppl/2021/03/15/1078-0432.CCR-20-4769.DC1

E-mail alerts  Sign up to receive free email-alerts related to this article or journal.

Reprints and  To order reprints of this article or to subscribe to the journal, contact the AACR Publications
Subscriptions Department at pubs@aacr.org.

Permissions  To request permission to re-use all or part of this article, use this link
http://clincancerres.aacrjournals.org/content/early/2021/04/01/1078-0432.CCR-20-4769.
Click on "Request Permissions" which will take you to the Copyright Clearance Center's
(CCC)
Rightslink site.

Downloaded from clincancerres.aacrjournals.org on April 14, 2021. © 2021 American Association for Cancer
Research.



* € FT1D21LEV ITdVINIINITINS TVIHILVYIN e






Supplementary Table 1 Baseline clinico-pathological characteristics from patients
included versus not included in the ctDNA analysis

No ctDNA ctDNA
subset subset Total (N=180) P value
(N=118) (N=62)
Age, median [range] 62 (32-75) 62 (33-75) 62 (32-75) 0.707
Gender, male, n (%) 78 (66.1%) 40 (64.5%) 118 (65.6%) 0.832
Treatment, n (%)
mFOLFOX6 + 79 (66.9%) 36 (58.1%) 115 (63.9%) 0.238
Aflibercept
mFOLFOX6 39 (33.1%) 26 (41.9%) 65 (36.1%)
cT stage, n (%)
T2 0 (0.0%) 1(1.6%) 1(0.6%) 0.085
T3 83(70.9%) 44 (721%) 127 (71.3%)
T4 34 (29.1%) 16 (26.2%) 50 (28.1%)
Missing 1 1 2
cN stage, n (%)
1 36 (30.5%) 19 (30.6%) 55 (30.6%) 0.111
2 82 (69.5%) 43 (69.4%) 125 (69.4%)
Tumor Location, n (%)
Middle 89 (75.4%) 44 (71.0%) 133 (73.9%) 0.593
Distal 29 (24.6%) 18 (29.0%) 47 (26.1%)
CEA basal, median 42 (0.4 - 3.8 (0.4- .
( 3.7 (0.5- 115.5) ( 0.246
[range] 185.7) 185.7)
ypT stage, n (%) 0.194
ypTO 27 (25.7%) 8 (13.3%) 35 (21.2%)
ypTis 3(2.9%) 2 (3.3%) 5 (3.0%)
ypT1 7 (6.7%) 3 (5.0%) 10 (6.1%)
ypT2 26 (24.8%) 15 (25.0%) 41 (24.8%)
ypT3 39 (37.1%) 30 (50.0%) 69 (41.8%)
ypT4 3(2.9%) 2 (3.3%) 5 (3.0%)
Missing 13 2 15
ypN stage, n (%) 0.928
0 82 (78.1%) 43 (71.7%) 125 (75.8%)
1 11 (10.5%) 12 (20.0%) 23 (13.9%)
2 12 (11.4%) 5 (8.3%) 17 (10.3%)
Missing 13 2 15
Path. response, n (%) 0.061
CR 1% 3% 2%
p 27 (25.7%) 8(13.3%) 35 (21.2%)



Residual disease 78 (74.3%) 52 (86.7%) 130 (78.8%)
Missing 13 2 15
NAR, median [range] 8.4 (0 - 65) 8.4 (0-50.4) 8.4(0 - 65) 0.393
NAR, n (%)
Low 36 (30.5%) 12 (19.4%) 48 (26.7%) 0.273
Medium 58 (49.2%) 35 (56.5%) 93 (561.7%)
High 24 (20.3%) 15 (24.2%) 39 (21.7%)

CEA pre-op, median

1.4(0.2-81.3) 1.4(0.3-7.6) 1.4(0.2-81.3) 0.249
[range]
Recurrence, yes (%) 31 (26.3%) 12 (19.4%) 43 (23.9%) 0.301
Death, yes (%) 14 (11.9%) 5 (8.1%) 19 (10.6%)

0.430




Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Material

Calculation of the neoadjuvant rectal (NAR) score.

