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RESUME

Contexte : Les patients atteints d’un cancer broncho-pulmonaire présentant une
addiction oncogénique peuvent bénéficier de thérapies ciblées, les inhibiteurs de tyrosine
kinase, plus efficaces que les chimiothérapies usuelles. Une progression est systématique
aprés plusieurs mois de traitement du fait d’apparition de mécanisme de résistance. L’objectif
est d’étudier les différentes techniques de rebiopsies et leurs résultats.

Méthode : Il s'agissait d’'une étude rétrospective. Les patients ont été identifiés via la
plateforme de biologie moléculaire du CHRU de Lille. Etait inclus tout patient présentant une
addiction oncogénique, a I'exception des mutations KRAS, ayant bénéficié d’au moins une
rebiopsie.

Résultats : Il y avait 95 patients mutés EGFR, 14 réarrangements EML4-ALK, 6
mutations HER2, 3 mutations BRAF et 1 mutation PIK3CA. Parmi les patients mutés EGFR,
un mécanisme de résistance a été identifié chez 48 patients (50,5%) incluant 49 mutations
T790M, 2 amplifications de MET, 1 transformation en carcinome a petites cellules, 1 mutation
C797S et 1 mutation KRAS. Il y a eu 87 rebiopsies solides et 70 biopsies liquides des patients
mutés EGFR. Une mutation EGFR était retrouvé dans 85% des biopsies solides et 60,6% des
biopsies liquides. Une mutation T790M était retrouvé dans 36,8% des biopsies solides et
25,3% des biopsies liquides. Il y avait une concordance de 88,6% entre les résultats des
biopsies solides et liquides des mutés EGFR. L'utilisation des biopsies liquides était de plus
en plus fréquente au fur et a mesure du temps et des rebiopsies. Les ponctions biopsies
hépatigues et chirurgie de métastase (sauf intra-thoracique, surrénalienne et adénopathies)
étaient les plus rentables pour mettre en évidence la mutation T790M alors que les ponctions
lombaires étaient décevantes. Parmi les réarrangements EML4-ALK les résistances identifiées
étaient 2 mutation G1202R, 1 mutation L1196M, 1 mutation V1180L, 1 mutation C1156Y et 1
amplification de ALK. Il n’y a pas eu de mécanisme de résistance mis en évidence pour les
autres mutations

Conclusion : La recherche de mécanisme de résistance a progression sous thérapie
ciblée par rebiopsie est faisable et rentable chez une majorité de patients. La recherche sur

tissu solide est la plus rentable, mais les biopsies liquides sont une alternative intéressante.
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INTRODUCTION

1) Epidémiologie du cancer-broncho-pulmonaire

On estime le nombre de nouveaux cas dans le monde a 1,8 million et a 39495
en France en 2012 dont 71% sont survenus chez ’homme (INCA).

Il représente la deuxiéme cause de cancer chez ’'homme aprés le cancer de la
prostate soit 14,1% des cancers, et la troisieme cause de cancer chez la femme apres
le cancer du sein et le cancer colorectal soit 7,3% des cancers.

Le cancer broncho-pulmonaire est la premiere cause de décés par cancer en
France avec une estimation de 29 000 décés en 2012. Il se classe ainsi devant le
cancer colorectal et le cancer du sein.

Entre 1980 et 2012 il existe une tendance a la stabilité du taux standardisé
d’incidence du cancer broncho-pulmonaire chez 'hnomme passant de 50 a 51,7 avec
une diminution entre les années 2000 et 2010. L’évolution est différente chez la femme
avec une augmentation du taux standardisé d’incidence qui passe de 4 a 18,6. Ces
variations sont également valables pour le taux de mortalité avec une baisse chez
’homme estimée a 47,7 en 2000 a 37 en 2012 et en augmentation chez la femme (3,5
en 2000 a 12,9 en 2012).

La région Nord-Pas-de-Calais est particulierement touchée avec un taux
d’incidence a 63,5 (I'un des plus élevé de France) et une surmortalité de 15 a 35% par
cancer-broncho-pulmonaire.

L’age médian de diagnostic est de 65,5 ans. Il existe une augmentation du
nombre de patients de plus de 80 ans qui représente ainsi 10,5% des cas. La part des
non—fumeurs a également augmentée pour atteindre 10,9% des cas (1).

Le principal facteur de risque reste le tabac mais des facteurs d’exposition

professionnel interviennent dans 30% des cas (2).

2) Anatomopathologie

La confirmation diagnostique d’'un cancer broncho-pulmonaire se base sur des

techniques d’anatomopathologie ou de cytologie. Ces analyses sont réalisées sur des
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biopsies (chirurgicale, sous fibroscopie, prélevements de métastase...) ou des cellules
en suspension (ponction ganglionnaire par écho-endoscopie, liquide pleural, LCS).

Les cancers broncho-pulmonaires se divisent en carcinomes a petites cellules
(CBPC) (15% des cas) et en carcinomes non a petites cellules (CBNPC) (85% des
cas).

Parmi les CBNPC on distingue les carcinomes épidermoides d’une part et les
carcinomes non épidermoides d’autre part représentés en particulier par les
adénocarcinomes.

L’adénocarcinome est devenu le type histologique le plus fréquent passant de
52,8 a 64,6% chez 'homme et de 31,5 a 48,7% chez la femme.

3) Addictions oncogéniques

a. Geénéralités

En 2004 ont été découvertes les mutations de I'Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) modifiant considérablement la prise en charge des patients porteurs
de ce type de mutation (3).

Depuis les différentes techniques de détection des biomarqueurs tels que
limmunohistochimie, la FISH (fluorescence in situ hybridisation) et les tests de biologie
moléculaire comme la PCR (polymerase chain reaction) ont été utilisés pour effectuer
un véritable démembrement moléculaire des cancers broncho-pulmonaires.

Ainsi I'étude BIOMARQUEURS France (4) a permis de réaliser une cartographie
des anomalies moléculaires des carcinomes pulmonaires. Ces addictions ont ouvert

la voie a de nombreuses possibilités thérapeutiques ciblées (figure 1).
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Figure 1 : Répartition des anomalies moléculaires selon [I'étude
BIOMARQUEURS France

31%

mInconnu m KRAS EGFR ALK
mHER?2 mBRAF m PIK3CA

b. Mutation de I’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

EGFR est un récepteur tyrosine kinase qui appartient a la famille HER. Trois
domaines le constituent, un domaine extracellulaire capable de fixer certains ligands,
un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire (figure 2). La fixation du
ligand entraine une homo ou hétérodimérisation du récepteur entrainant la
transphosphorilation des résidus tyrosines. Différentes voies de signalisation sont
alors activées telle que la voie Pl3kinase-Akt-mTOR qui favorise la survie cellulaire et

la voie des MAP-kinases qui favorise la prolifération cellulaire (figure 3).
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Figure 2 : Structure du récepteur de 'EGFR (5)
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Figure 3 : schématisation des voies de signalisation de 'EGFR (5)
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EGFR est exprimé a la surface des cellules épithéliales bronchiques normales.

Les mutations EGFR surviennent exclusivement dans le domaine tyrosine kinase
d'EGFR qui est codé par les exons 18 a 21 (6). Ces mutations surviennent
préférentiellement dans des sous-groupes de patient incluant les femmes, les non-
fumeurs et les patients d’origines asiatiques (7). Cette mutation est détectée chez 10
a 12% des patients porteurs d’'un adénocarcinome (4).

Parmi les différentes mutations possibles deux altérations représentent 90% de
l'ensemble des mutations EGFR. Il s’agit des délétions dans I'exon 19 qui emportent
une série d'acides aminés (leucine, arginine, glutamate et alanine) ainsi qu’une
substitution qui modifie la leucine en position 858 en arginine dans I'exon 21. Il existe
d’autres lésions mais moins fréquentes telles que des mutations de I'exon 18 (G719X),
de I'exon 20 (T790M) ou exon 21 (L861Q) ou encore des insertions dans I'exon 20.
(Figure 4). Ces mutations aboutissent a des activations de voies qui engendrent des

signaux de prolifération cellulaire excessive et de survie.

Figure 4 : répartition des différentes mutations de 'EGFR
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Des thérapies ciblées visant a inhiber l'activité kinase de 'EGFR se sont donc
développées car l'inhibition de 'TEGFR induit 'apoptose cellulaire traduisant bien une
addiction oncogénique des cellules vis a vis de cette voie. Il existe a I'heure actuelle 4
inhibiteurs de tyrosine kinase qui sont commercialisés, le géfitinib, I’erlotinib, I'afatinib
et 'osimertinib qui peuvent étre utilisés pour les CBNPC mutés EGFR métastatiques.

L’erlotinib et le géfitinib sont des inhibiteurs dit de premiéres génération qui ont
démontrés une efficacité dés la premiére ligne en comparaison a un doublet de
chimiothérapie a base de sel de platine (8,9).

L’afatinib est un inhibiteur de tyrosine kinase de deuxiéme génération car il se lie
de maniére irréversible au recepteur EGFR. L’osimertinib est un inhibiteur de 3éme
génération irréversible mais pouvant cibler la mutation de résistance T790M.

La tolérance de ces traitements est globalement meilleure que la chimiothérapie.
Les principaux effets secondaires sont des diarrhées, des mucites et des éruptions
cutanées acnéiformes. Des effets plus sévéres ont été rapportés tels que des
pneumopathies interstitielles diffuses et des cas d’hépatites toxiques.

