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Liste des abréviations

AAP : Autorisation d’Acces Précoce

ALK : Anaplastic Lymphoma Kinase

ATU : Autorisation Temporaire d’Utilisation

BRAF : V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
CBP : Cancer Broncho-Pulmonaire

CBNPC : Carcinome Broncho-Pulmonaire Non a Petites Cellules
CGP : Comprehensive Genomic Profiling

CTLA4 : Cytotoxic T-lymphocyte associated Antigen 4

CE : Carcinome Epidermoide

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA : Cellule Presentative d’Antigéne

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

EML4 : Echinoderm Microtubule-associated protein-Like 4
FFPE : Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

FISH : Hybridation Fluorescente In Situ

HER2 : human epidermal growth factor receptor 2
HGF : Facteur de croissance des hépatocytes

ICAM-1 : intracellular cell adhesion molecule-1

INCA : Institut National du Cancer

ITK : Inhibiteur de Tyrosine Kinase

KRAS : Kirsten Rat Sarcoma virus

LT : lymphocytes T

MET : MET Proto-Oncogene

NGS : Next Generation Sequencing

NTRK : Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase
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OS : survie globale

PCI : Point de Contréle Immunitaire
PD-1 : Programmed cell Death protein 1
PD-L1 : Programmed Death Ligand 1
PFS : Survie Sans Progression

PS : Performans Status

RET : Rearranged during transfection

ROS1 : c-Ros oncogene 1

RTU : Recommandation temporaire d’utilisation

TIL : lymphocytes infiltrant la tumeur

TMB : charge mutationnelle tumorale

TNM : Tumor Node Metastasis

TPS : Tumor Proportion Score

TTF1 : Thyroid transcription factor-1

UICC : Union for International Cancer Control
VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1
VEGF : Vascular Epithelial Growth Factor

WES : séquencage de I'exome entier
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Cancer broncho-pulmonaire
Epidémiologie

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) reste encore de nos jours un probléme majeur de santé
publique avec 2,2 millions de cas diagnostiqués et 1,8 millions de décés dans le monde en
2020 selon 'OMS. Tous genres confondus, il s’agit du second cancer le plus fréquent aprés le
cancer du sein féminin (Figure 1) et reste le cancer le plus meurtrier : il est responsable de
quasiment un déces sur cing lié au cancer (18% des déces). (1)

Incidence Mortality

Famale
breast
11.7%

Caloractum
9.45%

; Liver
:n'\-x,ulcn 8.3%

Stomach
Bladder 5 T7%
47%
Esophagus  breast
Liver B 6.8%
19.3 million 9.9 million
new cases deaths

Figure 1 : Incidence et mortalité par cancer dans le monde en 2020 [selon Sung et al.(1)]

En France, I'incidence du CBP est estimée a 46 363 cas en 2018, dont 67% des cas survenant
chez 'homme. Il s’agit ainsi du 3¢ cancer le plus fréquent chez la femme, et du 2¢ le plus
fréquent chez ’homme. Tandis que son incidence est globalement stable chez ’lhomme, voire
en discréte diminution depuis 1990 (- 0,1 % par an sur la période 1990-2018), il connait une
augmentation importante chez la femme (+ 5,3% par an sur cette méme période)(2).

Facteurs de risques

Le tabagisme actif est le principal facteur de risque de CBP, responsable a lui seul de 83% des
cas chez ’'homme et de 69% des cas chez la femme. Il multiplierait par au moins 10 a 15 le
risque de développer un CBP. Ce risque diminue a I'arrét du tabac, mais reste plus élevé que
chez un non-fumeur (3).

D’autres facteurs de risque sont également connus. Il s’agit pour les principaux du tabagisme

passif (4), de I'exposition a des carcinogénes professionnels (amiante (5), métaux lourds (6)...),
du radon (7) ou encore de la pollution atmosphérique (8).
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Classification histologique

Il existe différents types histologiques de CBP, décrits dans la 5¢ édition de la classification
OMS des tumeurs thoraciques (9). Les tumeurs de type épithélial représentent I'immense
majorité. Elles sont historiquement séparées en deux groupes distincts qui résultent en des
prises en charge différentes :

e Les carcinomes a petites cellules (CBPC) qui comprennent uniquement les carcinomes
neuroendocrines a petites cellules.

e Les carcinomes non a petites cellules (CBNPC) qui correspondent aux autres
carcinomes pulmonaires, incluant pour les plus fréquents les adénocarcinomes, les
carcinomes épidermoides, les carcinomes a grandes cellules et les carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules.

Le carcinome neuroendocrine a petites cellules est une tumeur a différenciation
neuroendocrine de haut grade et de mauvais pronostic. Il représente environ 15% de
I’ensemble des CBP. C’est un cancer particulierement lié au tabac, avec seulement de tres
rares cas reportés chez le non fumeur (10). Sur le plan histologique, il correspond a une
prolifération de cellules tumorales de petite taille (inférieure a 3 fois la taille d’un lymphocyte)
au cytoplasme indistinct et possédant un noyau a la chromatine dite « poivre et sel »
dissimulant le nucléole. Les mitoses sont tres nombreuses (cut-off diagnostic défini a > 10
mitoses/2 mm? mais trés largement supérieur en général avec une médiane de 80 mitoses/2
mm?), ainsi que des plages de nécrose tumorale. Sauf exception, les cellules tumorales
expriment au moins l'un des marqueurs neuroendocrines suivants: synaptophysine,
chromogranine A, CD56 ou INSM1.

Le carcinome neuroendocrine a grandes cellules est également une tumeur neuroendocrine
pulmonaire de haut grade. Il est moins fréquent que le carcinome neuroendocrine a petites
cellules (3% des CBP). Il correspond a une prolifération de cellules neuroendocrines fortement
mitotiques (cut-off diagnostic>10 mitoses/2 mm?), fréquemment nécrotique et devant
exprimer au moins un marqueur neuroendocrine. A la différence du carcinome
neuroendocrine a petites cellules, les cellules sont de grande taille (>3 fois la taille d’un
lymphocyte), au cytoplasme abondant et munies d’un noyau nucléolé et/ou vésiculeux (Figure
2).
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Figure 2. Comparaison morphologique des carcinomes neuro-endocrines a petites cellules (a gauche) et a
grandes cellules (a droite) [tirée de (9)]

L’adénocarcinome pulmonaire est un cancer développé a partir des pneumocytes. Il s’agit du
type histologique le plus fréquent (54% des CBP en France en 2018)(2), en particulier chez les
non-fumeurs et la femme (11). Sur le plan histologique, les adénocarcinomes non-mucineux
sont des cancers définis par la présence d’une différenciation glandulaire et/ou par
I’'expression d’un marqueur immunohistochimique pulmonaire (TTF1 ou napsin A). Cette
tumeur peut présenter différents aspects en fonction des architectures tumorales variées :
Iépidique, acinaire, papillaire, micropapillaire, cribriforme ou solide (Figure 3).

D’autres sous-types histologiques sont plus rarement rencontrés. Il s’agit des
adénocarcinomes mucineux, colloide, foetal ou de type entérique.

Figure 3 : Exemples d’architectures des adénocarcinome pulmonaires (tirés de (9)
Gauche — Architecture Iépidique ; Milieu — Architecture acinaire ; Droite — Architecture papillaire
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Le carcinome épidermoide pulmonaire est le second type histologique le plus courant,
représentant pres de 20% des CBP. Ces tumeurs, associées au tabagisme, naissent a partir de
Iésions de métaplasie malpighienne développées au dépend de I'épithélium respiratoire
bronchique. Son diagnostic nécessite la présence de caractéristiques morphologiques
malpighiennes (présence de ponts d’union intercellulaires ou de kératinisation) (Figure 4) ou
bien, pour les formes les moins différenciées, de la mise en évidence immunohistochimique
d’un marqueur malpighien (en particulier P40) sans expression de TTF1.

b

Figure 4. Comparaison morphologique entre un carcinome épidermoide pulmonaire kératinisant (gauche) et un
adénocarcinome pulmonaire non-mucineux d’architecture solide (droite) [tirés de (9)]

Le carcinome pulmonaire a grandes cellules est rare, représentant 1,5% des CBP. Il correspond
a un carcinome peu différencié, dépourvu de critére morphologique ou immunohistochimique
de différenciation glandulaire, malpighienne ou neuroendocrine aprés examen de la totalité
de la tumeur. Il s’agit donc d’un diagnostic d’élimination qui ne peut étre porté que sur les
piéces d’exérése chirurgicales.

Les autres carcinomes pulmonaires sont le carcinome adéno-squameux (correspondant a un
carcinome comprenant un contingent adénocarcinomateux et un contingent épidermoide,
chacun représentant > 10% de la tumeur), le groupe des carcinomes sarcomatoides, le groupe
des tumeurs de type « glandes salivaires » (morphologie proche des tumeurs des glandes
salivaires) et les carcinomes dits « inclassés ».
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Type histologique Sous-type histologique
Adénocarcinome non-mucineux lépidique

Adénocarcinome non-mucineux acinaire

Adénocarcinome non-mucineux papillaire

Adénocarcinome non-mucineux micropapillaire

Adénocarcinomes Adénocarcinome non-mucineux solide

Adénocarcinome mucineux

Adénocarcinome colloide

Adénocarcinome foetal

Adénocarcinome entérique

Carcinome épidermoide kératinisant

Carcinome épidermoide non kératinisant

Carcinomes épidermoides - — - -
Carcinome épidermoide basaloide

Carcinome lympho-épithélial

Carcinome neuroendocrine a petites cellules (et formes mixtes)

Carcinomes neuroendocrines

Carcinome neuroendocrine a grandes cellules (et formes mixtes)

Carcinome adénosquameux

Carcinome a grandes cellules

Carcinome pléomorphe

Carcinome a cellules géantes

Carcinomes sarcomatoides Carcinome a cellules fusiformes

Blastome pulmonaire

Carcinosarcome

Adénome pléomorphe

Carcinome adénoide-kystique

Carcinome épithélial-myoépithélial

Tumeurs de type « glandes - — -
Carcinome muco-épidermoide

salivaires » . — h .
Carcinome hyalinisant a cellules claires

Myo-épitheliome

Carcinome myoépithélial

. Carcinome NUT
Autres carcinomes

Carcinome thoracique indifférencié SMARCA4-déficient

Tableau 1. Classification OMS 5e édition des carcinomes invasifs broncho-pulmonaires [adapté de la 5¢ édition
de la classification OMS des tumeurs thoraciques (9)]

Prise en charge thérapeutique

La prise en charge des CBNPC est déterminée en fonction de I'état général du patient [évalué
selon le « performans status » (PS)], du stade de la maladie déterminé selon la classification
TNM de I’'Union for International Cancer Control (UICC) [Figure 5 et 6)], du type histologique
de la tumeur et de ses caractéristiques moléculaires (12).

22



Tumeur primaire non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignes dans les sécrétions
broncho-pulmanaires mais non visible aux examens radiologigues et endoscopigues.

Absence de tumeur identifiable.

Tis

Carcinome in situ.

T1

Tumeur de 3 em ou meins dans ses plus grandes dimensions, entourée par du poumon ou de la plévre
viscérale, sans évidence d'invasion plus proximale gue les bronches lobaires a la bronchoscopie (c'est-a-
dire pas dans les bronches souches).

Tlajmi) Adénocarcinome minimalement-invasif

Tla < lem
Tib >lemet<2cm
Tlc =2 em et <3 em

T - Tumeur

Tumeur de plus de 3 cm, mais de moins de 5 cm

OU avec un gqueleongue des éléments suivants

-envahissemnent d'une bronche souche guelle que soit sa distance par rapport 3 la caréne mais sans
envahissement de la caréne,

-envahissement de la plévre viscérale,

-existence d'une atélectasie ou pneumonie abstructive

T2a = 3 &m mais £4 ¢m

Tzb >4 om mais £5 cm

T4

Tumeur de plus de 5 em et de moins de 7 cm,

OU associée 2 un{des) nodule(s) tumoral{aux) distinct(s) dans le méme lobe,
OU envahissant directermnent :

-la paroi thoracigue (incluant les tumeurs du sommet),

-le nerf phrénique,

_-la plévre pariétale ou le péricarde pariétal.

Tumeur de plus de 7 cm

OU associée 3 des nodules tumoraux séparés dans deux lobes différents du méme pouman,
OU envahissant directernent :

-le médiastin,

<le coeur ou les gros vaisseaux,

-la trachée, ou la caréne

-le diaphragme,

-le nerf récurrent,

Feesophage,

-un{des) corps vertébral{ux).

Nx

Envahissement locorégional inconnu.

NO

Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux.

M1

Métastases ganglionnaires péri-bronchigues homolatérales etfou hilaires homolatérales incluant une
extension directe.

N2

Métastases dans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions sous-carénaires

N3

N - Adénopathles

Métastases ganglionnaires médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ou scaléniques, sus-
claviculaires homo- ou controlatérales.