[5pN—-3(cT—pT)+12]?
9.16

NAR =

cT is an element of the set (1, 2, 3, 4), pTisin (0, 1,2, 3,4), and pNisin (0, 1, 2). cT

clinical tumor stage, pT pathologic tumor stage, pN pathologic nodal stage'

George TJ, Allegra CJ, Yothers G. Neoadjuvant Rectal (NAR) Score: a New Surrogate Endpoint
in Rectal Cancer Clinical Trials. Curr Colorectal Cancer Rep. 2015;11(5):275-280.
doi:10.1007/s11888-015-0285-2












a biopsia liquida mitjangant la deteccié de moléecules d’ADN provinents de tu-

mor en el plasma ha suposat un canvi de paradigma en el diagnostic molecular

del cancer. Tot i que el seu descobriment és de fa més de 50 anys, no ha estat
fins als darrers 10-15 anys que la tecnologia ha evolucionat suficientment com per
poder detectar de forma fiable ADNct.

Des d’aleshores, els treballs on s’estudia 'ADNct i les seves potencials aplicacions
cliniques s’han anat succeint permetent la implementacié de la biopsia liquida ba-
sada en ADNct com una eina que esta canviant el diagnostic, el tractament i el se-
guiment dels pacients amb cancer.

Lobjectiu principal d’aquesta tesi era el d’avaluar la utilitat clinica de I'estudi de
I’ADNCct en el diagnostic i monitoratge en CCR i ho hem fet mitjancant tres treballs
en dos escenaris diferents, el cancer colorectal metastatic i el cancer de recte local-
ment avancat.

Avaluacio de la concordanga de I'estat mutacional de RAS entre teixit i plasma en
CCRm

El primer pas per a determinar el valor potencial de la bidpsia liquida en practica cli-
nica era demostrar la deteccié en ADNct de les mutacions trobades en teixit. El nos-
tre primer estudi demostra que la biopsia liquida en pacients amb CCRm mitjancant
el test de PCRd OncoBEAM RAS CRC™ és una eina eficient i precisa en 'avaluacio
de l'estat mutacional de RAS, comparat amb el gold estandard (teixit). Lelevada
concordanca entre la determinacié de RAS en plasma i en teixit observada en més
de 100 pacients avaluats en un entorn de practica clinica dona suport a I’is de pro-
ves basades en sang com una alternativa viable I'estudi en teixit per a la seleccié de
pacients amb CCRm a rebre tractament anti-EGFR.

Estudis previs havien demostrat |'eficacia de la deteccié d’ADNct en pacients amb
CCRm en un entorn de recerca i utilitzant panells de PCRd dissenyats per a cada
individu en funcié de la mutacidé préviament detectada en teixit (88,123,156). En
paral-lel i posteriorment al nostre treball, diferents grups han aportat evidéencia que
suporta I'Us de biopsia liquida en el diagnostic molecular de RAS en pacients amb
CCRm utilitzant plataformes comercials (170-173). La concordanga global entre
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teixit i plasma dels diferents estudis oscil-la entre el 78% i el 95%. En el nostre cas
era del 93%, amb una concordanca positiva (capacitat de la bidopsia liquida per de-
tectar mutacions presents en teixit) de fins al 96.4%. Una dada també interessant
del nostre estudi és la concordancga negativa d’'un 90%, és a dir, en un 10% en casos
la biopsia liquida era capag de detectar mutacions en RAS que no s’observaven en
el fragment de teixit estudiat.

En un esforg¢ per explicar les discrepancies entre el plasma i el teixit, aixi com per
entendre millor la biologia de I’ADNct, vam identificar diverses caracteristiques cli-
nico-patologiques relacionades amb la limitacid de deteccid de RAS en plasma. Vam
descriure que els pacients amb metastasis Unicament peritoneals o pulmonars, o la
histologia mucinosa eren la principal limitacio per a la deteccié d’ADNct. Per contra,
no es va trobar cap correlacié entre la deteccid d’ADNct i el nombre de metastasi,
la localitzacié del tumor primari o haver realitzat cirurgia prévia del primari. Encara
que els numeros eren petits, aquestes dades suggerien per primera vegada que les
caracteristiques biologiques intrinseques del tumor (i no només la carrega tumoral
com s’havia descrit anteriorment) afecten l'alliberament d’ADNCct al torrent sanguini.

La correlacid entre la localitzacié de les metastasi i I'alliberacié tumoral d’ADNct
ha estat validada en estudis posteriors (174,175) i reconeguda com un dels princi-
pals factors causants de falsos negatius en la utilitzacié de la bidpsia liquida. Aquest
subgrup s’ha anomenat “tumors no alliberadors de DNA” (en anglés “non-shedder
tumors”) iinclouen principalment la disseminacié peritoneal o pulmonari, en el cas
de la detecciéo de MMR, la recidiva Unicament local (176).