Le choix de linhibiteur de tyrosine kinase en premiéere ligne ne fait pas
consensus. Aucune étude a ce jour n’a compare les 3 molécules entre elles. L’essai
de phase Il LUX-Lung 7 a comparé I'afatinib au géfitinib en premiére ligne et montré
un bénéfice de I'afatinib mais tardif, au dela d’un an de traitement (10). Une autre étude

comparant I'erlotinib au gefitinib en premiére ligne n’a pas montré de différence (11).

c. Réarrangement de I’Anaplastic Lymphoma Kinase

L’Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) est un récepteur a tyrosine kinase. Son
gene se situe sur le bras court du chromosome 2. En 2007 il a été mis en évidence
que dans certains cancers broncho-pulmonaires il existait un réarrangement du gene
ALK (12). Cette anomalie est présente dans environ 5% des cas des adénocarcinomes
(4).

Cette translocation peut s’effectuer avec plusieurs partenaires qui aboutissent
tous a une activation constitutive du domaine kinase de ALK. Dans les cancer-
broncho-pulmonaires, ce réarrangement se fait avec I'Echinoderm Microtubule-Like 4
(EML4) qui consiste en une inversion au sein du bras court du chromosome 2 amenant

la création d’'un géne de fusion.
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Ce géne de fusion conduit a I'activation permanente du domaine tyrosine kinase
qui, comme pour les mutations de 'EGFR, via les voies PI3K-Akt, mTOR, la voie STAT
ou la voie RAS produit divers signaux de résistance a la mort cellulaire, de survie et
de prolifération cellulaire (13) (figure 5).

Il s’agit plutét de patients jeunes, non-fumeurs avec une maladie étendue (14).

Figure 5 : schématisation des voies d’activation du réarrangement ALK-EML4
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Les thérapies ciblées se sont rapidement développées. Ainsi une premiere
molécule inhibitrice de 'activité tyrosine kinase de la protéine de fusion, le crizotinib a
montré son efficacité dans I'étude PROFILE 1007 ou le crizotinib en deuxiéme ligne
est supérieur a la chimiothérapie (15). De méme I'essai PROFILE 1014 (16) a imposé
le crizotinib comme traitement de référence dés la premiére ligne dans les cancers
broncho-pulmonaires avec réarrangement ALK.

Ces traitements sont plutét bien tolérés, I'effet le plus grave reste la toxicité

hépatique.
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Il existe des échappements a ces thérapeutiques. Actuellement des inhibiteurs
de tyrosine kinase anti-ALK de deuxiéme génération sont en cours de développement.

Ainsi le céritinib vient d’obtenir son AMM aprés échec du crizotinib (17).

d. Mutations de HER2

Cette protéine fait partie des récepteurs a tyrosine kinase mais il n'a pas été
identifié de ligand pour ce récepteur. Il existe des mutations, que I'on retrouve dans
environ 1% des adénocarcinomes pulmonaires (4). Il s’agit dans 80% des cas d'une
insertion dans I'exon 20 du géne codant pour HER2 (18). Cette mutation engendre une
activation des voies PI3K-Akt, mMTOR et MEK/ERK impliquées dans la prolifération
cellulaire, la différenciation et la migration. Les patients atteints sont plutét non-fumeurs
et de sexe féminin (19). A ce jour aucune molécule ne posséde 'AMM pour le
traitement des cancer-broncho-pulmonaires mutés HER2. Des cas ont rapporté
I'efficacité de I'utilisation de trastuzumab (19) avec des taux de réponse intéressant
mais aucune étude prospective n'a confirmé ces résultats. Ainsi la chimiothérapie

conventionnelle reste le traitement de premiére intention.

e. Autres mutations

Les protéines RAF sont impliqués dans la régulation de la voie de signalisation
RAS-RAF-MAPK avec un role dans la prolifération et la survie cellulaire. La mutation
du géne BRAF est la plus fréquemment rencontré dans le CBNPC avec environ 1%
de cas, cette protéine relie la GTPase de RAS aux autres protéines de la voie MAP-
kinase avec un réle dans la prolifération cellulaire (4). La mutation la plus fréquente
est la V600OE retrouvée dans la moitié des cas puis les mutations G469A (39%) et
D549G (11%) (20). Des réponses au vémurafénib ont été rapportés dans la littérature
(21) et un essai avec le dabrafenib a montré des résultats intéressant (22).
L’association de dabrafenib et trametinib (inhibiteur de MEK) a montré des résultats
d’efficacité supérieurs au dabrafenib seul (22). Ces 2 molécules ont obtenu récemment

leur AMM dans cette indication.
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Les protéines PI3K ont un réle dans la transduction des signaux en aval des
récepteurs tyrosine kinases. La mutation PIK3CA est la plus fréquemment trouvée et
entraine une hyper activation de la protéine AKT, elle concerne 1 a 3% des mutations
des adénocarcinomes bronchiques (4). Ces mutations peuvent étre associés a
d’autres anomalies de KRAS, EGFR, BRAF ou ALK (23). Il n’existe pas de
thérapeutique ciblée a I'heure actuelle dans les CBNPC. Des essais cliniques sont en

cours afin de juger de I'utilité d’inhibiteurs de mTOR.

4) Mécanismes de résistance aux thérapies ciblés

Les réponses parfois spectaculaires aux thérapies ciblés des CBNPC présentant
une addiction oncogénique se sont également accompagnées d’apparition de
mécanismes de résistance au traitement. Cela peut étre d0 a un changement de la
mutation ciblée initialement (amplification, apparition d’'une deuxiéme mutation),
I'activation d’autres voies de signalisation permettant un échappement (bypass, avec
amplification de c-MET par exemple) ou encore la transformation histologique (cancer

bronchique a petite cellule ou une transition épithélio-mésenchymateuse) (24).

Figure 6 : Principaux mécanismes de résistance des CBNPC EGFR mutés (24)

Met
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a. Mutation T790M

Les patients traités par inhibiteur de tyrosine kinase et répondeurs vont tous
présenter une progression tumorale qui survient généralement entre 9 et 12 mois
apres instauration du traitement par thérapie ciblée.

La mutation T790M est responsable de 50 a 60% des mutations acquises sous
inhibiteur de tyrosine kinase des patients EGFR mutés. Cette mutation se situe dans
'exon 20 du géne de 'EGFR au niveau d’un résidu « gatekeeper » entrainant une
modification conformationnelle de la poche AKT qui induit une chute d’affinité des TKI.
Le récepteur peut ensuite fournir a nouveau les signaux de prolifération cellulaire.

Des TKI de 3éme génération tels que I'osimertinib ont vu le jour. Son efficacité a
été démontré dans I'essai AURA 3 dés la seconde ligne dans les CBNPC EGFR mutés

progressant sous ITK (25).

b. MET

Il s’agit d’'un récepteur a tyrosine kinase, la fixation de son ligand (HGF) entraine
une activation des voies MAP Kinase, PIBK-AKT et STAT entrainant une prolifération
cellulaire. Des dysrégulations de MET ont été observés dans différents cancers (sein,
colo-rectal).

Des amplifications de MET ont été décrites dans environ 5% des
adénocarcinomes pulmonaires mutés EGFR progressant sous TKI (26). Cette
anomalie peut étre associée a d’autres mécanismes de résistance comme la mutation
T790M. Une étude de phase 2 évaluant le gefitinib associé au capmatinib chez les
patients EGFR mutés progressant sous TKI a montré une réponse de 40% chez les
patients avec amplification de MET (27).

D’autres anomalies ont été décrites tel qu’'une hyper-expression de MET en
immuno-histochimie détectée dans 15 a 70% des séries mais ne constituant pas a ce
jour une cible thérapeutique (28).

Il existe également des anomalies primaires de MET avant tout traitement par
TKI, comme [laltération de I'exon 14 du géne MET, qui peuvent étre variées et

identifiées dans 4% des adénocarcinomes pulmonaires (28). Des amplifications de

11



NUNES David Introduction

novo de MET ont également été décrites variant de 1 a 5% des adénocarcinomes.
Mutations et amplifications semblent présenter des réponses intéressantes au
crizotinib (28) mais les traitements ciblant MET ne font I'objet d’aucune

recommandation a I’heure actuelle.

c. Résistance aux inhibiteurs d’ALK

Comme pour les patients avec mutations EGFR, aprés une réponse importante
aux thérapies ciblés les patients porteurs d’'un réarrangement EML4-ALK progressent
systématiquement a partir de 9 mois de traitement du fait d’apparition de mécanisme
de résistance. Tous les mécanismes ne sont pas identifiés.

On retiendra des mécanismes de résistances ou persiste une dépendance a la
voie ALK tels que I'amplification de ALK ou les mutations secondaires du domaine
tyrosine kinase de ALK (la mutation G1202R est la plus fréquente), ou des résistances
indépendantes de la voie ALK telles que I'activation de voie « bypass » comme
'amplification de MET ou une mutation PIK3CA ou alors un changement histologique
avec transformation en carcinome a petites cellules (13). Des traitements inhibiteurs
de ALK de seconde génération ont vu le jour tels que le ceritinib, le lorlatinib, I'alectinib
ou le brigatinib. Le ceritinib a montré une efficacité notamment aprés progression sous

crizotinib (29,30) et un essai de phase 3 est en cours pour confirmer ce résultat.

5) Rebiopsies

La multiplication des thérapies ciblées dans le cancer broncho-pulmonaire rend
indispensable l'identification des cibles moléculaires sur les prélévements initiaux.
Malheureusement il existe une progression quasi systématique apreés utilisation de ces
traitements. La recherche clinique a permis de mettre en évidence de nombreux
mécanismes de résistance et de développer de nouvelle thérapeutique ciblée. Aucune
forme de progression clinique ou radiologique ne permet de prédire un type de
mécanisme de résistance rendant indispensable d’effectuer de nouveau prélévement

afin d’adapter au mieux les traitements.
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Les principales limites des techniques usuelles sont : I'état général du patient et
la localisation du site tumoral en progression. Quand bien méme le site en progression
est accessible, les nouveaux prélévements peuvent ne pas permettre la réalisation des
techniques de biologie moléculaire du fait de nécrose tumorale importante, de cellules
tumorales trop peu nombreuses voire totalement absentes. L’autre éceuil est
représenté par I'’hétérogénéité tumorale des mécanismes de résistance, qui peuvent

survenir sur un site tumoral sans étre présent sur un autre.