MO

M1

Métastases

Pas de métastase a distance.
Existence de métastases :

Mla Module(s) tumoral{ux] séparés dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux ou pleurésie
maligne ou péricardite maligne

Milb Une seule métastase extra-thoracique dans un seul argane

- Milc  Plusieurs métastases extrathoraciques dans un seul ou plusieurs organes

Figure 5. classification TNM des CBP selon I'UICC [figure tirée de Couraud et al (13)]

Patient éligible a une prise en charge chirurgicale

Les CBNPC a un stade précoce (stade | ou Il) peuvent bénéficier d’une prise en charge curative
chirurgicale avec réalisation d’'un curage ganglionnaire complet qui est le traitement de
référence. En cas de contre-indication de I'exérése chirurgicale (pour cause de comorbidités

ou autres), une radiothérapie est alors indiquée. (13,14)

Les CBPNC de stade Il ou lll post-opératoires (suite a la découverte d’'un envahissement
ganglionnaire tumoral per-opératoire ou lors de I'examen microscopique), sont également
traités par un doublet de chimiothérapie adjuvante a base de sels de platine (13). La
chimiothérapie adjuvante permet une augmentation de la survie globale a 5 ans de 4 a 5%.

(15)
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En cas de CBNPC localement avancé (stade lll), la prise en charge dépendra de la résécabilité
potentielle de la tumeur et pourra comprendre chirurgie, chimiothérapie ou
radiochimiothérapie selon le tableau clinique. (14)

Enfin, pour les CBNPC avec mutation activatrice du gene codant pour le récepteur du facteur
de croissance épidermique (EGFR) (délétion de I'exon 19 ou mutation L858R de I'exon 21),
I"ERLOTINIB, un inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) dirigé contre EGFR dispose depuis 2022 de
I’AMM en situation adjuvante apres résection tumorale compléte (et apres chimiothérapie si
indiquée) d’un CBNPC de stade IB a llIA. (16)

Il n’y a actuellement pas d’indication d’'immunothérapie en péri-opératoire. Des études sont
actuellement en cours sur ce sujet. (13,17)

Carcinome occulte Tx NO MO Stade A T1,2 N2, MO
Stade 0 Tis NO MO TIN1 MO
Stade 1A-1 T1a(mi) NO MO T4 NO,1 MO
Tla NO MO Stade lIIB T1,2 N3 MO
Stade 1A-2 T1b NO MO T3,4 N2 MO
Stade I1A-3 Tlc NO MO Stade lIIC T34 N3 MO
Stade IB T2a NO MO Stade IV-A Tout Mla
Stade lIA T2b NO MO Tout M1b
Stade lIB T1,2 N1 MO Stade IV-B Tout Mic
T3 NO MO

M1ia-b Mlc
ToutN  ToutN

1A

Figure 6. Stades cliniques des CBP selon I"'UICC [figure tirée de Couraud et al (13)]

Patient non-éligible a une prise en charge chirurgicale

En cas de CBNPC diagnostiqué a un stade métastatique (stade IV de la classification UICC), le
patient reléve d’une prise en charge uniquement systémique.

La présence d’une addiction oncogénique (mutation du gene EGFR ou réarrangement des

génes ALK ou ROS1) permet la prescription en 1ére ligne d’une thérapie ciblée, et ce quel que
soit I'état général du patient du fait de leur tres bonne tolérance.
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En I"absence d’addiction oncogénique, la prise en charge dépend en grande partie de I'état
général du patient et de I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales (qui définit le Tumor
Proportion Score ou TPS).

Si PD-L1 < 50%, la prise en charge de léere ligne recommandée depuis 2020 est I'association
du PEMBROLIZUMAB avec :

e Pour un CBNPC non-épidermoide : un doublet de chimiothérapie a base de sels de
platine (CISPLATINE ou CARBOPLATINE) + PERMETREXED, suivi d’un traitement
d’entretien. (13,18)

e Pour un CBNPC épidermoide: un doublet de chimiothérapie comprenant
CARBOPLATINE + PLACITAXEL ou NAB-PLACITAXEL, suivi d’'un traitement d’entretien.
(13,19)

Cette association du PEMBROLIZUMAB avec un doublet de chimiothérapie a permis
d’améliorer la survie sans progression et la survie globale que ce soit pour les CBPNC non-
épidermoides (20) ou épidermoides (21) par rapport au méme doublet de chimiothérapie
seul, quel que soit le statut PD-L1 de la tumeur.

Lorsque I'expression tumorale de PD-L1 est élevée (TPS > 50%), le PEMBROLIZUMAB est le
traitement de 1% intention des CBNPC épidermoides et non-épidermoides. (22)

Néanmoins, méme si cette stratégie a montré sa supériorité par comparaison a un doublet de
chimiothérapie en terme de survie sans progression et de survie globale (23), il est important
de noter l'absence d’étude comparant de maniéere directe le PEMBROLIZUMAB en
monothérapie et son association a un doublet de chimiothérapie. Cette absence de
comparaison directe justifie la possibilité d’associer un doublet de chimiothérapie au
PEMBROLIZUMAB dans cette situation. L’étude PERSEE est actuellement en cours pour
comparer les deux stratégies. (24)

En cas d’état général dégradé (population gériatrique et/ou PS > 3), et d’absence d’addiction
oncogénique, une prise en charge adaptée sera proposée. (12,13)

La prise en charge de 2°™ ligne dépend quant a elle du traitement recu en 1% ligne. Il s’agit le
plus fréquemment (12,13) :

e D’une immunothérapie par PEMBROLIZUMAB (si TPS > 1%), ATEZOLIZUMAB ou
NIVOLUMAB (quel que soit le score TPS), si le patient n’a pas recu d’'immunothérapie
en lere ligne.

e D’une chimiothérapie préférentiellement en doublet ou en monothérapie selon I'état
clinique.

Ainsi, la prise en charge de CBNPC s’est complexifiée avec le développement de la
connaissance des caractéristiques moléculaires de ces tumeurs. Définir le profil moléculaire
tumoral est devenu indispensable & une prise en charge optimale, et ce dés la 1% ligne de
traitement.
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Anomalies moléculaires des CBNPC

Proto-oncogenes

Les progres thérapeutiques réalisés ces dernieres années dans la prise en charge des CBNPC
sont largement attribuables a I'approfondissement des connaissances moléculaires, en
particulier pour les adénocarcinomes, et de la mise en évidence des différents mécanismes
intervenant dans le processus de cancérogenése.

Une altération moléculaire dite « driver » oncogénique est un évenement moléculaire
génétique (mutation, fusion de génes, amplification...) entrainant une activation aberrante de
voies moléculaires intracellulaires, favorisant la prolifération ainsi que la survie cellulaire et
étant a l'origine du processus de cancérogeneése (Figure 7) (25). Ces anomalies « drivers » sont
considérées comme mutuellement exclusives, c’est-a-dire que la présence de I'une au sein
d’une tumeur élimine de principe la présence d'une autre (26). Des exceptions sont
néanmoins parfois décrites (27).

Leur identification est particulierement intéressante, car elle permet dans les cas ou un
traitement ciblé est disponible, de pouvoir agir directement sur le mécanisme a I'origine de la
prolifération et de la survie des cellules tumorales. Ces traitements s’avérent ainsi
particulierement efficaces et agissent directement sur les cellules tumorales (et non sur
I’ensemble des cellules du patient). lls présentent un bien meilleur profil de tolérance (28).

MK . NSO
MIQVOK AR

Figure 7. Schéma résumant I'action d’une altération moléculaire « driver ». L’altération moléculaire est
suffisante pour induire la prolifération tumorale [selon Morjaria (29)]

Les altérations moléculaires « drivers » les plus notables des adénocarcinomes pulmonaires
non-mucineux sont situées au niveau des géne EGFR (prévalence de 10-20 %), KRAS
(prévalence de 25%), BRAF (3-5%), MET (4% de mutation de I'exon 14), ALK (2-7%), ROS1 (1-
2%) et NTRK (2-3%). (30) Les autres anomalies moléculaires souvent identifiés ne sont pas
actionnables (c’est-a-dire inaccessibles a une thérapie ciblée). Nous pouvons citer les
mutations de PIK3CA, de PTEN, de AKT etc... (31)

La prévalence des événements moléculaires « drivers » au niveau des adénocarcinomes
pulmonaires non-mucineux est élevée. Encore récemment estimée a pres de 50% (32), des
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études plus récentes utilisant de larges panels de séquencage haut débit (NGS) montrent qu’ils
seraient présents dans 86,9% des cas (31).

Les adénocarcinomes pulmonaires mucineux présentent quant a eux un profil moléculaire
différent de celui des adénocarcinomes non-mucineux. La prévalence des mutations du géne
KRAS est forte (prés de 60%) dans ce sous-type tumoral. (33)

No mutations 1.2%
UMD 12.0%

EGFR sensitizing 19.4%

RET fusion

Other drivers 2.9% (n=1,1%)
’

_ _PTEN loss 0.7%

DKNZ2A loss 1.9% ALK fusion

BRAF non-V600E 1.3% (n=1,1%)
=1,

EGFR 28% _NF1loss 1.9%
EGFRT790M 5.5% - BRAF fusion -
(n=1,1%) KRAS mut

ERBBA4 fusion (n = 56, 62%)
(n=1, 1%)

EGFR exon20 2.1%
EGFRWT amp 1.0%

o
ALK fusion 3.8% KRAS 25.3%

NRG1 fusion
ROST1 fusion 2.6 “ KRAS 25.3% (n=6,7%)
RET fusion 1.7%

BRAF V600E 2.1%
MET splice 3.0%~

EGFR mut_/ BRAF mut
(n=1,1%) (n=2,2%)

mKRASmut ®BRAFmut ®EGFRmut ®NRG1 fusion ® ERBBA4 fusion

% / |
BRCA1/210ss 1.3%/ AR D
TSC1/2l0s8 0.7% ppgps' o' 30, u BRAF fusion m ALK fusion ®RET fusion & Unknown

Figure 8 : Profil moléculaire des adénocarcinomes pulmonaires non-mucineux et mucineux (tiré de jordan et al.
et nakaoku et al. (31,34))

Les carcinomes épidermoides pulmonaires se développent par une transformation dite
« multi-étapes » (passage par une dysplasie de plus en plus sévere, puis d’'un carcinome in situ
pour aboutir au CE invasif), qui correspond a I'accumulation progressive d'aberrations
génétiques et épigénétiques mais sans anomalie moléculaire « driver » qui serait actionnable.
(35-37)

Ainsi la recherche d’altération génétique n’est pas recommandée dans le cas du CE
pulmonaire, en dehors de cas particuliers (CE pulmonaire diagnostiqué chez un patient jeune
et/ou non-fumeur). (38)

Principales altérations moléculaires actionnables
EGFR

Le géne EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est un géne situé sur le bras court du
chromosome 7 (7p11.2), codant un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase
appartenant a la famille HER (ou ERBB, allant de HER1 a 4). Ce récepteur posséde une structure
semblable aux autres récepteurs de cette famille. Il comprend un domaine extracellulaire
capable de fixer certains ligands, un domaine transmembranaire et un domaine intra-
cellulaire porteur d’une activité kinase.

En situation physiologique, la fixation d’un ligand sur le domaine extracellulaire entraine
I’lhomo- ou I'hétéro-dimérisation avec un autre récepteur a activité tyrosine kinase. Cette
dimérisation entraine une phosphorylation des résidus tyrosines permettant la transduction
du signal aux voies de signalisation intracellulaires d’aval, dont les principales sont la voie PI3K-
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AKT-mTOR (favorisant la survie cellulaire) et la voie des MAPkinases/ERK (favorisant plutét la
prolifération cellulaire) (Figure 10). (39)

Les mutations d’EGFR sont responsables d’une activation de la kinase d’EGFR, indépendante
de la présence de ligand et entrainent I’activation incontrolée des voies d’aval. Ces mutations
surviennent uniquement au niveau du domaine tyrosine kinase de la protéine, codée par les
exons 18 a 21 du gene (Figure 9), avec une forte prédominance de la mutation p.L858R et des
délétions de I'exon 19, représentant a elles seules 85% des mutations d’EGFR. (40)

Dans les CBNPC de stade IV, la présence d’une mutation activatrice de EGFR permet une prise
en charge en 1% ligne par ITK dirigé contre EGFR. Le choix de la molécule dépend de la nature
de la mutation, qui ont des profils de sensibilité différents, et de la présence ou d’éventuelle
mutation de résistance (13).
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Figure 9. Répartition des mutations activatrices et de résistance connues de I'EGFR [tiré de Jordan et al. (31)]

Sur le plan épidémiologique, les mutations de EGFR surviennent plus fréquemment chez les
femmes, les patients non-fumeurs et les patients asiatiques. (41)

KRAS

Le géne KRAS (Kirsten rat sarcoma virus), situé sur le chromosome 12, est un géne appartenant
a la famille RAS. Ce gene code pour une GTPase dont le role est de relier I'activation des
récepteurs a tyrosine kinase aux différentes voies moléculaires d’aval, dont les principales
sont les voies des MAPkinases/ERK et de PI3K-AKT-mTOR (Figure 10).

Les mutations de KRAS entrainent une activation de ces voies. Elles ont comme particularité
de survenir en grande majorité chez le patient fumeur, et se concentrent au sein du codon 12
du gene : les mutations p.G12C, p.G12V et p.G12D représentent plus de 80% des mutations
(42).
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Il est néanmoins difficile de cibler directement une mutation de KRAS. En effet, la petite taille
de la protéine codée par le gene, ainsi que sa forme générale relativement lisse limitent les
possibilités d’inhibition, faisant que de potentiels médicaments ciblant les mutations de KRAS
peuvent affecter également les protéines KRAS non-mutées. (43)

Cela explique que seule la mutation de KRAS p.G12C, est actuellement accessible a une
thérapie ciblée en 2¢™¢ ligne de traitement dans les CBNPC de stade IV. Le SOTORASIB dispose
ainsi de I’AMM avec autorisation d’acces précoce (AAP) en France depuis 2022. Sa place vis-
a-vis des autres possibilités thérapeutiques de 2™ ligne reste encore a définir (44). La 1°
ligne de traitement est inchangée par rapport a un patient sans mutation de KRAS (13).