Per tal d’optimitzar I'aplicacid clinica del diagnostic molecular mitjancant biopsia
liguida, també vam estudiar factors externs que poden influir en el resultat. La tro-
balla més rellevant va ser que I'administracié d’un tractament sistemic previ a I'ex-
traccié de la mostra de sang té un clar impacte negatiu en la capacitat de detectar
ADNCct. Aquest fet denota la importancia de recollir plasma per a I'analisi basal de
mutacions de RAS abans de l'inici de qualsevol terapia oncologica independent-
ment de I'Us de tractament anti-EGFR.

En global, les nostres dades mostren que la biopsia liquida és un métode minima-
ment invasiu i altament sensible per a I'avaluacié de RAS en plasma de pacients amb
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CCRm. Treballs com el nostre han contribuit a establir I’'Us de la biopsia liquida com
una alternativa a l'estudi de mutacions en teixit acceptada per les principals socie-
tats oncologiques (145,154).

Utilitat de la biopsia liquida per la valoracié precog de resposta al tractament en
CCRm

Un cop validada la utilitat clinica de la biopsia liquida pel diagnostic molecular en
CCRm, el seglient objectiu era avaluar la seva utilitat en la valoracié de resposta
al tractament i estudiar el potencial benefici respecte les técniques d’avaluacié
d’imatge convencionals.

En el nostre primer estudi vam observar, en una cohort de 21 pacients, la capacitat
del seguiment de les mutacions de RAS en ADNct en el monitoratge i avaluacio de
resposta dels pacients amb CCRm tractats amb quimioterapia +/- farmac biologic.
Aixi, en pacients amb tumors RAS mutats i biopsies liquides seriades, la disminucio
de RAS en ADNct es correlacionava amb la resposta clinica i radiologica al tracta-
ment i va ser un predictor primerenc de resposta. Aquestes troballes ratificaven
les d’un estudi previ publicat a 2015 per Tie i col-laboradors (151). Tot i que sense
dades estadisticament avaluables, els resultats observats suggerien que la resposta
per biopsia liquida precedia a la valoracid estandard radiologica per criteris RECIST.

Amb els resultats d’aquestes dades preliminars vam dissenyar I'estudi PLATFORM-B
amb l'objectiu d’avaluar la utilitat clinica de la biopsia liquida per a determinar res-
posta precog en pacients amb CCRm RAS wt tractats en primera linia amb quimio-
terapia i cetuximab. Aquest estudi es va dur a terme a 15 hospitals espanyols en el
marc del grup de tractament de tumors digestius TTD i va ser el primer estudi pros-
pectiu en interrogar el paper de la bidpsia liquida en aquest subgrup de pacients.

Mitjancant un enfocament integral basat en NGS, el nostre estudi mostra que una
avaluacié dual de la dinamica de I’ ADNct que inclogui (a) canvis primerencs en la
mutacié troncal (descrita com la mutacié amb major freqiéncia al-lélica mutada
(MAF) en cada pacient) i (b) canvis en les mutacions de resisténcia a anti-EGFR, de-
tecta una resposta precog al tractament i prediu el benefici clinic. Amb la avaluacio
conjunta d’aquesta informacié vam descriure dos grups de pacients: aquells amb
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“resposta molecular primerenca” on s’‘observava una disminucié de la MAF de la
mutacio troncal sumat a una disminucié de la MAFr de les mutacions de resisténcia
a anti-EGFR; i un grup de pacients amb “progressié molecular primerenca” on hi
havia un augment de la MAF de la mutacio troncal o un augment de la MAFr de les
mutacions de resisténcia a anti-EGFR.

Després de dos cicles de quimioterapia + anti-EGFR, aquells pacients on s’obser-
vava una “resposta molecular primerenca” per ADNct obtenien una SLP i una taxa
de resposta superior als pacients amb “progressid molecular preco¢”. Aquestes di-
ferencies eren clinicament molt rellevants amb una HR de 0.18 i una SLP mitjana de
18.84 mesos vs. 5.58 mesos (p<0.001) i una taxa de respostes del 75% en pacients
amb resposta molecular primerenca vs. tan sols del 25% en el grup de progressid
molecular precocg (p=0.008).