Pour s’affranchir de ces techniques guidées sur un site, se sont développées
depuis plusieurs années les biopsies liquides et notamment la recherche d’ADN
tumoral circulant. C’est Mandel et Métais en 1948 (31) qui ont établis que de 'ADN
était véhiculé dans le sang chez des individus sains. Différentes études ont par la suite
individualisé '’ADN tumoral circulant (32,33). Deux grandes hypothéses expliquent la
présence de cet ADN tumoral. Premiérement il serait di a la sécrétion active de la
tumeur primitive ou a la lyse des cellules tumorales circulantes ou des
micrométastases (34). La deuxiéme hypothése serait un relargage passif par apoptose
ou nécrose des cellules de la tumeur primitive (35), (figure 7). L’avantage théorique
des biopsies liquides est qu’elles sont non invasives et qu’elles représentent
lensemble des cellules tumorales de l'organisme (tumeur primitive, métastase,
micrométastase, cellules tumorale circulantes) permettant de s’affranchir des

techniques de biopsies solides.

6) Objectifs

L’objectif principal de ce travail est d’étudier tous les patients porteurs d’une
addiction oncogénique ayant bénéficié d’au moins une rebiopsie afin de décrire les

techniques utilisése, la rentabilité de la biopsie et les conséquences thérapeutiques.

Les objectifs secondaires seront d’étudier I'apport et la rentabilité des biopsies
liquides, d’apprécier le taux de recherche du mécanisme de résistance MET et de
comparer les patients aprés la premiéere rebiopsie porteurs d’'une mutation de lEGFR
et d’'une mutation de résistance T790M a ceux porteurs d’'une mutation de 'lEGFR

seule.
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Figure 7 : Schématisation de I'origine de ’ADN tumoral circulant (36)
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MATERIELS ET METHODES

1) Critéres d’inclusions et d’exclusions des patients

Nous avons réalisé une étude rétrospective, multicentrique et observationnelle.
Les patients étaient sélectionnés via la plateforme de biologie moléculaire de Lille.

Etait inclus tout patient présentant un CBPNPC avec une mutation sur la biopsie
initiale et ayant bénéficié d’au moins une rebiopsie. Les patients présentant une
mutation KRAS initialement ou étant pris en charge en dehors du Nord-Pas-de-Calais
étaient exclus.

La période d’inclusion s’étendait de la date d’ouverture de la plateforme en 2009

jusqu’au 1er Juillet 2016.

2) Données recueillies

Le recueil de données se faisait via le dossier médical aprés identification du
médecin référent du patient a partir des demandes effectuées aupres de la plateforme
de biologie moléculaire.

Les données recueillis étaient les suivantes.

a. Caractéristiques des patients
- Sexe

- Age au diagnostic

- Statut tabagique

- Index de Karnofsky

- Année du diagnostic

- Type histologique

- Stade de la maladie au diagnostic
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- Technique de diagnostic
- Mutation initiale
- Traitements avant la premiere rebiopsie

- Date de décés et des derniéres nouvelles

b. Rebiopsies

Pour chaque rebiopsie

- Délais avant la rebiopsie

- Délais entre la mise en place d’un TKI et la rebiospie
- Délais entre la progression et la rebiopsie

- Année de rebiopsie

- Techniques de rebiopsies

- Résultat de la rebiopsie

- Conséquence thérapeutique de la rebiopsie

3) Méthode de recherche des addictions oncogéniques

a. Recherche du géne de 'EGFR

L’anatomopathologiste analyse la biopsie et définie la zone riche en cellules
tumorales. L’ADN tumoral est extrait de fins copeaux réalisés a partir de la zone
définie. L’analyse moléculaire s’effectue par la technique de Snapshot pour la
recherche des mutations ponctuelles (telles que la L858R) sur les exons 18 a 21 du
géne de 'EGFR codant pour le domaine tyrosine kinase ou par analyse de fragments
pour la recherche d’insertion ou de délétion dans les exons 20 et 19 du géne de
'EGFR.

La technique de SnaPshot est une technique ciblée permettant, aprés
amplification d’'une zone d’intérét, comme par exemple I'exon 21, la visualisation d’'une
mutation ponctuelle grace a une réaction d’extension réalisée a partir d’'une amorce
spécifique localisée en position -1 de la mutation a caractériser. L’extension est

réalisée avec les bases G, A, T ou C qui seront chacune fluoromarquée différemment
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permettant ainsi la détection de variant qui se présentera sous la forme d’un pic de
couleur surnuméraire.

L’analyse de fragments est une technique adaptée a la détection de mutations
de types petites délétions ou insertions. Aprés amplification par PCR via des amorces
marquées par un fluorophore, le fragment amplifié¢ est analysé sur un séquenceur
capillaire qui permet la migration du fragment amplifié en fonction de sa taille. Ainsi en
fonction de la mutation insertion ou délétion le pic sera plus tardif ou au contraire plus

précoce que le pic de I'exon normal.

b. Recherche du réarrangement ALK

Deux techniques sont utilisés et complémentaires.

La premiére analyse consiste en une technique d’immunohistochimie. Aprés
préparation de la biopsie, les lames sont mises en contact avec des anticorps dirigés
contre la protéine de fusion EML4-ALK. La confirmation se fait au microscope optique
ou le cytoplasme des cellules néoplasiques prends une couleur particuliére si la
protéine de fusion est présente.

En cas de positivité I'analyse est complété par une technique de fluorescence in
situ hybridization (FISH). Le principe est I'utilisation de sondes de couleurs différentes
et fluorescentes qui encadrent la région 2p23 qui contient le géne ALK. Apres
préparation, 'ADN dénaturé est mis au contact des sondes. S’il n’existe pas de
réarrangement du géne ALK les sondes apparaissent céte a cote, en revanche s'il
existe un réarrangement EML4-ALK les sondes de couleurs différentes apparaissent
bien séparés.

Pour retenir le diagnostic il faut qu’au moins 100 cellules soient analysées et que

15% d’entre elles contiennent le réarrangement.

c. ADN tumoral circulant

Un échantillon sanguin est prélevé sur le patient. Le sang est recueilli soit dans
des tubes EDTA (dans ce cas la centrifugation des prélevements doit se faire dans les
2h suivant la prise de sang) soit dans des tubes Cell-free DNA BCT (dans ce cas les

prélevements peuvent étre conservés stables plusieurs jours).
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Apreés centrifugation, ’ADN tumoral circulant est extrait du plasma par un kit spécifique
(kit QlAamp circulating nucleic acid, Qiagen).

Différentes techniques d’analyses des mutations peuvent étre utilisées avec des
niveaux de sensibilités et des colts différents. A Lille, c’est la technique de PCR
spécifique d’allele ou ARMS (amplified refractory mutation system) qui est utilisée (kit
Therascreen, Qiagen).

Un complément par séquencage haut débit peut également étre effectué.

d. Next Generation Sequencing (NGS)

Il s’agit d’'une méthode de séquencage haut débit basé sur I'amplification de
différentes régions de 'ADN.
Cette technique permet d’étudier les génes suivants : EGFR — AKT1 - ALK — BRAF -
CTNNB1 - ERBB2 - ERBB4 - FBXW?7 - FGFR1 - FGFR2 — FGFR3 - KRAS — MET -
NOTCH1 — NRAS - PIK3CA — PTEN - SMAD4 - STK11 - TP53 — ALK - DDR2 —
MAP2K.

e. Recherche des autres mutations

Les mutations de HER2 (insertion dans I'exon 20) sont recherchées par analyse de
fragment.

Les mutations de BRAF sont recherchées par pyroséquengage du codon 600 puis
vérifiés par SNaPshot.

Les mutations de PIK3CA sont recherchées par SNaPshot via la recherche des
hotspots dans les nucléotides 1624, 1633 et 3140.
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4) Analyse statistique

Les paramétres qualitatifs ont été décrits en termes de fréquence et de pourcentage.
Les parametres numériques gaussiens ont été décrits en termes de moyenne et de
déviation standard et les paramétres numériques non gaussiens en termes de
meédiane et d’intervalle interquartiles. La normalité des paramétres numériques a été
vérifiée graphiquement et testée a I'aide du test de Shapiro-Wilk.

Les comparaisons des patients avec une mutation T790M par rapport aux patients
n’ayant pas cette mutation a la premiére rebiopsie chez les patients présentant une
mutation de 'EGFR initialement, ont été réalisées a l'aide d’un test du Chi-deux pour
les parametres qualitatifs (le sexe, le statut tabagique, la mutation initiale, le traitement
de premiére ligne, la technique de rebiopsie solide et les biopsies liquides). Un test t
de Student a été utilisé pour comparer les paramétres continus gaussiens (le délai de
rebiopsie et le délai aprés instauration d’un TKI) entre les groupes.