La présence d’une mutation de KRAS a un impact négatif sur la survie globale et a la survie
sans progression (PFS) des patients atteints de CBPNC (45). Elle est par contre statistiquement
associée a I'expression de PD-L1, a la présence de lymphocyte T infiltrant la tumeur (TIL) et
d’une charge mutationnelle tumorale élevée, qui sont des facteurs de réponse a
I'immunothérapie (46).

BRAF

Le géne BRAF (pour V-Raf Murine Sarcoma viral oncogene homolog B) est un géne situé sur le
chromosome 7. Il code la protéine BRAF, une sérine-thréonine kinase appartenant a la famille
des protéines RAF. Son role est la transduction du signal de prolifération cellulaire au sein de
la voie des MAPkinases/ERK a partir de son activation par une protéine RAS (Figure 10).

Les mutations de BRAF entrainent une activation en aval de la voie de signalisation MAPK/ERK.
Parmi ces mutations, la mutation BRAF p.V600E est la plus fréquente (plus de 50%) (47). Sur
le plan pronostique, la présence d’'une mutation de BRAF est décrite comme associée a une
moindre efficacité de la chimiothérapie a base de platine comparée aux tumeurs sans
mutation de BRAF (48).

La détection de la mutation BRAF V600E est une indication a I'association DABRAFENIB +
TRAMETINIB (respectivement inhibiteurs de BRAF V600E et de MEK) en 2°™¢ ligne de
traitement dans les CBNPC de stade IV. La 1° ligne de traitement est également identique a
celle proposée chez un patient non muté (13).
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Figure 10. Activation des voies moléculaires en aval d’EGFR et autres récepteur ERBB [adapté selon Yarden et al.
(39)]

ALK

ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) est un gene situé sur le bras court du chromosome 2
codant pour un récepteur a activité tyrosine kinase transmembranaire. En situation
physiologique, c’est un gene exprimé au sein du systeme nerveux, des intestins et du tissu
testiculaire durant I'embryogeneése (49).

Les altérations moléculaires impliquant ALK dans les CBNPC sont des inversions ou des
translocations chromosomiques qui aboutissent a la fusion de régions variables d'un autre
géne avec I'exon 20 du géne ALK, codant pour le domaine tyrosine kinase intra-cytoplasmique
de la protéine.

Parmi ces réarrangements, la plus fréquente est de loin la fusion ALK-EML4 (> 90% des cas),
qui correspond a une inversion paracentrique du bras court du chromosome 2 (Figure 11).
Cette inversion aboutit a la formation d’une protéine chimérique composée du domaine
tyrosine kinase de ALK avec la portion N-terminale plus ou moins tronquée du gene EML4 (en
fonction des points de cassure). Cette protéine a la particularité d’avoir une activité tyrosine
kinase permanente indépendante de la fixation d’un ligand, et transmet ainsi un signal
incontrolé de prolifération cellulaire.

Les autres partenaires impliqués dans la formation de protéine chimérique avec ALK (TFG,
KIF5B KLC1...) aboutissent a une activation de la kinase ALK similaire a celle issue de EML4-ALK
(50).

30



496 981
EML4 |1 ] |

1059

a6
EML4-ALK varlant 1 | | | || |_

1 »
wo | i ouse -

Domaine transmembranaire

. ALK M4
e~ — Ly S — 7
Bxon 21 \ NBon1zs
o ~ . /S\
i — 5 —

+

EML4-ALK variant 1

Figure 11 : Schéma de la translocation EML4-ALK, qui illustre I'inversion de la partie aminoterminale
d’EML4 et sa fusion avec la partie du géne ALK codant pour le domaine tyrosine kinase [selon Lantuejoul et al.
(50)]

Les CBNPC possédant ce réarrangement surviennent généralement chez des patients jeunes,
non-fumeurs et a un stade plus avancé. Les carcinomes ALK-réarrangés présentent plus
fréguemment une architecture solide et un aspect cytologique particulier dit « en bague a
chaton ». (51)

La présence d’un réarrangement de ALK permet la prescription dés la 1% ligne de traitement
d’un ITK de ALK. Parmi les molécules disponibles, le BRIGATINIB et I’ALECTINIB sont
actuellement préférés. (13)

Les traitements des lignes suivantes reposent également sur la prescription d’un autre ITK de
ALK, dont le choix peut étre guidé par I'identification moléculaire du mécanisme de résistance.
En effet, différentes mutations de résistance peuvent apparaitre par pression de sélection et
chacune posséde un profil de sensibilité different aux ITK de ALK. (13,28)

ROS1

Le geéne ROS1 (c-Ros Oncogene 1) est situé sur le bras long du chromosome 6. C’est un gene
assez semblable a ALK: il code également un récepteur a activité tyrosine kinase
transmembranaire de structure similaire. A I’heure actuelle, le réle de ce géne est mal connu
en dehors du contexte oncologique (52).

Comme pour ALK, les altérations moléculaires impliquant ROS1 sont des réarrangements
chromosomiques aboutissant a la formation d’une protéine chimérique avec activité tyrosine
kinase indépendante de son ligand. Les partenaires de fusion de ROS1 sont nombreux et
comprennent entre autres les génes CD74 (38-54%), EZR (13-24%), SDC4 (9-13%), SLC34A2 (5-
10%) et TPM3 (3-15%) (53).
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La présence d’un réarrangement de ROS1 survient également a un stade avancé chez des
patients jeunes et non-fumeurs. L’aspect cytologique « en bague a chaton » ainsi que
I'architecture histologique solide sont également statistiguement associés a ce
réarrangement (54).

Sur le plan thérapeutique, le CRIZOTINIB, un ITK de ALK qui dispose de '’AMM, est prescrit en
1% ligne pour le traitement des CBNPC stade IV présentant un réarrangement de ROSI
(13,55). D’autres inhibiteurs de ROS1 semblent également efficaces, mais ne disposent pas a
ce jour de 'AMM en France (13).

MET

Le proto-oncogene MET (MET Proto-Oncogene, aussi appelé hepatocyte growth factor
receptor) est situé sur le bras long du chromosome 7. Il code un récepteur transmembranaire
a activité tyrosine kinase dont le ligand activateur est le facteur de croissance des hépatocytes
(HGF).

La liaison de ce ligand entraine la dimérisation de MET et son autophosphorylation qui active
son activité tyrosine kinase et permet I'activation des voies moléculaires d’aval, dont les
principales sont également les voies des MAPkinase/ERK et PIK3CA/AKT (56).

A la différence des mutations d’EGFR, les mutations du géne MET dans les CBNPC ne sont pas
situées au niveau du domaine tyrosine kinase de la protéine, mais au niveau du site d’épissage
de I’exon 14 du géne, entrainant un saut de cet exon lors de la transcription qui aboutit a la
perte du domaine juxta-membranaire de MET. Comme ce domaine est responsable en temps
normal de la dégradation de la protéine et de la régulation de son activité, la mutation se
traduit par une accumulation de la protéine et une augmentation de son activité (57).

Les mutations de MET sont fréquemment détectées dans les carcinomes sarcomatoides (58).

Les amplifications de MET sont également responsables d’une hyperactivation de la protéine.
Cette amplification peut étre présente « de novo » au niveau de la tumeur, ou peut survenir
en réponse a la prise d’ITK d’EGFR et constitue ainsi un mécanisme de résistance acquise aux
ITK (59).

Au niveau thérapeutique, le CRIZOTINIB dispose également d’'une recommandation
temporaire d’utilisation (RTU) dans un contexte de 2°™ ligne de traitement des CBNPC
présentant une mutation de I'exon 14 de MET (60). Des inhibiteurs spécifiques de MET, dont
le CAPMATINIB et le TEPOTINIB ont été développés. Leur place vis-a-vis des autres traitements
est actuellement en cours d’évaluation (13).
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Autres

D’autres altérations moléculaires « driver » plus rares sont identifiées dans les CBNPC.
Certaines peuvent étre éligibles a une thérapie ciblée en France : (13)

e Les réarrangements de RET (Rearranged during transfection) permettent la
prescription en 28 ligne du PRALSETINIB ou du SELPERCATINIB, deux inhibiteurs
spécifiques de RET.

o Les fusions de NTRK (Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase) sont sensibles aux
inhibiteurs de TRK que sont le LAROTRECTINIB et L'ENTRECTINIB. A noter que seul ce
premier dispose de ’AMM en France, mais n’est pas remboursé pour cette indication.

Enfin, certaines anomalies moléculaires connues sont actuellement en cours d’essais cliniques
afin de déterminer leur actionnabilité dans les CBNPC, comme les mutations de I'exon 20 de
ERBB2, les réarrangements de NRG1 ou les altérations de MET autres que celles de I'exon 14
(13).

Immunité antitumorale

Néo-antigene tumoral

Les cancers sont des maladies génétiques. Les avantages sélectifs des cellules cancéreuses qui
permettent leur survie et leur prolifération proviennent hors exceptions d’altérations
génétiques. L'oncogenése est ainsi marquée par une accumulation de ces mutations (61).

Ces altérations génétiques peuvent aboutir a des protéines anormales exprimées par la cellule
tumorale. Ces protéines possedent des néo-antigénes reconnus comme étrangers par le
systéme immunitaire (62).

En situation physiologique, le systeme immunitaire reconnait les antigeénes exprimes par les
cellules saines du soi et ne déclenche pas de réaction a leur égard. A I'inverse, un néo-antigéne
est reconnu comme étranger et déclenche une réponse immunitaire.

Néanmoins, tous les néo-antigénes ne sont pas reconnus de la méme maniere par le systeme
immunitaire, et seulement certains d’entre eux induisent une réponse. En effet, un néo-
antigene d’une structure proche d’un antigene du Soi peut étre reconnu comme tel et ne pas
induire de réponse immune. Les néo-antigénes qui induisent une réponse immune ont de
grande divergence par rapport a la protéine d’origine (61,62).

Réponse immunitaire antitumorale

La réponse du systeme immunitaire est un phénoméne complexe, faisant intervenir une série
d’étapes, dont la finalité est la reconnaissance, puis la destruction des cellules tumorales
(Figure 12).
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Figure 12. Le cycle « cancer-immunité » [selon Chen et al. (63)]. La premiere étape est la libération de néo-
antigenes tumoraux lors de la mort d’une cellule tumorale. Ces néo-antigenes sont alors capturés et dégradés
par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA), qui migreront du lieu de mort cellulaire vers un ganglion
lymphatique, ou elles présenteront ces néo-antigénes a des lymphocytes T (LT) naifs par I'intermédiaire du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), permettant I'activation de LT cytotoxiques CD8+. Par le biais de la
circulation générale, les LT CD8+ rejoignent la tumeur ou ils reconnaissent les néo-antigénes exprimés en
association avec les molécules de classe | du CMH a la surface des cellules tumorales. Cette reconnaissance
permet la lyse de la cellule tumorale, entrainant ainsi la libération d’autres néo-antigenes entretenant et
amplifiant la réponse immunitaire.

Ces différentes étapes sont finement régulées par différents signaux activateurs ou inhibiteurs
dont le but est le contréle de la réponse immunitaire. Parmi ceux-ci, les « immune
checkpoints » ou points de contrdle immunitaires (PCl) sont des molécules inhibitrices qui font
partie des systemes de régulation physiologique du systeme immunitaire. Leur role est de
prévenir la survenue d’auto-immunité et de moduler la durée et 'amplitude des réponses
immunitaires (64).

Points de contréle immunitaires

Au sein d’un organe lymphoide secondaire, la reconnaissance par le LT naif du complexe CMH
-néo-antigéne présenté par la CPA [étape n°3 « priming » du cycle cancer-immunité (63)] est
une condition nécessaire mais insuffisante pour 'activation du LT. Un signal de costimulation
(2¢me signal) est requis. Il se fait par liaison entre le CD28 lymphocytaire avec la protéine B7 de
la CPA (correspondant a CD80 ou CD86), et amplifiant fortement le signal primaire. Ce signal
de costimulation peut étre neutralisé par CTLA4, une protéine d’'immunorégulation négative,
ayant une plus forte affinité que CD28 pour les protéines B7, aboutissant a inhiber I'activation
du LT naif (Figure 13). Le troisieme signal est donné par les nombreuses cytokines qui sont
libérées.
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Figure 13. Schéma récapitulant les différents mécanismes de régulation positive et négative de I'activation
lymphocyaire [adapté de Pardoll et al. (64)]

PD-1(CD279) est un récepteur transmembranaire exprimé a la surface de nombreuses cellules
immunitaires, et en particulier des lymphocytes, qu’ils soient T CD4+ ou T CD8+, des
lymphocytes NK, des lymphocytes B, des monocytes... L'expression de PD-1 est induite lors de
I’engagement du TCR du LT. Il s’agit initialement d’un marqueur d’activation qui va ensuite
interagir avec son ligand pour éviter une réaction immunitaire exagérée.