A la practica clinica seleccionem els pacients candidats a tractament anti-EGFR mi-
tjancant I'estudi de les mutacions de RAS en teixit i fem una primera valoracio de
resposta després de tres mesos de quimioterapia + anti-EGFR. Amb aquestes eines,
la SLP esperada a una primera linia de quimioterapia + anti-EGFR és de 10 mesos i
aproximadament un 15% dels pacients no obtindran benefici del tractament segons
criteris RECIST (65,67,177). Gracies a la avaluacié mitjancant biopsia liquida podem,
no només preveure quins seran els pacients que es beneficiaran del tractament
durant un llarg periode, siné poder detectar de forma precoc aquell subgrup de pa-
cients que seran rapids progressors. En el nostre estudi hem detectat un 15% “pro-
gressors moleculars primerencs” després de 2 cicles de quimioterapia, xifra que es
correlaciona amb els pacients que no es beneficien de tractament en l'avaluacié
rutinaria després de 6 cicles. Amb el nostre métode d’analisi per biopsia liquida som
capacos d’avancar-nos dos mesos a la resposta radiologica evitant aixi mantenir un
tractament potencialment toxic com és la quimioterapia i els farmacs anti-EGFR en
aquells pacients sense benefici.

Tot i que els estudis clinics limiten el benefici del tractament amb anti-EGFR a aquells
pacients amb tumors originats en el colon esquerre (51,69,70), la prediccié de be-
nefici mitjangant biopsia liquida era independent a la lateralitat del tumor primari,
de tal manera que els pacients amb resposta molecular primerenca obtenien major
SLP tan en tumors de colon dret com esquerre.
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Altres estudis recents també han explorat el paper de la biopsia liquida en la valora-
cié precog al tractament sistemic en CCRm. Alguns grups suggereixen que variacions
en la concentracio de I’ADNCct total es pot utilitzar per controlar la resposta a la qui-
mioterapia (151-153) pero cap d’ells és especific de primera linia amb quimiotera-
pia + anti-EGFR ni tenen en compte l'evolucié clonal de mutacions de resisténcia a
anti-EGFR.

Amb l'objectiu de millorar la seleccié molecular dels pacients amb CCRm candidats
a tractament anti-EGFR, diversos treballs han intentat definir el llindar de la MAF
basal de RAS en ADNct que predigui resposta a tractament (153,175,178,179). Els
resultats d’aquests estudis han estat dispars i inherentment afectats per les ca-
racteristiques de l'estudi i la metodologia utilitzada. Sabem que les técniques de
PCRd d’ADNCct ofereixen major sensibilitat en comparacié amb les técniques de NGS
(174,180). Tot i aixi, una major sensibilitat de deteccié de mutacions no confereix
necessariament una millora en la resposta del pacient al tractament anti-EGFR, com
hem descrit en un estudi previ d’analisi de mutacions en teixit (80). En el nostre tre-
ball mostrem que, en una poblacié seleccionada de pacients amb CCRm RAS wt en
teixit, la presencia de mutacions basals de RAS en biopsia liquida no impedeix que
els pacients responguin a la quimioterapia més cetuximab. Tot i que donat el reduit
nombre de pacients no es poden extreure conclusions, veiem com la preséncia de
mutacions de RAS/BRAF basal amb MAF >1% va discriminar numéricament per SLP.
Aix0 pot suggerir que les mutacions de resistencia detectades a una MAF molt baixa
representen només petites subclones dins del volum total de tumor que no impe-
deixen la resposta global del tumor.

En el nostre treball també mostrem com qualsevol disminucié de I’ADNct als dos
cicles de tractament prediu resposta i no es pot establir un percentatge de canvi en
I'ADNCct a partir del qual discriminar pacients responedors de no responedors com
es mostra en treballs anteriors (151-153). Definir un valor de tall general i comu
com a marcador de resposta pot estar esbiaixat per les caracteristiques especifiques
de la cohort explorada i la tecnologia utilitzada. Per contra, els canvis en la concen-
tracié de I'’ADNct en cada pacient durant el tractament sén intrinsecs a I'individu i
al tumor. Per tant, un canvi relatiu en ’ADNct d’un pacient durant el tractament és
potencialment una millor manera per predir la resposta al tractament que la recer-
ca d’un punt de tall numéric de disminucié d’ADNCct.
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Utilitat de la biopsia liquida per a la deteccio de resisténcia adquirida a farmacs
anti-EGFR

Laparicio de mutacions de resisténcia és la principal limitacié en l'eficacia de les
terapies dirigides. Els nostre grup i d’altres ja haviem reportat préviament que el
principal mecanisme de resisténcia adquirida a farmacs anti-EGFR en CCRm és
I'emergencia de mutacions en la via de les MAPK (especialment de RAS) i en EG-
FR-ECD, i que aquestes es poden detectar a la sang dels pacients (85-89).