Les statistiques ont été réalisées par I'unité de méthodologie biostatistique du CHRU
de Lille. Le niveau de significativité a été fixé a 5%. Les analyses statistiques ont été

effectuées a I'aide du logiciel SAS (SAS Institute version 9.4).
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RESULTATS

1) Flow chart

[ 7547 demandes ]

1833 demandes
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( 5714 demandes
L uniques

N
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312 demandes
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correspondant a
119 patients
95 14 6 3 1
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Figure 8 : diagramme de flux de I'étude.
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2) Caractéristiques générales de la population

Cent-dix-neufs patients présentant une addiction oncogénique et ayant bénéficié
d’au moins une rebiopsie ont pu étre inclus entre 'année 2009 et le 1¢" Juillet 2016.
Il'y avait 74 femmes (61,7%) et 46 hommes (38,3%). L’age au diagnostic était compris
entre 23 ans et 83 ans avec une moyenne a 60 ans (£12,4). Les patients étaient en
bon état général au diagnostic avec un index de Karnofsky moyen a 90 (+ 8,3). Il
existait une majorité de non-fumeurs avec 82 patients (81,2%) qui n’avaient jamais
fumé. Les patients étaient généralement métastatiques au diagnostic avec 80 patients
au stade IV se répartissant en 12 patients (12%) au stade IVa (métastase pulmonaire
ou pleurale) et 68 patients (69%) au stade IVb (métastase a distance). Soixante-cinq

patients (58,7%) étaient encore vivants a la fin de la période d’inclusion (tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiques générales de la population

Donnée ‘Valeur
Sexe
Femme, n (%) 74 (61,7)
Homme, n (%) 45 (38,3)
Age 60 (x12,4)
Tabac
Non-fumeur, n (%) 82 (81,2)
Fumeur, n (%) 19 (18,8)
Karnofsky 90 (+ 8,3)
Stade au diagnostic
I, n (%) 33
I, n (%) 11 (11)
11, n (%) 5(5)
Iva, n (%) 12 (12)
Ivb, n (%) 68 (69)
Statut
Vivant n (%) 65 (58,7)
Décédé n (%) 46 (41,4)

Résultats exprimés en nombre (pourcentage) ou moyenne (t ecart-type)

La répartition des différentes addictions oncogéniques était la suivante :
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Quatre-vingt-quinze patients présentaient une mutation de 'EGFR, 14 patients un
réarrangement EML4-ALK, 6 patients une mutation HER2, 3 patients une mutation de
BRAF et 1 patient une mutation PIK3CA (figure 9).

Figure 9 : répartition des différentes addictions oncogéniques

BRAr PIK3CA
HER?2 2%
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ALK
12%

EGFR
79%

s EGFR = ALK =HER2 =BRAF =PIK3CA

3) Patients présentant une mutation de 'EGFR

a) Caractéristiques de la population

Quatre-vingt quinze patients présentaient une mutation de 'EGFR. Il y avait 62
femmes (65,3%) pour 33 hommes (34,7%). Il existait une prédominance de non-
fumeurs avec 62 patients (78,5%). Les patients étaient en bon état général avec un
index de Karnofsky moyen a 90 (#5). Une large majorité des patients étaient
métastatiques au diagnostic avec 67 patients au stade 1V, dont 56 patients (70,9%) au
stade IVb (métastases a distance).

Pour retenir le diagnostic 54 patients (56,8%) avaient bénéficié d’'une fibroscopie
bronchique, 13 patients avaient bénéficié d’'une pleuroscopie, 12 patients (12,6%)
avaient bénéficié d’'une chirurgie thoracique, 8 patients avaient bénéficié d’'une écho-
endoscopie et 8 patients avaient bénéficié d’autres techniques diagnostics (ponction

sous scanner, ponction biopsie hépatique, surrénalectomie...) (tableau 2).
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Tableau 2 : caractéristiques des patients mutés EGFR

Donnée Valeur

Femme, n (%) 62 (65,3)

Homme, n 33 (34,7)

Non-fumeur, n (%) 62 (78,5)
Fumeur, n (% 17 (21,5)
90 (5

[, n (%) 3(3,8)

I, n (%) 9(11,4)

11, n (%) 0 (0)

Iva, n (%) 11 (13,9)

Ivb, n i%i 56 i70,9i
Fibroscopie n (%) 54 (56,8)

Echo-Endoscopie n (%) 8 (8,4)
Chirurgie thoracique n (%) 12 (12,6)

Autres technigues n (% 21 (22,1)
1,5 (x0,62)

Résultats exprimés en nombre (pourcentage) ou moyenne (t ecart-type)

La répartition de 'année de diagnostic des patients est représentée sur la figure 10.

Figure 10 : année de diagnostic des patients EGFR mutés
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La répartition des différents types de mutation de 'EGFR est représentée sur la

figure 11.

Figure 11 : répartition des mutations EGFR
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Soixante-cinq patients (69%) présentaient une délétion de I'exon 19, 25 patients
(26%) présentaient une insertion dans I'exon 21, 4 patients présentaient une mutation
de I'exon 20 (4%) (2 patients une insertion dans I'exon 20, 1 patient une mutation S768l
de I'exon 20 et 1 patient avec une mutation T790M d’emblée), enfin 1 patient présentait

une mutation G719C de I'exon 18 (figure 11).
Concernant les traitements avant la 1ére rebiopsie : 40% des patients étaient traités

par erlotinib, 32% des patients par chimiothérapie, 18,7% par gefitinib, 5,3% par

afatinib et 4% par chirurgie.

b) Techniques de rebiopsies des patients EGFR-mutés
Tous les patients ont bénéficié d’au moins une rebiopsie, 45 patients d’'une seconde

rebiopsie et 6 patients d’une troisieme rebiopsie répartis en 87 rebiopsies solides et

70 biopsies liquides.
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Concernant la premiére rebiopsie la répartition des patients étaient la suivante :

38 biopsies liquides

32 fibroscopies bronchiques,

12 patients (12,6%) ont eu une association biopsie solide/biopsie liquide
9 ponctions lombaires,

8 écho-endoscopies,

5 prélevements d’adénopathies périphériques,
4 chirurgies thoraciques

4 pleuroscopies

2 ponction-biopsies hépatiques,

2 surrénalectomies,

1 mini-sonde,

1 ponction sous scanner,

1 biopsie mammaire,

Concernant la seconde rebiopsie la répartition des patients étaient la suivante

28 biopsies liquides

7 fibroscopies,

5 patients (12,5%) ont pu avoir une association biopsie solide/biopsie
liquide

2 ponction-biopsies hépatiques,
1 ponction-lombaire,

1 ponction pleurale,

1 pleuroscopie,

1 chirurgie utérine,

1 chirurgie d’adénopathie,

1 chirurgie thoracique

1 biopsie cutanée

1 écho-endoscopie,

Enfin pour la troisiéme rebiopsie la répartition était la suivante

4 biopsies liquides seules.

1 chirurgie d’adénopathie associée a une biopsie liquide
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Les répartitions sont représentées sur la figure 12.

Figure 12 : répartition des techniques de rebiopsie
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L’utilisation de biopsie liquides semblaient augmenter avec le nombre de rebiopsies
au détriment des techniques de biopsies solides (figure 13 et 14). De méme le recours
aux biopsies liquides semblait augmenter avec les années avec une baisse des

biopsies solides (figure 15).

Figure 13 : répartition des techniques solides et liquides en fonction de la rebiopsie
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Figure 14 : répartition des techniques solides et liquides en fonction de la rebiopsie
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Figure 15 : utilisation des rebiopsies solides et liquides selon I'année
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c) Rentabilité de la rebiopsie

Mécanisme de résistances

Les mécanismes de résistances mis en évidence étaient les suivants :
49 mutations T790M soit 43 patients

2 patients avec amplifications de MET

1 patient avec transformation en carcinome a petites cellules

1 patient avec mutation de résistance C797S

1 patient avec mutation KRAS

Les recherches d’amplification HER2 n’ont pas pu étre récupérées.

Il N’y avait pas de mécanisme de résistance identifié pour 47 patients.

A la vue du grand pourcentage de mutation T790M, les résultats présentés ci-dessous

concernent exclusivement la mise en évidence de cette mutation de résistance.
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Résultats en fonction des techniques utilisées

La rentabilité de la biopsie en fonction de la technique est représentée sur la figure 16.

Toute technique confondue 74 rebiopsies solides (85%) sont positives a une mutation
et 32 rebiopsies solides (36,8%) étaient positives pour la mutation T790M. Au total,
lorsque la rebiopsie était contributive (mise en évidence de la mutation EGFR initiale),
la mutation T790M était donc identifiée dans 43% des cas.

La catégorie « autres rebiopsies » comportait 1 biopsie d’utérus, 1 biopsie mammaire,
1 biopsie cutanée, 1 ponction sous scanner et 1 biopsie par technique de mini-sonde.
Chacune de ses techniques retrouvait la mutation initiale et la mutation de résistance
T790M.

Les prélévements d’adénopathies périphériques, la chirurgie thoracique, la ponction
biopsie-hépatique, la ponction lombaire, I'écho-endoscopie et la fibroscopie
semblaient avoir de bons résultats pour mettre en évidence la mutation initiale allant
de 87,2% a 100% de positivité.

Les 4 ponction biopsies-hépatiques avaient le meilleur résultat pour mettre en
évidence la mutation T790M avec un taux de positivité a 100%.

En revanche les biopsies de surrénales étaient les moins rentables avec 1 seule (50%)
positive pour la mutation initiale et aucune mutation T790M mise en évidence. De
méme si toutes les ponctions lombaires étaient positives pour la mutation initiale, la
mutation T790M n’était retrouvé que dans 1 cas (10%).

Les biopsies liquides retrouvaient la mutation initiale dans 43 cas (60,6%) et la
mutation de résistance T790M dansb18 cas (25,3%). Au total, lorsque la rebiopsie était
contributive (mise en évidence de la mutation EGFR initiale), la mutation T790M était

donc identifiée dans 47,5% des cas.