Le ligand principal de PD-1 est la protéine PD-L1 (Programmed death ligand 1, ou CD274), qui
peut étre exprimée au niveau des cellules des tissus périphériques. Aprés reconnaissance du
complexe CMH-antigéne par le TCR, la liaison PD-1/PD-L1 va engendrer un signal inhibant
I'activation des kinases impliquées dans ['activation des lymphocytes T lors de la
reconnaissance du complexe CMH-antigene par le TCR. Ce mécanisme d'immunotolérance est
utilisé par les cellules tumorales (Figure 14) (65).

Une forte expression de PD-L1 par les cellules tumorales, qu’elle soit constitutive ou induite,
est un facteur d'immunotolérance. L'expression induite de PD-L1 survient en réponse a un
signal d’inflammation, en particulier via les interférons (dont I'interféron gamma). D’autres
facteurs, comme |’"hypoxie, peuvent également influencer son expression (66).

L'expression de PD-1 augmente lors d’une exposition chronique a un antigéne (qu’il soit
infectieux ou tumoral) causant I’épuisement des lymphocytes (exhaustion) (67).

A noter également I'existence d’un autre ligand de PD-1, Programmed Death Ligand 2 (PD-L2,
ou CD273), dont I'expression est induite de maniére préférentielle par l'interleukine 4 au
niveau des cellules dendritiques et des macrophages (68). Son role précis dans la résistance
immunitaire est moins connu (69).
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Figure 14. Schéma récapitulant I'inhibition de I’activation du LT CD8+ cytotoxique par PD-L1 exprimé par soit
des cellules tumorales ou du microenvironnement [adapté de Pardoll et al. (64)]

CTLA4 régule I'activation du LT naif au sein du ganglion lymphatique, tandis que la liaison PD1-
PDL1 contréle I'activité du LT au niveau des tissus périphériques. Ces 2 mécanismes sont
importants pour éviter I'auto-immunité (64).

Ces deux PCl, particulierement étudiés ces dernieres années, font en effet partis des voies qui
sont détournées par la tumeur afin d’échapper a I'immunosurveillance

Réponse tumorale au systeme immunitaire

Malgré la production de néo-antigenes tumoraux par les cellules tumorales, I'échappement
au systéme immunitaire est un des mécanismes fondamentaux de la cancérogeneése. Plusieurs
mécanismes, parfois associés, peuvent étre mis en place par la tumeur pour échapper a la
surveillance immunitaire (70).

L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales et/ou par leur micro-environnement permet
a la tumeur d’échapper a I'action cytotoxique des LT CD8. Il existe deux profils d’expression
de PD-L1 (Figure 15) :

e En cas de résistance immunitaire innée, I'expression de PD-L1 a la surface de la cellule
tumorale est constitutive, indépendante de signaux inflammatoires. Cette expression
est liee a des anomalies moléculaires ou a une activation de certaines voies de
signalisation oncogéniques (71,72).

e En cas de résistance immunitaire adaptative, I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales et du micro-environnement survient en réponse aux signaux inflammatoires
secrétés (dont I'interféron gamma) qui induisent I'expression de PD-L1 (73).

Ces deux mécanismes ne sont pas mutuellement exclusifs. L'expression de PD-L1 par les
cellules tumorales et du microenvironnement peut étre induite a la fois par des mécanismes
oncogeniques et adaptatifs (69).
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Figure 15. Schéma résumant les 2 principaux mécanismes d'expression de PD-L1 par les cellules tumorales
[adapté de Vuagnat et al. (74)]

Il a ainsi été décrit 4 profils différents en fonction de I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales et du microenvironnement et de la présence de lymphocytes infiltrant la tumeur
(TIL) (Figure 16).
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Figure 16. Profils de micro-environnements tumoraux selon Teng et al. (73,75) :

Type | (appelé résistance immunitaire adaptative) : les cellules tumorales et du microenvironnement expriment
PD-L1, et la tumeur renferme des TIL (PD-L1 + / TIL +). L’expression de PD-L1 induite en réponse a I'inflammation
« protege » les cellules tumorales.

Type Il (« ignorance immunologique ») : tumeurs sans TIL, ni expression de PD-L1. La tumeur ne semble pas dans
ce profil étre reconnue comme du « non-soi » par le systéme immunitaire.

Type Il (« induction intrinséque ») : tumeurs dépourvues de TIL, mais exprimant PD-L1. L’expression de PD-L1
par les cellules tumorales est constitutive grace a I'activation de voies de signalisation oncogéniques.

Type IV (« tolérance ») : tumeur infiltrée par des TIL, sans expression de PD-L1 (PD-L1 - / TIL +). Cette situation
peut s’expliquer par la présence au sein de l'infiltrat inflammatoire de cellules immunomodulatrices (LTreg,
cellules myéloides immunosuppressives)
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L’efficacité des thérapies inhibant les PCl sera différente en fonction du profil. En effet un
patient dont la tumeur présente un microenvironnement de type | (résistance immune
adaptative) bénéficie en théorie de plus de chances de répondre de maniere favorable a une
immunothérapie bloquant I'axe PD-1/PD-L1 par rapport a un type |l («ignorance
immunologique ») ou un type IV (profil de « tolérance »).

Néanmoins, ces profils théoriques restent a nuancer. D’une part, I’expression de PD-L1 et les
TIL ne sont pas des variables binaires, et il existe de nombreuses nuances au niveau de leur
quantification. Des profils « intermédiaires » sont fréquemment rencontrés en pratique
courante.

D’autre part, l'infiltration immunitaire tumorale a partir des néo-vaisseaux peut également
étre inhibée, voire bloquée par des mécanismes tumoraux, empéchant |'extravasation des
leucocytes au sein de la tumeur. On peut citer comme exemple l'inhibition d’expression de
protéines d’adhérence au niveau de I'endothélium comme le vascular cell adhesion molecule-
1 (VCAM-1) et intracellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1), ou la sécrétion de Vascular
Epithelial Growth Factor (VEGF) (76,77).

Immunothérapies dans les CBNPC

Historique

Les immunothérapies prescrites dans la prise en charge des CBNPC sont des anticorps
monoclonaux bloquant I'axe PD-L1/PD-1, en ciblant PD-1 (PEMBROLIZUMAB ou NIVOLUMAB)
ou PD-L1 (I'ATEZOLUMAB ou DURVALUMAB). Leur objectif est de rétablir I'immunité anti-
tumorale en bloquant ce mécanisme d’immunotolérance (63).

Ces traitements ont largement fait la preuve de leur efficacité dans la prise en charge des
CBNPC métastatiques ne présentant pas de mutation du géne EGFR ou de réarrangement de
ALK ou de ROS1 (23,78,79). Le PEMBROLIZUMAB en monothérapie fait désormais parti des
options thérapeutiques de 1¢® ou de 2°™e ligne (12,13). L’association a ce traitement & un
doublet de chimiothérapie a également montré sa supériorité vis-a-vis du doublet de
chimiothérapie seul, quel que soit le statut de PD-L1 (20,21).

Une sélection des patients éligibles doit néanmoins étre réalisée. En effet, les premiers essais
cliniques sans sélection de patients par un biomarqueur (80), ont noté une prévalence élevée
de tumeurs exprimant PD-L1 parmi les patients répondeurs (81,82).

Puis, la corrélation entre I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales et le taux de réponse
a ces traitements a permis de définir un seuil pour la prescription du PEMBROLIZUMAB en 1
ligne de traitement (TPS > 50%), puis de démontrer la supériorité de ce traitement seulement
dans cette population (23,83,84). En effet, I'analyse des sous-groupes de patients dont la
tumeur n’exprime pas ou faiblement PD-L1 (TPS < 50%) n’a pas mis en évidence de meilleure
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réponse de ces immunothérapies en monothérapie par rapport au traitement de référence.
(84)

En 28™e |igne de traitement, I'efficacité des immunothérapies en terme de survie globale (OS)
est supérieure a celle de la chimiothérapie, méme lorsque I'expression de PD-L1 est faible
pour le PEMBROLIZUMAB (TPS compris entre 1 et 49%), ou pour 'ATEZOLUMAB et le
NIVOLUMAB (TPS < 1%) (78,79).

Ces immunothérapies ont également I'avantage d’étre mieux tolérées sur le plan clinique,
avec des effets secondaires moins sévéres que ceux des chimiothérapies (23,78,79).

Actuellement, les indications des immunothérapies en France pour les CBNPC métastatiques
sont :

e En 1°¢ ligne: le PEMBROLIZUMAB en monothérapie (ou en association avec un
doublet de chimiothérapie) si TPS > 50 % (22), en association si le TPS < 50%. (18,19)

e En 2™ |igne de traitement: en absence dimmunothérapie en 1°° ligne, le
PEMBOLIZUMARB peut étre prescrit en monothérapie si le TPS > 1%, ’ATEZOLUMAB ou
le NIVOLUMAB sont utilisables quel que soit le score TPS (85).

Depuis peu, Le CEMIPLIMAB (un anticorps anti PD-1) et 'ATEZOLUMAB peuvent désormais
étre prescrit en premiere intention en France si le TPS > 50 %.

Concernant les carcinomes a petites cellules, ceux-ci bénéficient également de
I'immunothérapie en premiére ligne, avec une prise en charge de 1°© ligne associant une
chimiothérapie par CARBOPLATINE et ETOPOSIDE associé a I'ATEZOLUMAB, suivi d’un
traitement d’entretien par ATEZOLUMAB. Cette thérapie ne nécessite pas de biomarqueur
pour sa prescription.

Détermination du statut PD-L1

A I'heure actuelle, I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales (ou TPS pour Tumor
Proportion Score) est le seul biomarqueur prédictif approuvé en France pour la prescription
d’'immunothérapie pour les CBNPC.

Le TPS est déterminé par immunohistochimie réalisée sur une coupe de tissu tumoral fixé dans
le formol et inclus en paraffine (FFPE). Il correspond au pourcentage de cellules tumorales
exprimant PD-L1 au niveau membranaire rapporté au nombre total de cellules tumorales
(Figure 17) (86,87).
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@ PD-L1 negative tumor cell © PD-L1 negative immune cell

@ PD-L1 positive tumor cell @ PD-L1 positive immune cell

No. PD-L1 positive tumor cells

TPSi= Total No. of viable tumor cells

x 100

Figure 17 : Schéma récapitulatif du calcul du score TPS [selon de Ruiter et al. (87)]. Seules les cellules tumorales
sont prises en compte pour le calcul du TPS. Les cellules immunitaires exprimant PD-L1 ne doivent pas étre
comptabilisées.

L'immunomarquage PD-L1 n’est pas un biomarqueur parfait. En effet, bien qu’il ait prouvé son
efficacité en tant que test compagnon pour la prescription d’immunothérapie dans les CBNPC,
une proportion non négligeable de patients PD-L1 > 50% ne répond pas au traitement, alors
que certains exprimant faiblement PD-L1 peuvent présenter une réponse (84).
Cette diversité de réponse est problématique : en 1°™ ligne, on ne sait pas quel patient avec
un TPS > 50% sera susceptible de bénéficier d’'une immunothérapie seule (24).

L’expression dynamique et hétérogéne de PD-L1 par les cellules tumorales explique en partie
cette variabilité de réponse (88). Ce point est particulierement important lorsque I'évaluation
du TPS se fait sur une biopsie de petite taille qui ne reflete qu’une infime partie de la tumeur.
La sur- ou sous-évaluation de I'expression globale est possible (89).

Cette variabilité d’expression n’est toutefois pas suffisante a elle-seule pour expliquer cette
hétérogénéité des réponses thérapeutiques. Il est probable que I'expression seule de PD-L1
ne permette pas d'évaluer précisément le processus immunitaire dans sa globalité.

Figure 18 : Exemple de marquage PD-L1. TPS=0% (gauche) Marquage de cellules immunitaires (milieu) et
TPS=100% (droite)
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Il a ainsi été proposé pour affiner le role prédictif de PD-L1 a la réponse de 'immunothérapie
d’évaluer de maniere concomitante l'infiltration de la tumeur par les lymphocytes T CD8+. Cet
infiltrat inflammatoire a en effet été reporté comme un facteur pronostic dans différents
cancers, (mélanomes, adénocarcinomes mammaires...). Il pourrait étre un marqueur prédictif
de réponse aux inhibiteurs des PCI (90).

Dans les CBPNC des études ont également pu mettre en évidence une association entre TIL et
la réponse a 'immunothérapie (91,92). La quantification des TIL CD8+ est facilement réalisable
par immunohistochimie sur le méme prélevement que celui utilisé pour le diagnostic
histologique.

Cet immunomarquage complémentaire est utile, mais insuffisant pour sélectionner au mieux
les patients éligibles a 'immunothérapie dans le CBNPC. De nombreux travaux sont en cours
pour identifier des biomarqueurs complémentaires ou alternatifs, afin d’affiner la prédiction
de la réponse a I'immunothérapie. Parmi ceux-ci, la charge mutationnelle tumorale (TMB)
pourrait étre un facteur prédictif d’efficacité de I'immunothérapie, indépendamment du
niveau d’expression de PD-L1 et des TIL.

Charge mutationnelle tumorale

Présentation

Le concept de TMB a été introduit pour la premiére fois par I’article d’Alexandrov et al en 2013
(93). Elle correspond au nombre de mutation somatique par mégabase (Mb) d’ADN tumoral.