En el primer estudi d’aquesta tesi vam utilitzar la técnica de PCRd OncoBEAM
RASCRC™ com a prova de concepte per a demostrar la deteccié de mutacions de
RAS emergents a la sang de pacients amb CCRm tractats amb farmacs anti-EGFR
en practica clinica. En una mostra de 18 pacients tractats amb quimioterapia +
anti-EGFR o amb anti-EGFR en monoterapia vam observar un 40% d’emergencia
de mutacions de RAS en sang periférica, dades que confirmaven els resultats ob-
tinguts en els treballs transnacionals préviament mencionats.

A l'estudi PLATFORM-B vam utilitzar una técnica de NGS que ens permetés I'avalua-
cié integral de multiples mutacions de resisténcia adquirida (RAS, BRAF i EGFR-ECD).
En pacients on s’observaven mutacions de resisténcia a anti-EGFR després de dos
cicles de tractament es realitzava un monitoratge per bidpsia liquida en mostres de
sang en el moment de la primera valoracioé radiologica de resposta i a la progressié
al tractament. L'analisi longitudinal de mostres de plasma va revelar que no totes les
clones de RAS/BRAF detectades precogment després de dos cicles es comportaven
igual o tenien el mateix significat clinic. En pacients amb un augment de la MAF
relativa de RAS/BRAF previ al tercer cicle, les clones de RAS/BRAF s’expandien pro-
gressivament durant el tractament fins a la progressio i es correlacionava amb una
SLP més curta. Per contra, en pacients on la variant al-lélica mutada de RAS/BRAFes
mantenia o disminuia després de dos cicles de tractament, aquesta subclona no
s’expandia i no era necessariament la clona principal de resisténcia a la progressio,
siné que coexistia amb altres subclones de resistencia (principalment EGFR-ECD).
En aquests pacients la SLP va ser més llarga.

Com era d’esperar, totes les mutacions primerenques de resisténcia detectades en
pacients tractats amb terapia anti-EGFR eren mutacions de RAS/BRAF, mentre que
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les mutacions EGFR-ECD van sorgir més tard durant el bloqueig d’EGFR. Aix0 esta en
linia amb resultats anteriors que mostren que no totes les mutacions de resisténcia
es creen iguals i que la resisténcia a la terapia anti-EGFR es produeix en multiples
ones d’expansio clonal. Mentre que les mutacions RAS es seleccionen sota estres
ambiental i s’expandeixen rapidament, les subclones EGFR-ECD sorgeixen de forma
tardana durant I'evolucié del tumor impulsada per farmacs anti-EGFR (85,89,181).
D’altra banda el percentatge de mutacions de resisténcia a anti-EGFR detectades en
aquests pacients tractats amb quimioterapia + farmac anti-EGFR en primera linia
va ser inferior al percentatge reportat en estudis previs del nostre grup i altres en
pacients politractats i /o que rebien anti-EGFR en monoterapia. Un estudi recent ha
demostrat també aquesta incidencia inferior de mutacions de RAS en pacients en
tractament en primera linia amb quimioterapia + anti-EGFR, suggerint altres meca-
nismes involucrats en l'adquisicié de resisténcia a més de I’ expansié clonal com ara
canvis en el el microambient tumoral (104,105).

En conjunt, el nostre estudi confirma que I'analisi de 'ADNct mitjancant técniques
de NGS permet la deteccié de diferents subclones que porten multiples mutacions
de resistencia i permet una major comprensio de la biologia tumoral adaptativa en
pacients tractats amb farmacs anti-EGFR.

Utilitat de la biopsia liquida per a la deteccié de malaltia minima residual després
de tractament neoadjuvant en CRLA

El tercer aspecte clinic que voliem explorar en aquesta tesi era la utilitat de la biop-
sia liquida per a la valoracid de resposta en pacients amb CRLA que havien rebut
tractament neoadjuvant total.