Enfin 13 biopsies solides étaient négatives soit 15% des rebiopsies solides (5
fibroscopies, 5 analyse de liquide pleural, 2 echo-endoscopie et 1 surrénalectomie).
Les causes étaient 'absence matériel tumorale (8%), matériel tumoral insuffisant

(46%) et absence de mutation mise en évidence (46%).
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Figure 16 : positivité pour la mutation initiale et la mutation T790M en fonction des

techniques de rebiopsies.
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Intérét de la rebiopsie aprés négativité de la premiére

Il'y a eu 26 rebiopsies (12 solides et 14 liquides) aprés qu’'une premiére rebiopsie
revenait négative pour un mécanisme de résistance. Dans 9 cas une mutation T790M
était mise en évidence dont 5 rebiopsies solides (41,7%) et 4 rebiopsies liquides
(28,4%) retrouvaient la mutation T790M. Ainsi lors d’'une premiére rebiopsie une
mutation T790M était mise en évidence dans 37,3% des cas et lorsque la premiére
rebiopsie était négative une mutation T790M était mise en évidence dans 29,6% des
autres rebiopsies (figure 17). Il existait donc un intérét a répéter les prélévements

méme si la premiere rebiopsie était négative.
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Figure 17 : Pourcentage de mutation T790M a la premiére rebiopsie et aux autres

rebiopsies quand la premiére est négative
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Concordance des résultats entre biopsies liquide et solide

Toutes rebiopsies confondues, 44 cas de biopsie liquide étaient concomitants a une
rebiopsie solide. Dans 88,6% des cas (39 rebiopsies) les résultats des 2 biopsies
étaient similaires avec 13 cas (29,5%) ou les 2 biopsies étaient négatives et 26 cas
(59,1%) ou les 2 biopsies étaient positives. Il y avait 5 cas (11,4%) ou la biopsie solide
seule était positive il y avait donc une concordance de positivité de 83,8% pour toutes
les mutations EGFR. |l n’existait aucun cas ou la biopsie liquide était positive alors que

la biopsie solide était négative (figure 18).

La mutation T790M a était mise en évidence dans 21 cas (47,7%). Il n’y avait aucun
cas ou la biopsie solide retrouvait cette mutation alors que la biopsie liquide ne la
retrouvait pas. De méme il n’y avait aucun cas ou la mutation liquide retrouvait cette
mutation alors que la biopsie solide était négative. Il y avait donc une concordance de

100% entre les résultats des biopsies solides et liquides pour la mutation T790M.
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Figure 18 : concordance des résultats entre biopsie solide et liquide lorsqu’elles sont

réalisées ensemble
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d) Délais rebiopsies

Le délai médian de réalisation de la premiére rebiopsie était de 469 jours, ce délai
diminuait au fur et a mesure des rebiopsies suivantes. On avait donc tendance a

rebiopsier de plus en plus rapidement a mesure que la maladie progressait (figure19).

Figure 19 : délai médian entre chaque rebiopsie
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En regardant le délai de rebiopsie par rapport a la date de progression de la maladie
on notait qu’il y avait également un raccourcissement du délai au fur et a mesure des
rebiopsies.

Dans le détail on constatait que le délai médian était plus court aprés progression
quand il y avait une biopsie liquide seule par rapport a une rebiopsie solide. Ainsi a la
premiéere rebiopsie le délai entre la constatation de la progression et la rebiopsie avait
une médiane a 113 jours pour les techniques solides contre une médiane de 9 jours
pour les biopsies liquides (figure 20).

Ensuite pour la deuxiéme rebiopsie le délai aprés progression avait une médiane a
13,5 jours pour les techniques solides contre une médiane de 9,5 jours pour une
biopsie liquide.

Enfin pour la troisi€me rebiopsie le délai aprés progression avait une médiane de 12

jours pour les techniques solides et de 8,5 jours pour les biopsies liquides (figure 20).

Figure 20 : délai médian de la rebiopsie aprés constations de la progression en

fonction de la technique utilisée
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e) Recherche de MET

Il'y a eu 22 demandes de recherches d’altération de MET sur des rebiopsies solides
soit 25% de I'ensemble des rebiopsies solides.

[I'y avait 10 cas de surexpression de MET (score a 3+ en immuno-histochimie) et 2
cas d’amplification de MET.

Dans 2 cas la surexpression de MET était associée a une mutation de résistance
T790M.

f) Conséquence thérapeutique

Si la rebiopsie était négative, les choix s’équilibraient avec dans 54% des cas un
changement de thérapeutique et dans 46% des cas une poursuite du méme traitement
(figure 20). Les choix préférentiels étaient I'utilisation d’un TKI dans 43,3% des cas et
d’une chimiothérapie dans 29,7% des cas. A noter que dans 10,8% des cas la
thérapeutique était modifiée pour de I'Osimertinib (figure 21). Les autres techniques
comportaient de la chirurgie, I'utilisation d’immunothérapie, des essais thérapeutiques
ou radiothérapie.

Si la rebiopsie était positive, mais mutation T790M négative, un changement de
traitement avait lieu dans 69% des cas. Les traitements étaient I'utilisation d’'un TKI
dans 39% des cas et l'utilisation de chimiothérapie dans 51% des cas. Les autres
traitements (4%) comportaient chirurgie, essai clinique ou radiothérapie (figure 21).
Enfin si une mutation T790M était mise en évidence sur la rebiopsie un changement
de thérapie était effectué dans 93,2% des cas avec une large utilisation de
Osimertinib (72,7%). Les autres traitements s’équilibraient avec 13,6% de
chimiothérapie, 11,3% d’autres TKI et 13,1% d’autres thérapeutiques (chirurgie, essai

clinique) (figure 21).
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Figure 20 : conséquence thérapeutique en fonction des résultats de la rebiopsie
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Figure 21 : Choix de thérapies en cas de changement en fonction du résultat de la

rebiopsie
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g) Comparaison des patients T790M+ et T790M- a la premiére
rebiopsie

La mutation initiale seule était retrouvée chez 37 patients a la premiére rebiopsie tandis

que la mutation T790M était mise en évidence chez 36 patients.

Il N’y avait pas de différence statistiquement significative sur I'age, le sexe, le statut

tabagique, le stade au diagnostic et le type de mutation initiale.

L’analyse statistique n’a pas pu étre réalisée sur les traitements de premiére ligne du
fait d’effectifs trop faible dans certaines catégories néanmoins dans le groupe patient
T790M- plus de patient étaient traités par géfitinib et chimiothérapie tandis que dans

le groupe T790M+ il y avait plus de traitement par erlotinib.

De fagon statistiquement significative le délai de rebiopsie, qui était le délai entre la
biopsie initiale et la rebiopsie est plus élevé dans le groupe T790M+ a 6,5 mois (+0,66)
contre 5,9 mois (+0,7) dans le groupe T790M- (p=0,0015). De méme le délai aprés
instauration d’'un TKI, qui était le délai entre 'instauration d’un traitement par TKIl et la

rebiopsie, était plus élevé dans le groupe T790M+ a 6,3 mois (+0,72).

Les patients ayant bénéficié de plusieurs lignes de traitement étaient plus nombreux
dans le groupe T790M+ ainsi que les patients ayant regcu de I'erlotinib, de maniére

statistiquement significative.
L’analyse statistique n’a pu étre réalisée sur les traitements post-rebiopsie mais

davantage de patients recevaient une chimiothérapie dans le groupe T790M- tandis

que l'osimertinib s'imposait dans le groupe T790M+ (tableau 3).

36



NUNES David Résultats

Tableau 3 : comparaison des populations T790M négative et positive a la premiére

rebiopsie

T790M - n= 37 | T790M+ n=36 |
62,6 (11,4

Homme n, (%) 16 (43,2) 12 (33,3) 0,38
Femme n (% 21 (56,8 24 (66,7
non, n (%) 25 (83,3) 25 (80,6) 0,78
oui n(% 5 (16,7 6(19.4
I n(%) 1(3,3) 1(3,2)
Il (%) 3 (10) 4(12.9)
Il (%) 0 0
IVa n{%) 5 (16.7) 5 (16.1)
Vb n{% 21 (70 21 (67,7
EGFR del exon 19, n{%) 26 (70,2) 28 ( 77.8) 0,46
EGFR exon 21, n (%) 9 (24) 8(22,2)

EGFR exan 20, n{% 2(54) 1(2,8)

5,9 (£0,7) 6,5 (0,66) 0,0015

5,8 (£0,75) 6,3 (£0,72) 0,0125
chimiotherapie n(%) 11 (36,7) 7 (23.3)
Gefitinib n(%) 12 (40) 7 (23.3)
Erlotinib n(%} 3 (10) 11 (36,7)
Afatinib n(%) 2 (6,7) 2 (6,7)
Autre traitement n(% 2 (8,7 310
non(%) 20 (66,7) 12 (40)
oui n(%) 10 (33,3) 18 (60) 0,0384
erlotinib n(%) 3 (30) 13 (72) 0,0497
genfetinib n(%) 4 (40) 2 (1)
afatinib n{%: 0 15
T
Fibroscopie, n(%) 16 (43,2) 12 (33,3)
Echo-endoscopie, n(%) 2(541) 5(13.9)
Ponction lombaire n(%) B (21.8) 1(2,8)

Autres techni

12 (33,3)

changement de traitement, n{%:) 23(76.,7) 29 (96,7) 0,0523
oursuite du meme traitment, ni% T(233 13,3
chimiotherapie n(%) 17 (56,7) 4(13.3)
gefitinib n{%) 8 (26,7) 28,7
erotinib n{%) 3(10) 13,3
afatinib n{%:) 1(3,3) 0
osimertinib, n{%) 0 22(T3,3)
autre traitement ni%) 1(3,3) 13,3

Résultats exprimés en nombre (pourcentage) ou moyenne ( ecart-type)
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4) Patients avec réarrangment EML4-ALK

Quatorze patients présentaient un réarrangement EML4-ALK. Il y avait 8 hommes
(57%) pour 6 femmes (43%). L’age variait de 23 ans a 70 ans avec une moyenne a
52,6 ans. Tous les patients étaient non-fumeurs. Une large majorité des patients (72%)
étaient diagnostiqué au stade IVb (métastase a distance). Le nombre moyen de

rebiopsie par patient était de 1,6 (tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques générales des patients EML4-ALK