Cette TMB a rapidement été considérée comme un biomarqueur potentiel de réponse aux
inhibiteurs des PCl. On sait que chague mutation prise individuellement ne génére pas
forcément un néo-antigéne. Mais la somme des mutations prises dans leur ensemble, génere
probablement de nombreux néo-antigénes dont certains sont immunogenes et contribuent a
I'immunogénicité de la tumeur. On ne sait cependant pas lesquelles sont immunogenes.
Décrire I'immunogénicité d’une mutation dépend de nombreux critéres, qui comprennent le
géne muté ou le type de mutation. Les variants avec insertion ou délétion entrainant un
décalage du cadre de lecture sont plus a méme d’étre immunogeénes que ceux avec variation
d’un seul nucléotide. (94,95)

La TMB est donc une mesure uniquement quantitative des mutations tumorales, reflétant de
maniére indirecte son état d’'immunogénicité global, et non une mesure qualitative de
I'immunogénicité des mutations présentées par le cancer.

Certains auteurs considerent uniguement les mutations non-synonymes dans cette définition,
tandis que d’autres inclus les mutations synonymes et non-synonymes (95). En effet, bien que
les mutations synonymes ne soient pas susceptibles d'étre directement impliquées dans la
création de l'immunogénicité, leur présence traduit un signal mutationnel susceptible
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d’entrainer des mutations non-synonymes productrices de néoantigénes. Les mutations
germinales ne sont par définition pas incluses dans ce calcul (96).

Variabilité de la TMB

De multiples études sur le génome tumoral ont montré que la TMB varie considérablement
d'un type de cancer a l'autre (Figure 19). Les cancers pulmonaires, dont les adénocarcinomes,
les carcinomes épidermoides et les carcinomes neuro-endocrines, font partis des cancers avec
une TMB élevée (93,96,97).
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Figure 19. Spectre de la TMB selon les types tumoraux et de la formation de néo-antigenes [selon Penault
Lorca, adapté d’Alexadrov et al (98)]. L’astrocytome pilocytique est le cancer avec la TMB la plus faible. Le
mélanome est le cancer avec la TMB la plus élevée.

Cette variabilité de la TMB s’explique par les différents mécanismes pouvant influer sur le taux
de mutation d’un cancer, qui comprennent entres autres :

e L’exposition a des agents mutagenes, comme les produits de combustion liés au
tabagisme (99), ou les rayons ultraviolets (pour les cancers cutanés). (100)

e Des mutations du gene TP53 (101)

e Des mutations somatiques des genes de réplication de I’ADN : POLE et POLD (102)

e L’instabilité microsatellitaire (103)

e Certaines chimiothérapies ou radiothérapies antérieures.

Ainsi, les cancers des organes connus pour étre associés a une exposition importante a un
agent mutagéne (peau, poumons, vessie..) et ceux dont une déficience d’'un géne de
réparation et/ou de réplication de I’ADN est couramment détectée (estomac, colon, utérus...)
montrent des mesures moyennes de TMB élevées. Au contraire, les cancers pédiatriques
(sarcomes, leucémies, neuroblastomes) présentent une TMB faible (96).
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Pour les CBNPC, la variabilité de la TMB est particulierement importante en fonction du
tabagisme. Les patients non-fumeurs ont peu de mutations par rapport aux tumeurs des
patients fumeurs (99).

Intérét de la TMB en tant que biomarqueur

Depuis sa description initiale, de nombreuses études ont montré une relation entre la TMB et
la réponse a lI'immunothérapie. Ces résultats suggerent que la TMB pourrait étre un
biomarqueur prédictif de I'efficacité de ces traitements.

L'étude KEYNOTE 158, a démontré au sein d’'une importante cohorte de plusieurs types de
cancers, qu’une TMB élevée, définie par > 10 mut/Mb était associée a une proportion plus
élevée de patients répondeurs au PEMBROLIZUMAB. Cette étude n’incluait toutefois pas les
CBNPC (104).

Cette étude a permis a I'agence fédérale du médicament américaine (FDA) d’approuver en
2020 la TMB > 10 mut/Mb comme biomarqueur pour la prescription de PEMBROLIZUMAB a
partir de la 2¢™¢ ligne des cancers solides sans autres alternatives thérapeutiques (105).

Dans les CBNPC, cette association entre la TMB et la réponse au PEMBROLIZUMAB a été pour
la lere fois été mise en évidence par Rizvi et al. en 2015 (106). Cette étude a démontré que la
TMB moyenne, déterminée a posteriori chez des patients déja traités, était supérieure chez
les répondeurs de maniére durable (durable clinical benefit) au PEMBROLIZUMAB, par rapport
aux non-répondeurs ou répondeurs transitoires (no durable benefit).

L’étude CheckMate 026 a décrit en 2017 une association similaire entre la TMB et la réponse
(en terme de survie sans progression) au NIVOLUMAB (107).

Par la suite, I'’étude CheckMate 227 a comparé I'association du NIVOLUMAB + IPILIMUMAB a
la chimiothérapie dans la prise en charge en 1™ ligne de patient présentant un CBNPC stade
IV. Cette étude a mis en évidence que I'association d’'immunothérapies donnait de meilleurs
résultats concernant la réponse au traitement et la survie sans progression, mais pas pour une
la survie globale (OS) (108).

Seules des méta-analyses employant de trés larges effectifs ont mis en évidence un bénéfice
des immunothérapie en terme de survie globale vis-a-vis du traitement standard par
chimiothérapie pour les CBNPC avec TMB élevée. Les différentes études analysées n’avaient
toutefois pas toutes les mémes méthodes de calculs, ni les mémes seuils de définition d’une
TMB élevée (109,110).

En revanche, I'analyse rétrospective incluant les séries Keynote 010 (78) et 042 (111), a mis
en évidence qu’une TMB élevée dans le groupe TPS > 1% était associée a une meilleure OS
(112).

Ce résultat est particulierement intéressant, car il n’existe pas d’association significative entre
I'expression de PD-L1 et la TMB, suggérant que la TMB serait un facteur prédictif indépendant
d’efficacité de I'immunothérapie (113,114).
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Ainsi, I'ensemble de ces données suggere que la TMB pourrait étre un biomarqueur
complémentaire de I'expression de PD-L1 permettant de mieux sélectionner les patients
susceptibles de répondre a 'immunothérapie seule en 1% ligne.

Mesure de la TMB

Par définition, la mesure de la TMB provient de I'analyse de I'exome entier (WES), qui se fait
par séquencage haut débit (NGS), en ciblant la partie codante du génome (1% du génome, soit
environ 30 Mb). Cette méthode est encore considérée comme le gold standard (115).
Néanmoins, ses nombreuses contraintes, dont son co(t, limitent son usage en routine.

Des panels de plus petite taille dits « CGP » (comprehensive genomic profiling), séquencant
environ 1 Mb (entre 300 a 600 genes), permettent de mesurer la TMB. Cependant, comme ils
ciblent moins de génes, la question de leur fiabilité pour la mesure de la TMB a été évoquée.
Des études ont prouvé la non-infériorité ainsi que la reproductibilité de ces panels vis-a-vis du
WES. (96,97)

Il existe actuellement plus de 10 panels disponibles pour déterminer la TMB, dont MSK-
IMPACT (1,14 Mb, 468 genes) et Foundation One CDx (0,8 Mb, 324 geénes). Ces deux tests sont
autorisés par la FDA pour la mesure de la TMB, mais seul ce dernier a été approuvé par comme
test compagnon pour la prescription du PEMBROLIZUMAB aux Etats-Unis (105).

Ces panels couvrent un grand nombre de génes associés aux cancers solides, dont les proto-
oncogenes et les génes prédictifs de I'efficacité et/ou de la résistance a certaines thérapies.

En I'absence de tissu tumoral, des tests mesurant la TMB grace a I’ADN tumoral circulant
(ADNCc) sont disponibles (116)

Examens moléculaires dans les CBNPC non-épidermoides
métastatiques

Enjeux actuels de la recherche d’altérations moléculaires

La prise en charge des CBNPC nécessite de définir au diagnostic le type histologique et le profil
moléculaire de la tumeur pour définir la stratégie thérapeutique optimale. Elle permet ainsi
de restreindre le choix des traitements pertinents aux seuls patients susceptibles d’en
bénéficier, et donc de diminuer les traitements inutiles et/ou toxiques.

L'institut National du Cancer (INCA) a publié début 2023 des recommandations concernant les
tests moléculaires a réaliser pour tout CBNPC (hors carcinome épidermoide du patient
fumeur) (117).

44



La stratégie a mettre en place vis-a-vis des tests moléculaires est complexe. Elle nécessite :

e De réaliser un diagnostic histologique tout en respectant au maximum le matériel
tumoral mis a disposition et d’éviter son épuisement.

e De rechercher des biomarqueurs de nature différente en réalisant parfois plusieurs
techniques une fois le diagnostic posé

e De réaliser des techniques multiplexées permettant de minimiser le nombre de test a
effectuer et d’obtenir des informations concernant I'ensemble des biomarqueurs
nécessaires.

o D’utiliser des tests qui permettent d’obtenir des réponses dans un délai le plus court
possible, compatible avec I'initiation rapide des traitements de 1°" ligne.

Altérations a rechercher au diagnostic

Les biomarqueurs a rechercher au diagnostic peuvent se séparer sur le plan pratique en deux
catégories. Les techniques morphologiques, comme I'immunohistochimie et la FISH, qui sont
réalisées sur des coupes de tissu « FFPE » et les techniques de biologie moléculaire nécessitant
I’extraction de I’ADN ou de I’ARN tumoral a partir du bloc FFPE.

Les analyses immunohistochimiques recommandées pour les CBNPC non-épidermoides sont :

e La détermination du statut PD-L1, qui doit étre réalisée pour tous les types
histologiques (comprenant les CBPPC et les CE pulmonaires)

e Larecherche de protéines de fusion de ALK et ROS1. Ces résultats, en cas de positivité,

devront étre confirmés par une seconde technique moléculaire [FISH, RT-PCR ou NGS
(50)] quel que soit I'intensité du marquage pour ROS1 (118), et seulement pour les
marquages faible ou modéré (dit 1+ ou 2+) de ALK. Les marquages de forte intensité
(3+) ne nécessitent pas de confirmation par une seconde technique (119).

e Enfin, méme si cette recherche n’est pas indiquée dans les recommandations,
I’évaluation semi-quantitative du TIL (IHC CD8) est réalisée a la demande du clinicien.

Sur le plan moléculaire, la recherche de mutation actionnable d’EGFR est a réaliser avec une
technique « rapide » qui permet d’obtenir des résultats en moins de 7 jours.

Les autres altérations moléculaires (mutations de KRAS, BRAF, ERBB2, de MET (induisant un
saut d’exon 14) et fusions de ALK, ROS1, RET et NTRK) doivent étre rendues en moins de 21
jours (Figure 20) (12,13,117). D’autres altérations décrites comme « émergentes » peuvent
aussi étre recherchées. Il s’agit des mutations de TP53, STK11 et KEAP1, des amplifications de
MET et de ERBB2 ou encore des fusions de NRG1 (Tableau 2).
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ANOMALIES RECHERCHEES TECHNIQUE

Mutations d'EGFR (exons 18 a 21)
Mutations de BRAF
Mutations de KRAS NGS ADN

Mutations d' HERZ{ERBBZ2
Altérations a rechercher Saut de I'exon 14 de MET

Fusions impliquant ALK

Fusions impliquant ROS7

NGS ARN
Fusions impliquant RET
Fusions impliquant NTRK
Amplifications de MET ou
Altérations émergentes 3 HERZ/ERBBZ NGS ADN
discuter Mutations de TP53, STK11et KEAFPT
Fusions de NRGT NGS ARN

Tableau 2. Résumé des anomalies moléculaires a rechercher au stade métastatique des CBNPC non
épidermoides du patient fumeur [selon I'INCA (117)]

Actuellement, les tests moléculaires sont réalisés sur les blocs FFPE. La fixation immédiate des
biopsies des leur réalisation et |a faible quantité de tissu souvent disponible sont les principaux
éléments qui ont guider ce choix (120). Le recours a des tissus congelés est maintenant
exceptionnel.

Organisation des pratiques

Une fois le diagnostic histologique posé, I'organisation de la réalisation des différentes
techniques complémentaires doit ainsi s’adapter aux délais de réponse attendus pour la
prescription des traitements de 1 ligne. Cette organisation peut se décrire sur un mode
séquentiel :

1. La détermination du statut PD-L1, ALK et ROS1, et la quantification des TIL CD8+ est
faite en méme temps que le diagnostic histologique.

2. L'extraction des acides nucléiques a partir du matériel tumoral restant au sein du bloc
FFPE. Cette étape est un prérequis indispensable a la réalisation des examens suivants

3. La réalisation d’une technique rapide [PCR-digitale (121), ou systéme ldylla Biocartis
(122)] pour recherche des mutations du géne EGFR.

4. Lla recherche des autres altérations moléculaires se fait désormais par NGS ADN
(DNAseq) et ARN (RNAseq), en utilisant des panels comprenant au minimum les génes
cités plus haut. Ces techniques de NGS sont débutées en méme temps que la technique
rapide, sans attendre son résultat.

Le panel NGS ADN ciblés qui comprennent quelques dizaines de genes ne permettent de ne
détecter que les mutations et les amplifications et/ou délétions géniques, mais pas les fusions
et autres réarrangements génétiques qui nécessitent d’utiliser une technique RNAseq ciblée.