Per a fer-ho vam dissenyar un estudi de biomarcadors dins I'assaig clinic GEMCAD
1402. GEMCAD 1402 és un assaig clinic aleatoritzat multicéntric fase Il realitzat en
el marc del “Grupo Espanol Multidisciplinar en Cancer Digestivo” (GEMCAD) que va
demostrar que I'addicié d’aflibercept a la quimioterapia d’induccié de mFOLFOX6
en pacients amb CRLA millora la taxa de RCp en comparacié amb mFOLFOX6 sol
(13,8% i 22,6%, respectivament; p=0,15) (30). Tanmateix, amb un seguiment de 38
mesos, no s’ha observat benefici en SLR quan s’afegeix aquest antiangiogéenic al
tractament neoadjuvant total (182).
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El nostre estudi mostra que ’ADNct abans de la cirurgia és un biomarcador pre-
dictiu i pronostic capac de detectar la preséncia de malaltia minima metastatica
(MMM) no visible per proves d’imatge convencionals i predir la recurréncia a
distancia i la supervivencia en pacients que reben TNT. Els pacients amb biopsia
liquida positiva abans de la cirurgia tenien un SLR pitjor en comparacié amb els
pacients sense ADNct (HR=4.029; p=0,033). Encara més rellevant va ser I'impac-
te de la relacid entre la deteccié d’ADNct i la supervivencia. Els pacients amb
ADNCct previ a la cirurgia tenien risc de mort 23 vegades superior en comparacio
als pacients amb ADNCct preoperatori indetectable (p<0,0001), amb una proba-
bilitat estimada de supervivéncia als 4 anys del 33% vs. el 97% respectivament.

En els darrers anys s’ha publicat diferents estudis en cancer de colon localitzat
(160-163) i cancer de recte tractats amb QRT preoperatoria estandard (166,167)
gue mostren el valor de la bidpsia liquida per predir recurréncia a distancia des-
prés de la cirurgia. El nostre estudi és el primer en demostrar I'impacte de la
bidpsia liquida en la prediccio de supervivéncia en pacients amb cancer de recte
tractats amb neoadjuvancia.

Una troballa interessant del nostre treball és el fet que no es va observar cap
associacié entre la deteccid d’ADNct i les taxes de RCp en la cirurgia ni amb la
classificacio per NAR, suggerint que I’ADNct no reflecteix els canvis en I'estadiat-
ge del tumor primari. Els nostres resultats concorden amb els dels altres dos es-
tudis publicats en cancer de recte on tampoc s’observava relacié entre els resul-
tats de biopsia liquida i la RCp després del tractament neoadjuvant (166,167).
En linia amb aquests resultats, recentment s’han comunicat dades de I'estudi
DYNAMIC-II d’adjuvancia en cancer de colon on s’observa que la biopsia liquida
no és capa¢ de detectar aquells casos que presenten recaiguda local durant el
seguiment (165,176). Aixi doncs, el nostre estudi dona suport al concepte que
I'’ADNct reflecteix especificament la preséncia de malaltia sistémica en lloc de
malaltia minima local. Aixi, el terme ampliament utilitzat en biopsia liquida de
deteccié de malaltia minima residual (MMR) fa referencia a la persisténcia de
la malaltia després d’una cirurgia potencialment curativa. Nosaltres hem encunyat
el terme malaltia minima metastatica (MMM) per referir-nos a la deteccié d’ADNct
després del tractament neoadjuvant i previ a la cirurgia com a indicador de risc re-
caiguda a distancia.
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Una altra caracteristica diferencial important del present estudi és I'enfocament
técnic per detectar 'ADNct. Si bé en la majoria d’estudis previs de MMR en CCR
s’utilitza una técnica de PCRd per interrogar en plasma mutacions analitzades pre-
viament al teixit tumoral, en aquest estudi vam utilitzar un enfocament mitjancant
NGS que integra signatures tant gendmiques com epigendmiques, donant lloc a una
deteccié més sensible i precisa d’ADNct. Tot i la utilitzacié d’una tecnologia d’ultima
generacio, la preséncia d’ADNct continuava sent limitada en els pacients que des-
envolupaven metastasi Unicament peritoneals o pulmonars. Per contra, era molt
sensible en la detecciéd de MMM en pacients que durant el seguiment presentarien
metastasi hepatiques.

En global, les nostres troballes donen suport al paper de la biopsia liquida com
a biomarcador de malaltia sistémica a distancia en pacients amb cancer de recte
localment avangat tractats amb l'estratégia de TNT. Per contra, donada la manca
de relacio entre 'ADNct pre-quirudrgic i la RCp del tumor primari, no podem establir
que la biopsia liquida sigui una bona eina per a la valoracio de pacients candidats a
estrategia de preservacié d’organ.

Impacte de la técnica utilitzada per a la deteccié d’ADNct

Com he anat revisant en el decurs de la discussid, un aspecte determinant en biopsia
liqguida és la técnica que s’utilitzara per a la deteccié d’ADNct. Aquestes tecniques
poden anar des de la PCRd per a la deteccié de mutacions puntuals en un sol gen
fins a panells de NGS on s’integra la seqiienciacio de diferents regions gendomiques
amb la deteccié d’alteracions epigenomiques o fragmentomiques.