Donnée |Va|eur
Sexe

Homme n (%) 8 (57)
Femme n (%) 6 (43)
Age 52,6 (£ 14,3)
Statut tabagique

Fumeur n (%) 0

Non fumeur n (%) 14 (100)
Karnofsky 90 (£3,1)
Stade au diagnostic

[ n (%) 2 (14)
Iva n (%) 2 (14)
Ivb n (%) 10 (72)
Technique diagnostique

Fibroscopie n (%) 7 (50)
Echo-endoscopie n (%) 2 (14)
Chirurgie n (%) 4 (29)
Pleuroscopie n (%) 1(7)
Nombre rebiopsie 1,6 (x0,7)

Résultats exprimés en nombre (pourcentage) ou moyenne (£ ecart-type)

Dix patients (72%) des patients EML4-ALK ayant eu au moins une rebiopsie ont été

diagnostiqués entre 2011 et 2013 (figure 22).
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Figure 22 : année du diagnostic des patients avec réarrangement ALK
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Il'y a eu 22 rebiopsies solides et 6 biopsies liquides de patients réarrangés EML4-ALK.
Sur les 22 rebiopsies solides 19 étaient positives pour EML4-ALK soit 86%.
Les différents prélevements étaient les suivants :

- 7 fibroscopies bronchiques

- 3 écho-endoscopies

- 2 ponctions-biopsies hépatique

- 2 prélévements pleuraux

- 2 prélévements péricardique

- 2 chirurgie d’adénopathie

- 1 chirurgie thoracique

- 1 chirurgie cérébrale

1 prélevement mammaire

1 prélévement de péritoine
Les 3 biopsies solides négatives étaient dues a une absence de matériel tumoral (pour

le liquide péricardique) et a un matériel tumoral insuffisant pour réaliser les analyses

(1 écho-endoscopie et 1 ponction pleurale) (Figure 23).
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Figure 23 : positivité des rebiopsies solides pour le réarrangement ALK et les

mécanismes de résistance en fonction des techniques
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Concernant les mécanismes de résistance il a été retrouvé :
- 2 mutations G1202R

1 mutation L1196M

1 mutation V1180L

1 mutation C1156Y

1 amplification de ALK

Les 2 prélévements hépatiques ont permis de mettre en évidence un mécanisme de
résistance ainsi qu’une fibroscopie bronchique, 1 écho-endoscopie, 1 prélévement
cérébral et un prélévement de péricarde. Une biopsie liquide était positive a la mutation

G1202R (réalisé de maniére concomitante a une ponction-biopsie hépatique).

La mutation ROS1 a été recherché sur 4 rebiopsies (18%), les résultats étaient tous

négatifs.
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La recherche d’anomalie de MET a été effectuée sur 7 rebiopsies (32%), les résultats
étaient négatifs pour 4 rebiopsies, une surexpression a 3+ pour 3 rebiopsies et aucune

amplification n’a été mise en évidence.

Les mutations EGFR ont été recherchées sur toutes les rebiopsies solides et liquides

et aucune n’avait de résultats positifs.

Le délai moyen entre la biopsie diagnostique et la premiére rebiopsie était de 507 jours
(+87).

Concernant les thérapeutiques tous les patients avaient un changement de traitement
apres leur rebiopsie quel que soit le résultat. Le manque de donnée clinique ne permet
pas de précision concernant la thérapeutigue engagée mais au moins 6 patients ont

bénéficié de chimiothérapie et 7 autres de traitement anti-ALK de seconde génération.

Au 1° Juillet 2016 7 patients étaient décédés et 7 vivants. Pour les patients décédés
la moyenne de survie était de 34,9 mois (£19,6) et pour les patients vivants la moyenne

de survie était de 56 mois (£9,4).

5) Autres mutations

Il'y avait 6 patients avec mutation HER2, 2 patients avec mutation BRAF et 1 patient
avec une mutation PIK3CA.

Les données cliniques étaient manquantes pour 6 patients sur 9.

a) Patients avec mutation HER2

L’age variait de 52 a 68 ans pour une moyenne a 59 ans. Les patients étaient tous
non-fumeur. Il y avait 5 femmes pour 1 homme.
Le diagnostic a été effectué par fibroscopie dans 50% des cas et par chirurgie pour les

autres cas.
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Les rebiopsies solides étaient toutes positives pour HER2, les techniques étaient les
suivantes :

- 2 fibroscopies

- 1 écho-endoscopie

- 1 ponction-biopsie hépatique

- 1 chirurgie de métastase cérébrale

1 ponction lombaire

[l N’y a eu qu’une biopsie liquide dont le résultat était négatif.

b) Patients avec mutations BRAF

Seulement 2 patients présentaient une mutation V600OE de BRAF. Il s’agissait de deux
hommes de 82 et 83 ans et d’'une femme de 60 ans, tous les 3 étaient diagnostiqués
au stade Vb au moyen d’une fibroscopie.

Deux rebiopsies ont été positives pour la méme mutation une par ponction-biopsie
hépatique et une autre par écho-endoscopie. Une rebiopsie liquide s’est avérée

négative.

c) Patient avec la mutation PIK3CA

Il s’agissait d’'une patiente de 60 ans non fumeuse, diagnostiquée au stade
métastatique IVb par une ponction-biopsie hépatique.
La rebiopsie avait consisté en une ponction de liquide d’ascite 5 mois apres le

diagnostic et retrouvait une mutation PIK3CA associée a une mutation KRAS.
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Discussion

Peu d’études se sont attachées a étudier les rebiopsies solides et liquides des
patients porteurs d’addiction oncogénique. Dans notre étude 87 biopsies solides ont
été réalisées chez les patients mutés EGFR toutes techniques confondues. Dans
82,8% des cas le matériel tumoral était suffisant pour réaliser les analyses
moléculaires. D’autres études concernant les rebiopsies solides uniquement
retrouvaient des taux de positivité similaires, I'étude de Sun et al (37) affichait un taux
de positivité des biopsies a 89,4% et I'’étude francaise de Chouaid et al (38) un taux
de 72,5%.

Dans notre étude les rebiopsies des métastases pulmonaires ne permettaient
pas une mise en évidence systématique de mutation EGFR alors que dans ce travalil
assez peu de biopsies n’autorisaient pas une analyse correcte des préléevements (13
sur 82). Il existait des disparités selon les techniques ainsi les prélevements par
ponction-biopsie hépatique ou chirurgie thoracique étaient tres rentables dans la mise
en évidence de mécanisme de résistance par contre les chirurgies de surrénale ou les
prélevements de plévre ne retrouvaient la mutation initiale que dans moins de 60%
des cas. D’autres techniques telles que la ponction lombaire se montraient réellement
efficaces pour la mise en évidence de mutation de 'lEGFR mais était médiocres
lorsqu’il s’agissait de trouver la mutation T790M.

Hata et al (39) a étudié les biopsies multiples chez les patients avec mutation
EGFR et T790M. Sur 12 prélevements de LCS 10 étaient négatifs pour la mutation de
T790M alors gu’elle était présente sur d’autres sites de biopsie. Il existait donc une
hétérogénéité spatiale de la mutation. La barriere hémato-encéphalique pourrait
expliquer ce phénomeéne car elle limite la diffusion des TKI au niveau cérébral, or la
présence d’une mutation T790M dépend de I'exposition des cellules néoplasiques
EGFR mutés aux TKI (40). Ainsi les patients EGFR mutés présentant une méningite
carcinomateuse présentent un moins bon pronostic (41) . Des études ont étudiés
I'intérét de forte dose de TKI ou l'utilisation de dose « pulsé » de TKI afin d’améliorer
la pénétration au niveau du systéme nerveux central (42,43). Actuellement il n’y a pas

de consensus sur la meilleure thérapeutique a entreprendre.
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Sile mécanisme est plutdt bien compris au niveau cérébral il est beaucoup moins
clair pour les autres métastases. Assez peu d’étude se sont intéressées au sujet, une
méta-analyse relativement récente (44) concluait méme a une absence de différence
significative entre le statut mutationnel de la tumeur primitive et des métastases.
Cependant une maijorité des études portant sur ce sujet semblait rapporter des
différences de statut mutationnel que ce soit pour les prélevements de plévre (45) ou
d’adénopathie (46) ou en général (Gow CH Annals of oncology 2007).

Différentes hypothéses peuvent expliquer ces différences. Premiérement il
existerait une progression plus hétérogéne des cellules tumorales métastatiques du
fait d’'une sélection clonale durant la progression tumorale (47,48). Ensuite on sait que
les micrométastases apparaissent précocement dans les cancers, ainsi les tumeurs
primitives et métastatiques évoluent indépendamment dans des environnements
différents ce qui pourrait avoir des conséquences sur les caractéristiques génétiques
de ces tumeurs (49,50). Enfin les clones responsables des métastases pourraient
avoir un statut EGFR différent du fait de I'hétérogénéité intra tumorale du cancer
primitif (51) (figure 24).

Il ne faut pas oublier que les techniques de biologie moléculaire de détection des
mutations ont des sensibilités qui difféerent. |l pourrait étre intéressant d’adapter les

techniques en fonction des tissus analysés.