Actuellement l'utilisation de la FISH est limitée par I'augmentation du nombre de cibles a
tester et la nécessité de connaitre le partenaire de fusion. Elle peut étre remplacée par une
technique de RNAseq ciblée.
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Figure 20. Arbre décisionnel des biomarqueurs nécessaires au traitement des patients atteints de CBNPC [selon
'INCA (117)]

Le panel NGS ADN ne permet pas la mesure de la TMB. Un panel plus large est nécessaire pour
I’obtention de ce biomarqueur.

Profilage génomique extensif

Introduction

Un test de profilage génomique extensif (ou “comprehensive genomic profiling”, CGP) permet
la détection simultanée de I'ensemble des altérations moléculaires présentées par une
tumeur. Il ne s’agit pas d’une définition précise, mais plus d’une appellation s’étant imposée
pour différencier ces tests des panels NGS ciblés de plus petites tailles ne permettant pas
d’obtenir 'ensemble de ces altérations moléculaires.

Ces tests CGP utilisent des panels NGS de taille conséquente, comprenant entre 300 et 600
génes, associés a une analyse bio-informatique adaptée. En plus des informations apportées
par un panel NGS ADN de taille plus retreinte (mutation, d’amplification et/ou de délétion au
niveau des zones couvertes) les panels CGP peuvent déterminer :

e [aTMB

e La présence de réarrangement chromosomique

e L’instabilité microsatellitaire tumorale

e La perte d’hétérozygotie tumorale
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AVENIO Tumor Tissue CGP Kit

Le test AVENIO Tumor Tissue CGP kit est une solution commerciale de la société Foundation
Medicine, appartenant au groupe pharmaceutique Roche. Ce kit permet d’obtenir les mémes
résultats que le test Foundation One Cdx, c’est-a-dire I’'ensemble des altérations moléculaires
citées dans le paragraphe précédent. La principale différence de ce kit est :

e De fournir 'ensemble des réactifs nécessaires a la partie « wet lab ». C'est-a-dire :
I’extraction de I’ADN, la constitution de la librairie et d’enrichissement du matériel.

e De réaliser en externe, une fois le séquencage réalisé, a partir des fichiers FASTQ
obtenus, les analyses bio-informatiques secondaires et tertiaires.

L’avantage d’utiliser ce test est de bénéficier de I'expertise de ROCHE acquise grace au test
Foundation One Medecine et de la base de patients qui inclut plus de 500 000 cancers, tout
en conservant les compétences et les savoir-faire acquis par I’équipe technique.

Contexte actuel et objectif de I'étude

Les tests CGP pourraient présenter un intérét dans la prise en charge des CBNPC. En effet, ces
cancers présentent de nombreuses altérations génétiques actionnables et une TMB élevée.

En dehors du test EGFR rapide, 'ensemble de ces analyses moléculaires (NGS ADN et ARN)
pourraient en théorie étre remplacé par un examen CGP. Ce test permettrait, dans le contexte
actuel de développement de la médecine personnalisée, de disposer de I'ensemble des
informations nécessaire au choix thérapeutique.

Actuellement, il n’existe pas de biomarqueur qui permette de choisir entre 'immunothérapie
seule et 'immuno-chimiothérapie en 1°© ligne de traitement des CBNPC TPS > 50%. La TMB
pourrait étre une aide a ce choix.

L’objectif de ce travail préliminaire est d’évaluer, dans une série rétrospective de CBNPC PD-
L1 > 50% et traités par immunothérapie + chimiothérapie, les informations moléculaires
supplémentaires apportées par le CGP Avenio par rapport a la stratégie actuelle (NGS ADN +
NGS ARN), et d’évaluer si la TMB élevée (> 10 mut/Mb) est capable de prédire la réponse a
I'immunothérapie.
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Comprehensive Genomic profiling
A preliminary study of 26 cases of non-
squamous non-small cell lung carcinoma
with high PD-L1 expression

Abstract

Background : Targeted DNA and RNA panels routinely used for molecular characterization
of metastatic non-squamous lung carcinoma (NSCLC) identify only mutations and
rearrangements of interest. Comprehensive genomic profiling provides broader information
such as tumor mutational burden (TMB) that may be useful in predicting response to
immunotherapy (IT).

Methods: In this retrospective study, we included 26 PD-L1 > 50% NSCLC diagnosed in the
pathology department of the Dijon University Hospital. The results of a large CGP panel were
compared with those of the routinely used DNA and RNA panels. Then, TMB and other
potential biomarkers (CD8+ TILs and lymphoid nodules) were correlated with response to IT.

Results: All routinely detected mutations were identified by the CGP panel. In 12 cases, one
or more additional mutations without theranostic impact were also present. Among our 26
cases, 15 had a TMB = 10 mut/MB. Among the 15 patients treated with immunotherapy, all
cases with high TMB responded.

Conclusion: This study confirms that the CGP panel yields results comparable to routine DNA
and RNA panels even for small biopsies. All patients with TMB > 10 mut/Mb responded to
immunotherapy. Although not all responders had high TMB, mutational load may represent a
predictive biomarker of response to immunotherapy that can be used in clinical practice.
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Introduction

Lung cancer is a major public health problem with 2.2 million cases diagnosed and 1.8 million
deaths worldwide in 2020 according to the WHO. It remains the most deadly cancer,
responsible for almost one in five cancer-related deaths (1). Non-small cell lung carcinoma
(NSCLC) accounts for about 85% of cases. (2)

Metastatic NSCLC has benefited from the identification of tumor oncogenic addictions (EGFR
mutation or rearrangement in ALK or ROS1 genes), allowing the prescription of effective
targeted therapy in patients with one of these molecular alterations (3,4). Nevertheless, for
patients without molecular alterations, chemotherapy remained the only available treatment.

Immunotherapy (IT) targeting immune checkpoint (IC) can now be offered in patients without
molecular actionable alteration. PEMBROLIZUMAB, a monoclonal antibody targeting PD-1,
has proven to be effective in metastatic NSCLC (5—-8) and can be prescripted in first-line of
treatment. Other monoclonal antibodies, such as NIVOLUMAB (also an anti-PD1) or
ATEZOLUMAB (an anti-PD-L1), are also available from the second line of treatment.

Recently, CEMIPLIMAB (an anti-PD-1) and ATEZOLUMAB can now be prescribed as first-line
therapy in France.

Response to IT is however heterogeneous, and requires the use of biomarkers to select
patients most likely to respond favorably. The expression by tumor cells of the
transmembrane protein PD-L1, evaluated and quantified by immunohistochemical staining, is
currently the only validated biomarker for the prescription of PEMBROLIZUMARB in first line of
treatment (9) or in subsequent lines (10). It remains an imperfect predictive marker of
efficacy, which is partly explained by the dynamic and heterogeneous expression of the
protein (11).

Furthermore, although PEMBROLIZUMAB as a single agent has demonstrated superiority in
the treatment of metastatic NSCLC over chemotherapy in PD-L1 > 50% tumors, its non-
inferiority regarding the combination of chemotherapy with PEMBROLIZUMAB remains to be
proven (12). There is currently no specific recommendation in this situation. (4)

Tumor mutational burden (TMB) is an emerging biomarker, corresponding to the number of
somatic mutations per megabase (Mb) of tumor DNA. Since its initial description by
Alexandrov et al (13), numerous studies have shown a relationship between TMB and respond
to IT, suggesting that TMB may be a predictive biomarker for the efficacy of immunotherapy.

The KEYNOTE 158 study demonstrated in a large cohort of several cancer types (but without
NSCLC) that a high TMB, defined as > 10 mut/Mb was associated with a higher proportion of
PEMBROLIZUMAB responder patients (14). This study allowed the U.S. Federal Drug
Administration (FDA) to approve in 2020 TMB > 10 mut/Mb as a biomarker for prescribing
PEMBROLIZUMAB from the 2nd line of solid cancers without other therapeutic alternatives.
(15)

60



In NSCLC, the association between TMB and response to PEMBROLIZUMAB in monotherapy
was demonstrated by Rizvi et al. in 2015 (7). This study demonstrated that the mean TMB,
sequenced retrospectively in previously treated patients, was higher in durable responders
(durable clinical benefit) to PEMBROLIZUMAB compared to non-responders or transient
responders (no durable benefit). The CheckMate 026 study in 2017 described a similar
association between TMB and response to NIVOLUMAB (in terms of progression-free survival)
(16).

Subsequently, the CheckMate 227 study compared the combination of NIVOLUMAB +
IPILIMUMAB with chemotherapy in first-line management of patients with stage 4 NSCLC and
TMB > 10 mut/Mb. This combination of IT showed better results in terms of response to
treatment and progression-free survival, but failed to demonstrate better overall survival (OS)
(17).

Only very large meta-analyses have demonstrated the OS benefit of IT over standard
chemotherapy in NSCLC with high TMB. However, the calculation method or the threshold
used to define high TMB was not the same in all studies (18,19). In contrast, the retrospective
analysis including the Keynote 010 (6) and 042 series (20), highlighted that high TMB in the
TPS group > 1% was associated with better OS (21).

These results are particularly interesting because there is no significant association between
PD-L1 expression and TMB (22,23), suggesting that TMB would be an independent predictor
of IT efficacy, and could be a complementary biomarker to PD-L1 expression to better select
patients likely to respond to IT alone in first line.

By definition, the measurement of TMB comes from whole exome analysis (WES). This is done
by next generation sequencing (NGS), targeting the coding part of the genome (1% of the
genome, i.e. approximately 30 Mb) (24). Nevertheless, its numerous constraints, including its
cost, limit the routine use of tumor WES. Therefore, smaller panels called "CGP"
(comprehensive genomic profiling) have been set up to measure TMB. These panels have
proven the non-inferiority as well as the reproducibility of with respect to WES.(25,26)
Among CGPs, the Foundation One CDx test (Roche) covers a large number of genes associated
with solid cancers (324 genes by sequencing 0.8 Mb), including proto-oncogenes and genes
predictive of efficacy and/or resistance to certain therapies. It also allows the identification of
chromosomal rearrangements that are usually not detectable by the DNA panels used in
current practice.

The AVENIO Tumor Tissue CGP kit provides the same results as the Foundation One CDx test.
Its main difference is that the molecular laboratory performs the "wet-lab" part, while the
bioinformatics part is done on Roche's servers.

The primary objective of this study is the comparison of the molecular information provided
by the Avenio CGP assay compared with our current strategy (DNA NGS + RNA NGS) in a cohort
of 26 non-squamous NSCLC PD-L1 > 50%. Then, we want to check, if a high TMB can predict
the response to ICB in patients trated by IT.
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Material and methods

Study design and case selection

In this preliminary retrospective and observational study conducted at the University Hospital
of Dijon, 26 non-squamous NSCLC diagnosed between January 1, 2021 and October 31, 2022
were included.

The inclusion criteria were :
o Non-operable stage Il or stage IV NSCLC
e Biopsy with sufficient amount of tumor
e Histological diagnosis of non-squamous non-small cell lung carcinoma.
e Expression of PD-L1 > 50%.
o No actionable molecular alteration in 1st line of treatment

| 440 lung cancer biopsies |

| 72 small cell carcinomas |

Y

v

| 70 squamous cell carcinomas |

L4

| 234 carcinomas PD-L1 < 50% |

6 NSCLC with molecular
alterations actionable in 1st line

k4

> | 5 patients with surgical treatment |

v

| 6 deaths before receiving immunotherapy |

17 FFPE blocks without remaining tumor
A\ tissue

30 non-squamous NSCLC PD-L1
= 50% eligible

4 samples with low DNA concentration
after extraction

v

v

26 samples with sufficient DNA
concentration after extraction

l

26 samples selected for Avenio
CGP sequencing

Figure 1 : Flowchart of sample enrolled in this study and reasons for exclusion

Nine out of the 26 selected patients did not receive immunotherapy alone or had side effects
requiring discontinuation of treatment. For 2 patients, informations about the treatment
could not be obtained. The molecular and clinical data of these patients were analyzed, but
they were not included for the evaluation of response to IT.
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Patient and tumor data

Clinical data were collected retrospectively from digitalized patient files. Information about
patients followed up in other centers was obtained from the referring clinician.

The clinical data included patients demographics (age, sex, smoking status), treatment and
response to treatment. Patients were classified as "responders” if they had stable lesions
and/or a partial response on imaging. On the other hand, patients whose lesion progressed
on treatment, or who developed new lesions were classified as "non-responders".

Tumor data included histological type, TPS (PD-L1), density of CD8+ TIL (low, moderate or
high), and presence or absence of tertiary lymphoid structure and molecular alterations
including mutation or rearrangement in EGFR, KRAS, TP53, ALK, ROS1, NTRK, NRG1, RET, MET,
ERBB2, CDKN2A, BRAF, and TERT genes.

Extraction of nucleic acids

After selection of a region rich in tumor cells, DNA was extracted from tissue sections (8*10
pum) using the Maxwell 16 LEV FFPE DNA purification kit (Promega, Madison, WI) following the
manufacturer's instructions.

The amount of extracted DNA was evaluated by a fluorometric method with a Qubit device
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

With the exception of two cases, Avenio CGP and routine NGS were performed with different
nucleic acid extractions coming from areas of the tumor with different percentage of
malignant cells.

Avenio CGP Panel Sequencing

Sequencing on the large panel known as "CGP" and the measurement of TMB were carried
out using "pair-end" sequencing on a NextSeg500 (lllumina, San Diego, CA). The constitution
of the libraries and the enrichment of the material were carried out using the "AVENIO Tumor
Tissue CGP kit", from the tumor DNA extracted beforehand.