El nostre estudi publicat a 2017 de concordanca entre teixit i plasma va ser un
dels primers en utilitzar una técnica comercial de PCRd que interrogava en una
sola mostra un total de 34 mutacions en KRAS i NRAS determinants en cancer de
colon. Aquesta técnica conferia una molt elevada sensibilitat perdo un nombre
limitat de mutacions puntuals en un sol gen a estudi. Com hem demostrat pos-
teriorment a l'estudi PLATFORM-B, per tal de poder fer un diagnostic molecular
precis i una valoracié integral dels mecanismes de resisténcia adquirida neces-
sitem plataformes de NGS que analitzin una varietat de gens implicats en cada
subtipus tumoral.
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Tan en l'estudi PLATFORM-B com en l'estudi GEMCAD-1402 hem utilitzat platafor-
mes de NGS. Aixo és clarament un punt distintiu amb la majoria d’estudis previs
publicats on s’utilitzava PCRd per interrogar mutacions especifiques de plasma de-
tectades préviament al teixit tumoral (152,153,160,161,166,167). Les técniques de
NGS tenen diversos avantatges respecte la PCRd, la principal de les quals és el geno-
tipat tumoral sense necessitat de disposar d’informacié molecular sobre el tumor
primari. A més, donada |'extensa cobertura gendmica permet detectar alteracions
moleculars subclonals. Les potencials limitacions inclouen la necessitat de quan-
titats superiors d’ADNc (entre 20 i 50 ng per mostra a analitzar) i la sensibilitat de
deteccié de mutacions que és entorn a un 0.1%, clarament inferior a les técniques
de PCRd.

Les dues técniques de NGS utilitzades en els nostres estudis son també diferents en-
tre elles. A I'estudi PLATFORM-B es va utilitzar Oncomine™ Colon cfDNA Assay amb
cobertura en regions “hotspot” dels 14 gens més freqliientment implicats en CCR
(AKT1, BRAF, CTNNB1, EGFR, ERBB2, FBXW?7, GNAS, KRAS, MAP2K1, NRAS, PIK3CA,
SMAD4, TP53 i APC) amb llindar de sensibilitat de deteccié de mutacions del 0.1%.
Tot i aixi en, el 27,7% dels pacients del nostre estudi no vam poder detectar AD-
Nct en la mostra basal. A I'estudi GEMCAD-1402 vam utilitzar la plataforma de NGS
LUNAR-1/Guardant Reveal™ que integra I'avaluacié d’alteracions somatiques amb
una signatura epigendmica a més del filtratge bioinformatic per eliminar mutacions
provinents de I’hematopoesi clonal. Aquesta técnica reporta un resultat dicotomic:
ADNCct detectable vs. ADNct no detectable. Aquesta tecnologia incrementa la sensi-
bilitat respecte Oncomine fent-la millor en el context MMR on la concentracié d’AD-
Nct en sang periférica és minima. Tot i aixi, en el nostre estudi hi va haver un percen-
tatge de pacients amb ADNct no detectable i que experimentaven recidiva durant
el seguiment. A més a més, utilitzant aquesta plataforma no podem determinar les
variacions en la MAF de les diferents mutacions trobades ni conéixer I'emergéncia
de mecanismes de resisténcia adquirida a farmacs anti-EGFR ja que no es detalla
les alteracions moleculars sind només si la mostra és positiva o negativa per ADNct.

Independentment de la tecnologia utilitzada en cada treball, la deteccié d’ADNct
ha estat limitada en aquells pacients amb metastasi Unicament pulmonars o peri-
toneals o amb malaltia localitzada. Aquesta relacid entre la localitzacié tumoral i la
capacitat per alliberar ADNct ha estat una troballa constant en tots els nostres tre-
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balls permetent-nos validar la nostra hipotesi inicial que més enlla d’un problema
de sensibilitat tecnica, la biopsia liquida esta limitada principalment per la biologia
tumoral. LUestudi de les bases biologiques que descriguin els multiples processos
implicats en el metabolisme de 'ADNct sera fonamental per a continuar el desenvo-
lupament de la biopsia liquida.

Aixi doncs no existeix una Unica tecnica ideal per a I'estudi de biopsia liquida, sind
que l'eleccié de la tecnologia a utilitzar depéen del context en el que ens trobem,
de les mostres que necessitem analitzar i de les preguntes cliniques que vulguem
resoldre. De la mateixa manera, la implementacié de la biopsia liquida a la practica
clinica haura de tenir en compte la tecnologia apropiada per cada utilitat clinica.