Figure 24 : Schématisation des théories expliquant 'hétérogénéité tumorale
(52)
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L’'un des moyens de s’affranchir des prélévements de métastases et de
'hétérogénéité clonale serait I'utilisation des biopsies liquides qui théoriquement
refletent 'ensemble des sites tumoraux du patient. Dans notre étude la positivité des
biopsies liquides pour toute mutation était de 60,6% ce qui correspondait aux données
de la littérature puisqu’en fonction de la technique de biologie moléculaire utilisée la
sensibilité variait de 36 a 100% (53). Lorsqu'une rebiopsie était contributive
(identification d’'une mutation) la mutation T790M était retrouvé dans 43% des cas alors
que dans d’autres études les taux avoisinaient les 45% (54,55). Cette petite différence
peut s’expliquer par le fait qu’au CHRU de Lille nous utilisons une technique d’ARMS
qui est moins sensible que la technique de ddPCR utilisée dans les autres études. De
méme nous obtenons un taux de concordance biopsie solide-biopsie liquide de 59,1%
pour toutes les mutations EGFR alors que d’autres études retrouvent des taux allant
jusqu'a 96,5%(56) mais ces études utilisaient des techniques de détection plus
sensibles et s’intégraient dans le cadre de la recherche clinique ou les pratiques
pouvaient différer de notre activité quotidienne. D’autres hypothéses peuvent étre
évoquées, la progression tumorale au moment des biopsies pouvaient étre faible ayant
pour résultat une biopsie solide positive mais une biopsie liquide négative. De méme
la facilité d’utilisation des biopsies liquides pourrait avoir des conséquences. Un doute
sur une progression tumorale ou une progression tumorale minime peut faire réaliser
facilement une biopsie liquide qui rendrait des résultats plus souvent négatifs. La
réalisation de biopsie solide est plus souvent réfléchie en fonction d’'une progression
manifeste du fait de son caractére invasif ce qui pourrait donner des résultats plus
souvent positifs.

Cependant nous avons observé une concordance biopsie solide-biopsie liquide
de 100% pour la mutation T790M alors que ce taux avoisinait les 66% dans une autre
étude (55). Ce résultat pourrait s’expliquer d’'une part par un effectif plus faible dans
notre étude puisqu’il n’y avait que 44 cas de biopsies concomitantes et d’autre part par
un biais de sélection puisque les cas de biopsie solide et liquide concomitantes ont
toutes été réalisées fin 2015 et en 2016. Cette période pourrait correspondre a

l'utilisation du NGS qui améliore quelque peu la sensibilité.

La mise en évidence d’'une mutation EGFR sur une biopsie liquide n’est pas
anodine et peut méme avoir des conséquences thérapeutiques. Mok et al (57) a

démontré que la réponse a un TKI était similaire si la mutation de 'EGFR avait été
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mise en évidence sur une biopsie liquide ou solide. De méme Remon et al (58) a
montré que la présence de la mutation T790M sur les biopsies liquides (avec une
biopsie solide non réalisable) était associée aux mémes résultats en termes de
réponse a I'osimertinib et de survie globale que les patients avec une mutation T790M
positive sur une biopsie solide. En revanche, Oxnard et al. a montré qu’une biopsie
liquide positive, alors que la biopsie tissulaire est négative, était associée a une
moindre réponse a l'osimertinib (59). Ceci pourrait s’expliquer par I'hétérogénéité
clonale des mécanismes de résistance, suggérant que certains sites tumoraux ne sont
pas porteurs des mémes mécanismes de résistance et ne sont donc pas sensibles
aux mémes traitements. Cependant, nous n’avons pas observé de tels cas dans notre
cohorte sous réserve du nombre modéré de patients. Ces résultats posent néanmoins
la question de la place de la biopsie liquide, et incitent a ne I'envisager que si la biopsie

solide n’est pas réalisable.

L’utilisation de biopsie liquide est d’autant plus utile que I'état général du patient
se détériore souvent au fur et a mesure de la maladie. Ainsi dans ce travail lorsque
'on réalise une 3éme rebiopsie une étude sur ADN circulant est effectuée dans 83,3%
des cas. Le délai de réalisation d‘une rebiopsie liquide était plus court du fait de
contrainte technique moindre. Il est aussi possible qu’arrivés a ce stade de la maladie
les patients acceptent moins de réaliser des techniques invasives.

Quand on comparait le délai médian entre la constatation d’une progression
radiologique et la premiere rebiopsie il y avait 113 jours avant une rebiopsie solide
contre 9 jours pour une biopsie liquide. Plusieurs éléments pourraient expliquer cette
différence. D’abord la progression de la maladie peut initialement se faire sur un site
tumoral non accessible a un prélevement, ensuite il existe dans un certain nombre de
cas des progressions oligométastatiques ou le traitement par TKI de 1ére ligne n’est
pas forcément remis en cause si le lieu de la progression est accessible a un traitement
particulier (radiothérapie notamment) (60,61) et qui donc ne nécessite pas
obligatoirement de prélevement de tissu. De plus dans notre étude une partie des 1ére
rebiopsies a été effectuée avant que les biopsies liquides ne soient disponibles. Dans
d’autres cas, une progression tumorale lente et non menagante ne justifie pas
forcément un changement thérapeutique, et peut donc étre « tolérée » sous réserve
d’'une surveillance attentive. Enfin la facilité d’accés et de réalisation des biopsies

liquides fait qu’elles sont rapidement proposées et effectuées.
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Ces explications sont également validées par les délais qui séparent les
rebiopsies passant de 469 jours entre la biopsie diagnostic et la premiére rebiopsie a
116 jours entre la 2éme et 3éme rebiopsie. Le moindre doute clinique ou radiologique
peut faire réaliser une recherche de mutation sur ADN circulant s’il existe un impact
thérapeutique. Par exemple lors d’une progression diffuse entrainant un changement
de thérapie si un mécanisme de résistance est identifié la biopsie peut étre
intéressante. S’il s’agit d’'une progression localisée accessible a un traitement
spécifique comme la radiothérapie lidentification d’'une résistance est moins

indispensable et ne doit donc pas faire réaliser systématiquement une rebiopsie.

Ainsi au sujet de la recherche de mutations sur ’'ADN tumoral circulant nous
pourrions retenir les éléments suivants :

- Utilité lorsqu’'un prélévement tissulaire n’est pas disponible (non
réalisable, bloc épuisé, tissu pauvre en cellules tumorales, ADN de
mauvaise qualité).

- Les variations de sensibilités en fonction des techniques de biologie
moléculaire utilisées ne permettent pas de se passer totalement des
biopsies solides.

- Elle pourrait étre utile dans le suivi d’efficacité de la maladie (62) avec un
véritable monitoring de la présence des mutations (63). Néanmoins, il
n’existe pas encore de recommandation sur le suivi « moléculaire » des
patients EGFR-mutés, en raison notamment de I'absence de seuil a partir
duquel une progression tumorale serait retenue. Et il faut par ailleurs
prendre en compte le colt de ces analyses répétées.

- Unintérét dans la détection précoce des progressions qu’il s’agisse d’'une
réapparition de la mutation initiale mais surtout pour la recherche de la

présence d’'une mutation de résistance (54).

L’intérét pour les techniques de détection non-invasive, fiable et reproductible est
important. Wakelee et al (64) en présentant les résultats de I'essai TIGER-X (rociletinib
chez les patients avec une mutation T790M) a également étudié différents
prélevements pour détecter la mutation. Il y avait I'analyse du tissu, de 'ADN circulant
et des urines. Ainsi la sensibilité de détection dans les urines par NGS était de 81%

ouvrant la voie a d’autres possibilités.
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Le but principal de la rebiopsie reste de mettre en évidence un mécanisme de
résistance afin d’adapter au mieux les thérapeutiques. Ainsi la mise en évidence d’une
mutation T790M dans notre étude aboutissait dans 93,2% des cas a un changement
de traitement et majoritairement pour de I'Osimertinib (72,7% des cas). L’utilisation de
ce TKI n’était pas de 100% car les patients étaient inclus depuis 2009 alors que ce
traitement n’est disponible que depuis 2015. Il existait quelques cas ou la mutation de
résistance a été mise en évidence mais était déja connu et ou l'osimertinib était
maintenu.

Lorsqu’une mutation hors T790M était mise en évidence le changement de
thérapeutique restait la principale alternative avec une majorité de chimiothérapie.
Néanmoins on observait la poursuite du traitement par le méme TKI dans 31% des
cas. Cette attitude n’est pas étonnante puisque I'on sait que lors de progression
tumorale lente et sans menace clinique il existe un bénéfice a maintenir le TKI (65—
67). De plus dans certains cas la progression se faisait sous forme oligométastatique
ou I'on associait un traitement local (tel que la radiothérapie) au maintien du méme TKI
(68). L'utilisation large de TKI aprés mise en évidence d’'une mutation EGFR sans
mécanisme de résistance pourrait s’expliquer par certaines séquences
thérapeutiques. Soit le patient avait bénéficié d’une chimiothérapie premiére et donc
un relais par TKI est initié, soit il s’agissait d’'une réintroduction de TKI aprés une
séquence TKI-chimiothérapie. Quelques études ont montré, rétrospectivement, qu’il
existait un avantage a reprendre un TKI en 3éme ligne aprés avoir bénéficié d’un
traitement ciblé en premiére ligne puis d’'une chimiothérapie en seconde ligne du fait
d’un phénomene de sélection de clones cellulaires sous la pression thérapeutique
(69).

En comparant les patients T790M positifs et négatifs a la premiére rebiopsie il y
avait peu d’éléments statistiquement significatifs. Les délais de rebiopsie ainsi que les
délais aprés instauration d’un traitement par TKI étaient objectivement plus longs chez
les patients T790M+ avec respectivement 6,5 mois et 6,3 mois. Sachant que la
révélation d’'une mutation de résistance dépend de I'exposition des cellules tumorales
au TKI (40) il semble logique d’observer un délai plus long a la rebiopsie et aprés
instauration d’un TKI chez ces patients. Les patients T790M positifs semblaient avoir

bénéficié de plus de lignes de traitement (TKI et chimiothérapie confondus) confortant
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'hypothése d’émergence d’un clone cellulaire suite a une pression de sélection (figure
25). Une donnée plus étonnante était la prédominance de traitement par erlotinib chez
les patients T790M+, aucune étude n’a montré a ce jour que le traitement par erlotinib
était associé a une émergence plus précoce de la mutation T790M. Ce résultat pourrait
s’expliquer par le fait que l'erlotinib était 'un des tout premier TKI commercialisé et
donc largement utilisé au début de la période 2009-2016 de notre étude.