Once sequencing was completed, the FASTQ files were transmitted to ROCHE servers for
secondary and tertiary analysis.

The list of genes included in the CGP panel for the detection of substitutions, insertions-
deletions or copy number variation is available in appendix 1. The list of genes included in this
panel for the detection of rearrangements or intronic mutations are listed in appendix 2.
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Routine NGS

Routine molecular results were obtained from paired-end sequencing on the NextSeq500
(Hlumina) using the Solid Tumor Solution (STS) panel (DNA), and Solid Tumor Solution Plus (STS
plus) panel (RNA) (Sophia Genetics, Rolle, Switzerland). The list of genes included in these two
panels is available in appendix 3.

Molecular data classification

Molecular alterations detected with the different molecular techniques were classified
according to the ACMG/AMP classification into five categories: "pathogenic" (class 5),
"probably pathogenic" (class 4), "of uncertain significance" (class 3), "probably benign" (class
2) and "benign" (class 1).

Among these molecular alterations, only class 4 and 5 were retained for interpretation and
reported in the final report.
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Results

Clinical, pathological and molecular characteristics of patients and tumors

Patients’ and tumor characteristics are presented in table 1.

Population (n = 26)

Clinical characteristics n (%)

expression

Male gender 18 (69%)
Mean age at diagnosis, [extreme] years 65 [39 - 85]
Follow-up at Dijon University Hospital, n (%) 14 (54%)
Smoking status

Active smoking 9 (35%)
Pack-years, mean [extréme] 37,4 [5-90]
Therapeutic treatment

Patients treated with monotherapy IT 15
Responders to IT 13 (87%)
Histological type

Adenocarcinoma 22 (85%)
Non-small cell lung carcinoma NOS 3 (12%)
Non-small cell lung carcinoma with loss of SMARCA4 1(3%)

Sample characteristics

Primary / metastasis

24.(92%) / 2 (8%)

Immune characteristics

TPS, mean [extremes] 77 [50 - 100]
CD8+ TIL infiltrate > moderate 7 (27%)
Presence of tertiary lymphoid structure 0 (0%)
Molecular alterations known at inclusion

KRAS mutation 14 (54%)
TP53 mutation 22 (85%)
CDKN2A mutation 6 (23%)
MET mutation 2 (8%)

BRAF mutation 2 (8%)

TERT mutation (promoter) 1 (4%)

Table 1. Characteristics of patients and tumors. Molecular alterations were identified by routine NGS panels.
POLE, KEAP1 and STK11 genes were not part of the "routine" DNA NGS panel until the end of 2022. Their status
was therefore unknown at inclusion. No molecular alterations were identified by routine targeted RNAseq.

Concordance between CGP and STS panels

All 26 tumors were successfully sequenced by the Avenio CGP test. All class 4 or 5 molecular

alterations already identified by routine testing were detected. The mutations identified by
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the Avenio CGP test in KRAS, TP53, CDKN2A, MET, BRAF and TERT (promoter) were the same
as those identified by the routine DNA panel (table 1).

The correlation of the allelic frequencies of the identified mutations is moderate (Pearson
correlation of 0.5058) (Figure 2). This correlation is related to the variable percentage of tumor
cells between the extraction used for the routine test and the Avenio CGP panel (mean
difference: 11%; standard deviation: 15% and Pearson correlation of 0.285)(Figure 3).

R*=0,5058

0%

Figure 2: Correlation curve between the allele frequencies of variants identified by the Avenio CGP test and the
routine DNA panel

R*=0,285

20%
80% . . .
70%
60%
50%

A0%

30%
20%

10%

Figure 3 : Correlation curve between the tumor cellularity percentages of the nucleic acid extractions used by
the Avenio CGP test and the routine DNA panel

For 12 tumors (46%), the Avenio CGP test also identified additional class 4 or 5 variants. All of
these alterations are in genes or exons that were not covered by the routine panel. Removing
the KEAP1, STK11 and POLE mutations (n = 4) now included in the routine panel, the number
of tumors with variants identified only on the Avenio CGP test is 9 (35%). None of these
variants had theranostic or prognostic impact. No loss of heterozygosity or microsatellite
instability was detected.
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By design, the concordance rate between the two tests is therefore 100%.

The overall concordance rate between the two tests in relation to all mutations reported is
78%. This rate would rise to 84% if genes now covered by the routine panel (KEAP1, STK11
and POLE) are not included. The molecular data and their comparison are presented in
appendix 4.

TMB

TMB mean of the 26 NSCLC included in the study was 11.56 + 6.6 mut/Mb. Patients were
separated into 2 groups according to their TMB level. There was 11 tumors with low TMB < 10
mut/Mb (42%) and 15 tumors with high TMB > 10 mut/Mb (58%).

Table 2 shows the characteristics of patients and tumors according to TMB.

TMB low (< 10 mut/Mb) TMB high (> 10

SMARCA4 expression

(n=11) mut/Mb) (n= 15)
Clinical characteristics
Male gender, n (%) 9 (82%) 9 (60%)
Mean age at diagnosis, [extreme] years 70,4 [ 50— 85] 65,5 [39 - 79]
Smoking status in pack-years, mean 41,6 [16 —90] 34,4 [5-70]
[extréme]
Responders to IT (% among patients 75% 100%
treated with monotherapy IT)
Histological type, n (%)
Adenocarcinoma 9 (82%) 13 (86,6%)
Non-small cell lung carcinoma NOS 2 (18%) 1(6,7%)
Non-small cell lung carcinoma with loss of | O 1(6,7%)

Immune characteristics

TPS, mean [extreme]

74% [50 - 100]

79% [60 — 98]

CD8+ TIL infiltrate > moderate, n (%) 4 (36%) 3 (20%)
Molecular alterations n (%)

KRAS mutation 5 (45%) 9 (60%)
TP53 mutation 9 (82%) 13 (86,6%)
POLE mutation 0 1(6,7%)

Table 2. Clinical, pathological and molecular characteristics of patients according to their TMB. The
clinicopathological characteristics of these two groups did not differ significantly except for a slightly lower level
of smoking and a higher prevalence of KRAS mutation in the group with high TMB. The rate of responder to IT in
the group high TMB was 100%, whereas it was 75% in the group with low TMB.

Among the group with high TMB, 3 samples presented a TMB > 20 mut/Mb, level called “very-
high TMB”. These patients were all active or weaned smokers, with an average pack-year of
22. Molecularly, the prevalence of KRAS mutations in this group is 67%, and 100% for TP53.
The only tumor with a mutation of the DNA replication gene POLE belongs to this group.
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Response to immunotherapy in monotherapy

Fifteen out of the 26 patients were reported treated by IT. There was no hyperprogression at

the introduction of the treatment.

Table 3 shows the characteristics of patients and tumors according to the response to IT

Responders Non-responders
(n=13) (n=2)

Clinical characteristics
Male gender, n (%) 9 (69%) 2 (100%)
Mean age at diagnosis, [extreme] years 65[39-81] 79 [73 - 85]
Smoking status in pack-years, mean 34,1 [5-55] 57,5 [25-90]
[extréme]
Histological type, n (%)
Adenocarcinoma 11 (84 %) 1 (50 %)
Non-small cell lung carcinoma NOS 1(8 %) 1 (50 %)
Non-small cell lung carcinoma with loss of | 1 (8 %) 0
SMARCA4 expression
Immune characteristics
TPS, mean [extreme] 84 [50 — 100] 70 [60 — 80]
CD8+ TIL infiltrate > moderate, n (%) 4 (31%) 1 (50 %)

Molecular alterations

TMB, mean [extréme]

12,16 [6,3 —22,7]

1,89 [1,26 - 2,25]

KRAS mutation, n (%) 8 (62 %) 0
TP53 mutation, n (%) 11 (85 %) 2 (100 %)
STK11 mutation, n (%) 1(8 %) 0
KEAP1 mutation, n (%) 2 (15 %) 0
KRAS-KEAP1 co-mutation 1(8 %) 0

Table 3. Clinical, pathological and molecular characteristics of patients according to their response to IT. Mean
TMB was 12.16 mut/Mb in the responder group and 1.89 mut/Mb in the non-responder group. TMB of the
tumor of the 2 non responders was 1.26 and 2.25 mut/Mb, the lowest of the study.
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Discussion

Our study demonstrates that CGP can be done on small biopsy specimens already used for
routine molecular biology tests. Among the 29 pre-selected samples, only 3 were excluded
because the tumor DNA was not concentrated enough to allow the realization of the Avenio
CGP test.

The Avenio CGP panel allowed the measurement of TMB for all patients, while providing
concordant information in comparison to the routine tests already performed. All mutations
identified by the routine DNA panel were also identified by the Avenio CGP. The concordance
in terms of allelic frequencies (VAF) is medium (Pearson correlation of 0.5058). This rate can
be explained in part by the fact that the tests were performed on different DNA extractions,
which were themselves performed on different areas of the tumor with a different percentage
of malignant cells. Nevertheless, both tests identify the same mutations with a 100%
concordance rate by design.

Some additional mutations were also identified by the Avenio CGP test, that couldn’t be
identified with our panel DNA panel because of its more restricted design. All of these
additional mutations had no particular therapeutic or prognostic impact. In practice, their
research is not included in the recent recommendations of the French National Cancer
Institute (27)

The Avenio CGP panel allows the detection of rare molecular alterations compared to targeted
techniques. A rare not actionable BRAF variant [p.(Ala246Pro)], was identified in a patient of
our series. An atypical ALK-EML4 transcript and an amplification of ERBB2 were also detected
in tumors not included in this study (personal data). According to these preliminary data,
AVENIO CGP test is a good candidate for the replacement of targeted DNA and RNA panels
currently used in our laboratory.

The mean TMB of our cohort is high (mean of 11.56 + 6.6 mut/Mb). We identified 15 tumors
(58%) with a TMB defined as high (> 10 mut/Mb), a threshold reported as an independent
criterion for response to IT. The rate of NSCLC above this threshold is usually lower in the
literature, reported between 40 and 44%. (17,20,28)

The small number of cases and the large number of IT responders (87 %) explain in part this
observation. Additionaly, a high prevalence (> 50%) of KRAS mutation (54% in our study) was
associated with high TMB (29). Finally, the tumor with the highest TMB (30.26 mut/Mb) had
a mutation in POLE, a gene involved in DNA replication and known to be associated with high
TMB. (30)

Among the 26 tumors, 3 had a very-high TMB > 20 mut/Mb. Recent publications suggest that

this threshold could identify patients in whom IT without chemotherapy could be considered,

even in the setting of low PD-L1 levels (28,31). Huang et al. highlights that response to IT (as

monotherapy or with chemotherapy) in NSCLC with TMB > 20 mut/Mb is superior to the 10-

19 mut/Mb and < 10 mut/Mb groups, whereas the response of the latter two groups is not
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different (28). In our study, the 3 patients with very high TMB responded to PEMBROLIZUMAB
(associated with permetrexed in one patient).

In contrast, the two patients with the lowest TMB (1.26 and 2.25 mut/Mb) did not respond to
IT in monotherapy. These results are particularly interesting, reinforcing the idea that TMB
could allow a better selection of potential responders to IT alone. Nevertheless, a loger cohort
is necessary to confirm the trend that emerges from these preliminary data.

Surprisingly, STK11 or KEAP1 mutations were identified only in patients who responded to IT.
Studies have shown that KEAPI and/or STK11 mutations, associated with KRAS mutation in
NSCLC, could be a predictive factor for a poorer response to IT (32), or even prognosis (33).
Our cohort includes one patient with a KEAP1 mutation associated with a KRAS mutation, and
two with a STK11 or a KEAP1 mutation without a KRAS co-mutation. Both patients were
treated with PEMBROLIZUMAB and showed a durable response to treatment.

If the amount of tissue or the quality of DNA is not sufficient, TMB could be detrminated by
"liquid biopsy". The determination of TMB from circulating tumor DNA would however require
the use of specific validated panels and high sequencing capacities. The FoundationOne Liquid
CDx (Roche) (34) could be used for this purpose.

Other histological and immunohistochemical biomarkers of response to IT were investigated
in this study, but no difference between responders and non-responders could be
demonstrated. Semi quantitive évaluation of CD8+ TIL was not different in the responder
group compared to the non-responder group.

No tertiary lymphoid structures were found in any of the biopsies analyzed in our study. The
presence of tertiary lymphoid structures within or around the tumor is an indicative of a
chronic inflammation. Their presence and density correlates with a favorable prognosis in
many cancers, as well as with a response to IT (35,36). We assume that the small size of the
samples does not allow their identification. Their detections is more efficient on surgical
samples and seems more appropriate.

Richard et al. highlighted that, in addition to TMB, Alexandrov's 1A and 1B molecular
signatures (age-related molecular signatures) as well as low TCR clone number are associated
with superior progression-free survival in NSCLC (37). However, these biomarkers are not
rendered by the Avenio CGP test.

Additionaly, the detection of tumor neo-antigens could be a predictive marker of response to
IT. Some studies tried to identify the immunogenicity of mutations. However, this assesment
is not possible in routine. In the future we assume that progress in bioinformatics, modeling
of neoantigens and prediction of interactions with the immune system (38,39) could improve
TMB by "neoepitope loading" (40) or by a more complex algorithm (41) and thus become more
accurate in the prediction of tumor response to IT.

Our study has several limitations. The small number of patients prevents statistical for
comparison between groups. The determination of the responder or non-responder status of
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the patients is only binary, without evaluation of the duration of response to treatment.
Finally, the comparative molecular analysis did not take into account gene amplifications and
deletions due to the absence of a BAM files when the Avenio CGP test data were received.