Limitacions i fortaleses dels estudis presentats

Malgrat el valor dels resultats presentats, els nostres estudis no estan exempts de
limitacions.

El primer estudi es veu limitat principalment per ser un estudi retrospectiu d’'una
cohort no homogenia de pacients i pel fet que les extraccions de sang longitudinals
només es van realitzar en un nombre limitat de casos. Tot i aixi, les conclusions ex-
tretes van servir com a prova de concepte i han estat confirmades posteriorment
per altres grups i ratificades en els estudis subseglients recollits en aquesta tesi.

Tan l'estudi PLATFORM-B com l'estudi de biomarcadors de I'assaig GEMCAD-1402
sén dos estudis prospectius, amb una cohort homogeénia de pacients tractats amb el
mateix esquema terapéutic i dissenyats en el marc d’estudis realitzats pels dos grans
grups cooperatius de tumors digestius del nostre pais. Tot i aixi, ambdds estudis es-
tan limitats pel reduit nombre de mostres analitzades. En I'estudi GEMCAD-1402,
tot i existir una cohort inicialment gran de pacients, finalment el subconjunt ana-
litzat va ser petit. Aixo es va deure a la limitacié d’alguns centres participants per
recollir i processar les mostres de sang i a la escassa quantitat de plasma disponible
per pacient, ja que I'estudi estava dissenyat per extreure només 4,5 ml de sang en
cada moment. A I'estudi PLATFORM-B la recol-leccié de mostres va ser més regular
per part dels centres participants pero tot i aixi vam obtenir un nombre limitat de
mostres aparellades amb ADNct detectable. Aixo posa de rellevancia la importancia
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i la dificultat de la part pre-analitica en I'analisi de la bidpsia liquida, incloent els de
tubs emprats, el transport de la mostra de sang, el processament de la mostra de
sang i 'extraccié de 'ADN. Aquest fet no va ser només per les limitacions en la ex-
traccid per part dels centres, sind en la cobertura genomica del panell de NGS que
vam utilitzar per aquest estudi.

Tot i aquesta limitacid, el fet que ambdues cohorts de pacients siguin homogeénies
tan en caracteristiques clinico-patologiques com en el tractament rebut permet que
les conclusions extretes siguin fiables i que puguin establir les bases per al disseny
d’assajos clinics prospectius que confirmin I'impacte de la personalitzacié del trac-
tament mitjangant biopsia liquida.
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SNOISNTONODe -







1. La biopsia liquida (ADNct) és un metode minimament invasiu i altament sensible
per a la determinacié molecular tumoral en pacients amb cancer colorectal metas-
tatic (CCRm).

2. 'elevada concordanca en la deteccid de mutacions de RAS en teixit i plasma avalen
I'ds de la biopsia liquida com a alternativa a la bidpsia de teixit en pacients amb CCRm.

3. La presencia de metastasi Unicament pulmonars o peritoneals és un factor limi-
tant en la deteccié d’/ADNct en pacients amb CCRm.

4. l'extraccié de sang per la caracteritzacié molécular de 'ADNct en pacients amb
CCRm ha de ser previ a I'inici de qualsevol tractament sistémic.

5. La resposta molecular primerenca inclou I'analisi combinat en ADNct de muta-
cions troncals i mutacions de resisténcia a anti-EGFR després de només dos cicles
de quimioterapia més cetuximab en pacients amb CCRm tractats en primera linia.

6. Els pacients amb CCRm en tractament de primera linia amb quimioterapia més cetuxi-
mab i “resposta molecular primerenca” tenen una millor resposta i millor supervivéncia
lliure de progressié en comparacio als pacients amb “progressié molecular primerenca”.

7. Per a l'estudi d’ADNct en pacients amb CCRm es recomana un analisis basat en tecni-
ques de next generation sequencing (NGS) que permetin integrar la informacié sobre la
carrega total de malaltia i I'existencia de mutacions de resisténcia a farmacs anti-EGFR.

8. La presencia d’ADNct basal (abans d’ iniciar tractament) en pacients amb CCRm o
cancer de recte localment avancat (CRLA) no és un factor pronostic ni predictor de
resposta a tractament.

9. En pacients amb CRLA tractats amb total neoadjuvant treatment (TNT), 'ADNct
no prediu resposta patologica local.

10. En pacients amb CRLA tractats amb TNT, la preséncia d’ADNct post-TNT i pre-qui-
rargic detecta malaltia minima metastatica identificant pacients amb elevat risc de
recaiguda a distancia i mort.
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