Des analyses statistiques n'ont pas pu étre réalisées pour comparer les
techniques de rebiopsies et de traitement post rebiopsie chez les patients T790M + et
— du fait de faible effectif dans certaines sous catégories. Néanmoins il est flagrant que
la ponction lombaire n’était pas une technique idéale pour mettre en évidence un
mécanisme de résistance (8 dans le groupe T790M- vs 1 dans le groupe T790M+). De
méme qu’en traitement post rebiopsie la chimiothérapie étaiet largement utilisé dans
le groupe T790M- (17 patients vs 4) alors que I'osimertinib n’était utilisé que dans le
groupe T790M+ (22 patietns vs 0).

Figure 25 : Nombre de ligne de traitement regu a la premiéere biopsie positive
pour la mutation T790M
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La recherche d’autre mécanisme de résistance que T790M était assez
décevante. La recherche d’anomalies de MET n’a été demandée que dans 25% des

biopsies solides et il ne s’agissait que de patients suivis au CHRU ou en centre de lutte
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contre le cancer. L’absence de thérapeutique en dehors d’essai clinique est
probablement le principal facteur limitant.

Un patient avait la particularité de présenter une mutation KRAS sur une
rebiopsie alors qu’il était porteur d’'une mutation EGFR initialement. Ce cas est un
exemple probant d’hétérogénéité tumorale.

Nous n’avons pas cherché les cas d’amplification d’"HER2.

Parmi les 14 patients ALK 6 ont présentés un mécanisme de résistance aprés
utilisation d’'un TKI anti-ALK. Il existait une certaine hétérogénéité des mécanismes de
résistance avec 2 mutations G1202R, 1 mutation L1196M, 1 mutation V1180L, 1
mutation C1156Y et 1 amplification de ALK. Une mutation liquide a permis de mettre
en évidence une mutation G1202R avec utilisation d’un NGS.

Aucune mutation EGFR n’a été retrouvé chez I'ensemble des patients que ce soit
sur une biopsie solide ou liquide.

Une analyse plus complete des conséquences thérapeutiques n'a pu étre
réalisée car il manquait plusieurs données cliniques néanmoins 6 patients ont
bénéficié de chimiothérapie et 7 autres de traitement anti-ALK de seconde génération.

Une série de 103 biopsies a résistance des inhibiteurs d’ALK a été publiée
récemment (70). Cette étude nous apprend que le taux de mutation différe en fonction
du traitement utilisé, variant de 20% pour le crizotinib a 71% pour le brigatinib. Les
inhibiteurs d’ALK de seconde génération semblent donc avoir une meilleure activite.
Actuellement le crizotinib a TAMM en premiére ligne et le ceritinib peut étre utilisé a
progression. Il existe des cas de re-sensibilisation au crizotinib aprés utilisation de
lorlatinib (71). Il semble cependant que les mécanismes de résistance des patients
ALK ne soient pas aussi « simples » que pour les patients EGFR du fait de la possibilité
de combinaison de mutation de résistance et de réponse différente aux inhibiteur

d’ALK de seconde génération.

Il y avait des données manquantes, notamment sur les traitements, pour les
patients porteurs des autres mutations HER2, BRAF et PIK3CA.

Pour les patients HER2 toutes les rebiopsies sont revenus positives pour HER2
et négatives pour EGFR. Il existe peu de données sur d’éventuels mécanismes de

résistance de méme qu’il existe peu d’études sur les traitements a entreprendre.
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Cependant Maziéres et al (72) dans sa cohorte de 101 patients, 7% des patients
présentaient une deuxiéme mutation (EGFR, ALK ou ROS1).

Il n’existait aucun élément sur d’éventuels mécanismes de résistance chez les
patients porteurs d’'une mutation BRAF. Le traitement par dabrafenib n’est pas encore
recommandé en premiére ligne et des études s’interessent a I'association dabrafenib-

trametinib avec des résultats en phase 2 qui semblent intéressants (22).

Parmi les limites de I'étude, on peut retenir le caractére rétrospectif. Nous avons
également sélectionné uniquement les patients chez qui les rebiopsies avaient été
possibles et excluant de fait tous les autres patients ou une rebiopsie solide était
envisagée mais non réalisée ne permettant pas d’apprécier la faisabilité des
rebiopsies. Les techniques de biologie moléculaire n’ont pas été détailléees de méme
que I'apport du NGS dans les rebiopsies récentes. Il existe également de nombreuses
données manquantes dans les population ALK, HER2, BRAF et PIK3CA.
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CONCLUSION

Les rebiopsies ont démontré leur utilité et efficacité a mettre en évidence des
mécanismes de résistance aux thérapies ciblées chez les patients porteurs d’addiction
oncogéniques. Les techniques solides sont limitées par I'état général du patient, la
localisation de la progression ainsi que par leur manque de reproductibilité. L’apport
des biopsies liquides est majeur bien que leur sensibilité soit plus faible aux alentours
de 60%. Leur caractere simple d’utilisation et le fait que I'on puisse réitérer les
prélevements a de faible intervalle sans géne pour le patient les rendent
indispensables.

Tout patient porteur d’'une addiction oncogénique et dont la maladie progresse
sous thérapie ciblée doit pouvoir bénéficier systématiquement d’'une rebiopsie solide

si elle et possible ou dans le cas contraire d’'une biopsie liquide.
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ANNEXES

Annexe 1 : Echelle de Karnofsky

100 - normal, aucunes évidence de maladie

90 - capable d'assurer une activité normale, signes mineurs de maladie

80 - capable exécuter une activité normale mais avec effort ; quelques signes
apparents de la maladie

70 - peut assurer ses soins, mais incapable d'exécuter une activité normale ou
de faire un travail actif

60 - dépendance occasionnelle, exige I'assistance occasionnelle mais est capable
d'assurer la plupart de ses propres besoins

50 - dépendance totale, exige une assistance considérable et un soin médical
fréquent

40 - exige un soin spécial et une assistance, statut de handicap

30 - I'hospitalisation est indiquée, méme si la mort n'est pas pas tout de suite,
handicap sévere

20 - hospitalisation nécessaire, trés malade, traitement positif actif exigé.

10 - le processus fatal progresse rapidement ; moribond
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Annexe 2 : Classification TNM du cancer broncho-pulmonaire

7¢m< édition de la classification TNM (2009) proposée par I'IASLC :
T : tumeur primitive

o]

Tx = tumeur ne pouvant étre évaluée ou étant démontrée par la présence de
cellules malignes dans les expectorations ou un lavage bronchique, sans
visualisation de la tumeur par des examens d’endoscopie ou d’imagerie
TO = pas d’évidence de tumeur primitive
Tis = carcinome in situ
T1 = tumeur de 3cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par
le poumon ou la plévre viscérale, sans évidence bronchoscopique d’invasion
plus proximale que la bronche lobaire (c’est-a-dire pas la bronche souche)
= Tla= tumeur de 2cm ou moins dans sa plus grande dimension
* TIb = tumeur de plus de 2cm sans dépasser 3cm dans sa plus grande
dimension
T2 = tumeur de plus de 3cm sans dépasser 7ecm dans sa plus grande dimension
ou présentant des caractéristiques suivantes :
- atteinte de la bronche souche @ 2cm ou plus de la caréne
- invasion de la plévre viscérale
- présence d'une atélectasie ou d’une pneumopathie obstructive
s'étendant a la région hilaire sans atteindre 1’ensemble du

poumon

* T2a = tumeur de plus de 3cm sans dépasser Scm dans sa plus grande
dimension

* T2b = tumeur de plus de Scm sans dépasser 7cm dans sa plus grande
dimension

T3 = tumeur de plus de 7cm ; ou envahissant directement une des structures
suivantes : paroi thoracique (y compris syndrome de Pancoast-Tobias),
diaphragme, nerf phrénique, plévre médiastinale, péricarde ; ou une tumeur
dans la bronche souche & moins de 2cm de la caréne sans ’envahir ; ou
associée a une atélectasie ou une pneumopathie obstructive du poumon
entier ; ou présence d’un nodule tumoral distinct dans le méme lobe

T4 = tumeur de toute taille envahissant directement une des structures
suivantes : médiastin, cceur, gros vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent,
asophage, corps vertébral, caréne ; ou présence d’un nodule tumoral distinct
dans un autre lobe ipsilatéral

N : ganglions lymphatiques régionaux

O
O
O

Nx = ganglions ne pouvant étre évalués

NO = pas de métastase ganglionnaire lymphatique régional

N1 = métastase dans les ganglions lymphatiques péri-bronchiques, hilaires
et/ou intrapulmonaire du c6té du poumon atteint, y compris par
envahissement direct

N2 = métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux et/ou sous-
carénaires du c6té du poumon atteint

N3 = métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ou hilaires
controlatéraux, scalénes ou sus-claviculaires

M : métastase a distance
o Mx = métastase a distance ne pouvant étre évaluée
o MO = pas de métastase a distance
o M1 = métastase a distance

= MIla = nodule tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur
avec nodules pleuraux ou épanchement pleural malin ou péricardique
= MIb = métastase(s) extrathoracique(s)
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Annexe 3 : stades du cancer-broncho-pulmonaire

7¢me &dition de la classification TNM (2009) proposée par I’IASLC : stades TNM :

Nouvelle
classification NO N1 N2 N3
TNM

Tla IA 1A [ITIA I11B
T1b IA ITIA [ITIA 1B
T2a IB IIA [ITIA 1B
T2b A IIB [ITIA I11B
T3 IIB 1A [ITIA 1B
T4 1A 1A I1IB 1B
Mlaeth v v v v

Source : O. Bylicki, J.-M. Peloni, J.-M. Dot. Classification TNM 2009, la 7°™® édition en
pratique. 2013 ; revue des Maladies Respiratoires.
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