Conclusion

This preliminary study shows that comprehensive genomic profiling (CGP) can be performed
on small sample sizes and that it gives results comparable to those of targeted panels (DNA
and RNA) used routinely. Eventually, the CGP panel could replace them.

Among the 15 patients who received immunotherapy alone, all cases with high (>10 mut/MB)
or very high (>20 Mut/Mb) TMB responded. However, not all responding patients had high
TMB. The other potential biomarkers (CD8+ TIL and lymphoid nodules) evaluated in this work,
often absent on these small tissue biopsies, were not informative.
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Supplementary data

Appendix 1 : List of genes selected in the Avenio CGP panel for the detection of
substitutions, insertion-deletions or CNAs

A8L1 ACVR1B AKTT AKTZ AKTS ALK ALOKT1ZE AMERT(FAMT1238) APC
AR ARAF ARFRP1 ARID1A ASNLT ATHM ATR ATRX AUREA
ALURES AXINT AR BAF1 BARD1 BCL2 BCLZLT BCL2L2 BCLA
BCOR BCORLY BHAF BRCAT BRCAZ BRD4 BRIP1 BTG1 BTG2
BTk CTIORFILEMSY) CALR CARDT1 CASPE CBFB CBL CCHDT CCHD2
CCND3 CCHET Cchaz COZTAPD-LT) co7o Co7%a ChivB CDCT3 COH1
COK12 ChK4 CDE& CDKE COKN1A CDKN1B COENZA CDKNZE COKM2C
CEBPA CHEKT CHEKZ CIC CREBBP CHEL C3F1R C5F3R CTCF
CTHHAT CTHNE1 CUL: CUL4s CHCR4 CYP17A1 Duidx DoA ODHEZ2
ohs3 DHMT3A DaTiL EED EGFR EP300 EPHAZ EPHET EFHBE4
ERBB2 ERBES ERBB4 ERCC4 ERG ERRFIT ESRT EZHZ FAM4&C
FANCA FANCC FANCG FANCL FAS Faxw? FGF10 FizF12 FGF14
FGF19 FGF23 FGRE FGF4 FGF& FGFR1 FGFRZ FGFR3 FGFR4
FH FLCW FLT1 FLT3 FOXL2 FUEP1 GABRAS GATAT GATA4
GATAG GIDHC170RF39) GMNATT GNATE GNAQ GHAS GRM3 [eRLe:] H3F3A
HDACT HGF HNF14 HRAS HSD3E1 103 IDH1 1DH2 IGF1R
IKEKE IKZF1 INFFA8 IRF2 IKF4 IR52 JAKT JAK: JAES
JUN KDMEA KDMEC EDMéA kDR EEAPT KEL KIT KLHLE
KMT2A[MLL) KMTZO{MLLZ) KRAS LTK LYN Mk MAP 2K T(MEK 1) MAP2KH{MER ) MAFZK4
MAPZKT MAPIKT1S MAPKT MCL1 MOM2 MDM4 MED12 MEFZEB MEN1
MERTK MET MITF MENET MLH1 MPL MHRET1A MEH2 MSH3
MM MST1R MTAF MTOR MUTYH MYE MYCL{MYCLT) MYCN MYDES
MEN HET NF2 NFE2L2 NFEBLA NKX2-1 NOTCH1 NOTCHZ MNOTCH3
MPMT HRAS NTAC2 NTRK1 NTREZ NTRK3 P2RYd FALEZ PARKZ
PARF1 FARP2 FARPS PAXS FBRM1 PDCDUPD-1) POCDILG2PD-LE) POGFRA POGFRE
FDOK1 PIK3C2B PIK3C2G PIK3CA PIK3CH FIK3RT FIM1 PMS52 POLD
FOLE PRARG FPPZRTA PPPIR2A FROM1 FPREKARTA PRKCI FTCH1 FTEM
FTFNTT PTPRO Kl RAC1 RAD21 RADST HADG1B RADSIC RADSID
RADSZ RADGAL RAF1 RARA RB1 REM10 HEL RET RICTOR
BNF43 ROST RPTOR SDHA sbHB SDHC S0HD SETD2 SF3B1
SGK1 SMAD2 SMAD4 SMARCAZ SMARCE? SMO SHCAIP S0Cs1 S0x2
SOKG SPEN SPOF SRC 5TAG2 STATS 5T SUFU K
THX3 TEK ET2 TGFBRZ TIFARP THFAIPS THFRSF14 14-51 T5C1
Tscz TYRO3 U2AF1 VEGFA VHL WHSCTMMSET) WHSCILY WT1 PO
HRCC2 INF217 ZMFTO3

Appendix 2 : List of genes selected in the Avenio CGP panel for the detection of gene
rearrangements, substitution in a promoter region, and non-coding RNA gene.

ALK BCL2 BCR BRAF BRCA1 BRCA2 CD74 EGFR ETV4

ETVS ETVS EWSR1 EZR FGFR1 FGFR2 FGFR3 KIT KMT 2A(MLL)
MSH2 MYB MYC NOTCH2 NTRK1 NTRK2 NUTM1 PDGFRA RAF1

RARA RET ROS1 RSPO2 shc4 SLC34A2 TERC” TERT (PROMOTER ONLY)™

TMPRSS2
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Appendix 3 : Genes included in the routine DNA (STS) and RNA (STSplus) NGS panel

Panels de génes analysés par séquencage haut-débit

Séquencage ADN - kit « Solid Tumor Solution » (STS_v1, 42 génes - 21404 paires de bases, Sophia Genetics®)

Liste de génes (exons) séguences :

AKT1 (3), ALK (21-25), BRAF (11,15), CDK4 (2), CDKN2A (1*,2,3), CTNNB1 (3), DDR2 (17), DICER1 (24,25), EGFR (18-
21), ERBB2 (8,17,20), ERBB4 (10,12), FBXW?7 (8-12), FGFR1 (12,14), FGFR2 (7,12,14), FGFR3 (7,9,14,16), FOXL2
(1*),GNA11 (4,5), GNAQ (4,5), GNAS (8), H3F3A(2*), H3F3B (2*), HIST1H3B (1),HRAS (2-4), IDH1 (4), IDH2 (4), KIT (8-
11,13,17,18), KRAS (2-4), MAP2K1 (2,3),MET (2,14-20) large deletion, MYOD1 (1), NRAS (2-4), PDGFRA (12,14,18),
PIK3CA (2%,3,6%8,10,21),PTPN11 (3), RAC1 (3), RAF1 (7,10,12,13%,14%*15*), RET (11,13,15,16), ROS1
(38*,41*),5F3B1 (15-17), SMAD4 (8-12), TERT (promoteur*(mutations C228T et C250T),1%,8% 9% 13*), TP53 (2-11)
*seulement les « hotspots » mutationnels

Liste des génes avec évaluation du nombre de copies: ALK, BRAF, CDK4, CDKN2A, EGFR, ERBB2, FBXW7, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, HRAS, KIT, KRAS, MET, MYOD1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, RAF1, ROS1, RET, SF3B1, TERT and TP53

Séquencage ARN — kit « Solid Tumor Plus Solution » (Version PM_T1_T2_T3_5.1.59_r3en, Sophia Genetics®)

Liste des cibles séguencées :

137 transcrits de fusions de génes pouvant impliquer les génes ALK, BRAF, EGFRviil, FGFR1, FGFR2, FGFR3,
NTRK1,NTKR3, PPARG, RET, R0OS1, ainsi que les sauts d’exon 14 de MET et les variants |l de EGFR
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Appendix 4 : Concordance between routine DNA NGS panel and the Avenio CGP panel

Reference

10

11

12

13

14

15

16

Molecular alterations
MET c.2942-19_2942-4del
TP53 p.(Vall73Leu)
TP53 p.(Arg248GIn)
SMARCA4 p.(GIn418%*)
TP53 p.(Gly154Val)
STK11 p.(Asp237His)
KRAS p.(Gly12Val)
KRAS p.(Gly12Phe)
CDKN2A p.(Ala60Val)
U2AF1 p.(Ser34Phe)
KRAS p.(Gly12Val)
TP53 p.(Leu257Arg)
KRAS p.(Gly12Val)
KRAS p.(Gly13Cys)
KRAS p.(Gly12Cys)
TP53 p.(Arg273Leu)
NF2 c.115-1G>C
TP53 p.(Cys238Ser)
BRAF p.(Asp594Asn)
KRAS p.(Gly12Cys)
TP53 p.(Ser215lle)
CDKN2A p.(His83Tyr)
KEAP1 p.(Arg71Pro)
BRAF p.(Gly469Ala)
BRAF p.(Ala246Pro)
TP53 p.(Thr123Leufs*35)
CDKN2A p.(His83Asp)
KRAS p.(Gly12Cys)
TP53 p.(Gly154Val)
TERT c.-124C>T
TP53 p.(Arg249Ser)
CDKN2A p.(Glu33Glyfs*11)
NF2 p.(Arg341T*)
KRAS p.(Gly12Val)
TP53 p.(Gly226Arg)
TP53 p.(Glu271GIn)
KRAS p.(Gly12Cys)
TP53 p.(Glu298*)
ALK p.(Argl1275GIn)
TP53 p.(Lys139Leufs*28)
MET p.(Asp1028His)
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CGP

R R R R R RRRRRRRRRR R R R R R R R RRRRRRRRRRR R R R R R R R @R

Routine

R R R R RRRROR R R R R R R O RO RRRR R O RRRR R R ORRRORORRHR

TMB (mut/Mb)

1,26

22,7

8,83

8,83

7,75

15,3

3,78

2.52
15,3

10,09

5,04

11,35

12.61

13,87

12.61

7,57



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

TP53 p.(Gly154Val)
KDMG6A p.(Argl054fs*29)
TP53 p.(Ser90Profs*33)
MET p.(Asp1028His)
PTPN11 p.(Gly503Arg)
ASXL1 p.(Pro808fs*10)
TET2 p.(Argl465Ter)
TP53 p.(Vall72Asp)
KRAS p.(Gly12Ser)

TP53 p.(Cys277Phe)
POLE p.(Glt641*)

TP53 p.(Leu35Phefs*8)
CDKN2A p.(Ala21Profs*5)
TP53 p.(Gly12Cys)

KRAS p.(Ala138Val)
KRAS p.(Gly12Asp)

TP53 p.(Gly154Alafs*16)
KEAP1 p.(Gly332Val)
BRAF p.(Gly469Val)
TP53 p.(Tyr163Cys)
ARID1A p.(Ala339fs*24)
KRAS p.(Gly12Cys)

CDKN2A p.(Pro81Alafs*37)

TP53 p.(Glu271Lys)
KRAS p.(Gly12Cys)

TP53 p.(Ser241Phe)
RBM10 p.(Arg230%)
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R R R R R R RRRRRRRRRRRRRRRRRRRR @R

O R R R R R O R R O R R R R R R O R R R OOOR R OR

17,65

10,09

6,3

30,26

18,91

12,61

6,3

7,57

20,7

11,35
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TITRE DE LA THESE : PROFILAGE GENOMIQUE EXTENSIF. A PROPOS D’UNE SERIE PRELIMINAIRES DE 26 CARCINOMES
BRONCHO-PULMONAIRES NON A PETITES CELLULES NON-EPIDERMOIDES PD-L1>50%

AUTEUR : BASILE CHALOT
RESUME :

Contexte : Les panels ciblés ADN et ARN utilisés en routine pour la caractérisation moléculaire
des carcinomes broncho-pulmonaires métastatiques non-épidermoides (CBNPC) ne
permettent d’identifier que les mutations et les réarrangements d’intérét. Le profilage
génomique extensif donne des informations plus larges comme la charge mutationnelle (TMB)
qui pourrait étre utile dans la prédiction de la réponse a l'immunothérapie (IT).

Matériel et Méthodes : Dans cette étude rétrospective, nous avons inclus 26 CBPNC PD-L1 >
50% diagnostiqué dans le service de pathologie du CHU de Dijon. Les résultats d’un large panel
de type CGP ont été comparés a ceux des panels ADN et ARN utilisés en routine. Puis, la charge
mutationnelle (TMB) et d’autres biomarqueurs potentiels (TIL CD8+ et nodules lymphoides)
ont été corrélés a la réponse a I'lT.

Résultats : Toutes les mutations détectées en routine ont été identifiés par le panel CGP. Dans
12 cas, une ou plusieurs mutations supplémentaires sans incidence théranostique étaient
également présentes. Parmi nos 26 cas, 15 avaient une TMB > 10 mut/MB. Parmi les 15
patients traités par immunothérapie, tous les cas avec TMB élevée ont répondu.

Conclusion : Cette étude confirme que le panel CGP donne des résultats comparables aux
panels ADN et ARN de routine méme pour des biopsies de petite taille. Tous les patients avec
TMB = 10 mut/Mb ont répondu a l'immunothérapie. Méme si tous les répondeurs n'avaient
pas une TMB élevée, la charge mutationnelle pourrait représenter un biomarqueur prédictif
de réponse a I'immunothérapie utilisable en pratique clinique.

Morts-cLes : CARCINOME BRONCHO-PULMONAIRES NON A PETITES CELLULES, BIOLOGIE
MOLECULAIRE, CHARGE MUTATIONNELLE TUMORALE, IMMUNOTHERAPIE, BIOMARQUEUR



