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. INTRODUCTION

A. Les cancers bronchiques non a petites cellules avanceés :
géneéralités

Le cancer bronchique, responsable de 33117 déces en France et 1,8 millions de déces
a travers le monde en 2018, représente la premiére cause de déces par cancer en

France et dans le monde (Figure 1) (1).
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Figure 1 Répartition des cas et des déces des 10 cancers les plus fréquents a travers le monde
chez les hommes et chez les femmes en 2018, GLOBOCAN 2018 (1)

Avec plus de 46000 cas incidents en 2018, il est le 3° cancer le plus fréquent en
France, tous sexes confondus. Il se place au 2e rang des cancers incidents chez
I'hnomme et au 3e rang chez la femme. Alors que le taux d’incidence se stabilise chez
'homme entre 1990 et 2018 (-0,3% par an en moyenne), il augmente en moyenne de
5% par an chez la femme. L’age médian au diagnostic est de 67 ans chez les hommes
et 65 ans chez les femmes (2).

80% des cancers bronchiques sont attribuables au tabac, ce qui en fait de loin le
principal facteur de risque (2). Dans les pays occidentaux, 10 a 15% des cas de
cancers bronchiques sont cependant diagnostiqués chez des patients non-fumeurs.

La part de patients non-fumeurs est plus importante dans les pays asiatiques, entre



32 et 38%, avec une nette majorité de femmes (3). Les autres facteurs de risques de
cancer bronchique sont I'exposition aux métaux lourds, aux radiations ionisantes ou
aux polluants atmosphériques. Certaines pathologies pulmonaires telles que la
bronchopneumopathie chronique obstructive, la fibrose pulmonaire idiopathique ou la
tuberculose sont par ailleurs associées a un surrisque de cancer bronchique (4).

Les cancers bronchiques sont divisés en deux grands types histologiques : le
carcinome bronchique non a petites cellules (CBNPC), qui est le plus fréquent, aussi
bien chez les patients fumeurs que chez les non-fumeurs (85% des cas) et le
carcinome pulmonaire a petites cellules (15% des cas). Au sein des CBNPC, on
distingue principalement 2 sous-types histologiques : les adénocarcinomes, qui sont
majoritaires (40% de 'ensemble des cas de cancers bronchiques) et les carcinomes
épidermoides (25% a 30% des cas). Les autres sous-types histologiques sont les
carcinomes a grandes cellules (10 a 15% des cas) et les carcinomes No Otherwise
Specified (20% des cas) (5).

Bien qu’une diminution du taux de mortalité soit observée sur les derniéres décennies,
le cancer bronchique reste une maladie au pronostic sombre avec un taux de survie a
5 ans de 23% entre 2012 et 2018. Le pronostic est en réalité directement grevé par le
degré d’extension de la maladie au diagnostic puisque le taux de survie a 5 ans est de
61% au stade localisé alors qu’il n’est plus que de 33% au stade régional et de 7% au
stade métastatique. Cependant, du fait de son développement souvent insidieux et de
I'absence de politique publique de dépistage organisée, plus de la moitié des cas de
cancer bronchique est diagnostiquée a un stade métastatique (6). La maladie n’est
dans cette situation plus accessible a un traitement curatif et la prise en charge repose

alors sur un traitement systémique.
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B. Les altérations oncogéniques dans les CBNPC

1. Le concept d’addiction oncogénigue

En 2004, l'identification de mutations activatrices dans le domaine tyrosine kinase du
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) chez un sous-ensemble de
patients atteints d’'un CBNPC qui présentaient des réponses cliniques remarquables
vis-a-vis d’un inhibiteur de la tyrosine kinase (ITK) de I'EGFR, le gefitinib, a ouvert la
voie au développement des thérapies ciblées dans les CBNPC et a entériné le concept
d’addiction aux oncogénes (7).

Bien que les modifications génomiques des cellules cancéreuses soient complexes, il
a été montré que l'inversion d’'une seule de ces anomalies peut, dans certains cas,
inhiber la croissance tumorale. De cette observation est né le concept d’addiction
oncogénique (8). Dans ce modeéle, la cellule cancéreuse est dépendante d’'une seule
voie de signalisation cellulaire, une seule altération moléculaire étant suffisante pour
faire passer la cellule d’'un phénotype normal a un phénotype transformant et la
maintenir dans cet état. Par conséquent, I'inhibition de la voie dérégulée prive la cellule
cancéreuse de son principal signal d’activation mitotique et aboutit a la mort cellulaire.
Seules les mutations qui surviennent sur des génes clés peuvent étre a 'origine d’un
tel processus. Les génes concernés sont des proto-oncogenes qui codent pour des
protéines impliquées dans la transduction du signal entre I'environnement cellulaire et
le noyau (récepteurs transmembranaires et leurs voies de signalisation). Les
altérations génomiques responsables d’'une addiction oncogénique sont appelées
« altérations oncogéniques » ou « drivers oncogéniques » et sont par essence

mutuellement exclusives.
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Le modele d’addiction oncogénique s’oppose au modele de carcinogenése multi-
étapes, caractéristique des CBNPC de type épidermoide, au cours duquel la cellule
normale se transforme progressivement en cancer, au fur et a mesure de
I'accumulation d’anomalies moléculaires, en passant par différentes étapes que sont

la tumeur bénigne, la Iésion précancéreuse et le carcinome in-situ (9).

2. Les différentes altérations oncogéniques dans les CBNPC

A ce jour, ont été identifites comme responsables d'un processus d’addiction
oncogénique, les mutations activatrices des génes EGFR, KRAS, BRAF, MET et
HER2, les réarrangements des génes ALK, ROS1, RET, NTRK et NRG1 ainsi que
I'amplification du géne MET (Figure 2) (10). Au moins 50 % des patients atteints d’un
adénocarcinome bronchique présentent I'une de ces altérations oncogéniques en

France. Leur prévalence s’éléve a plus de 75% chez les patients non-fumeurs (11).

RIT0.2% NRG10.1%
FGFR1/FGFR20.7% NTRK0.1%

HRAS 1.2%
NRAS 1.2%
MAP2K10

ERBB2 amplification 2.7%

MET amplification 2.5%

RET fusion 2.3% KRAS

29.9%
ROS1 fusion 1.9%

ALK fusion 4.4%

KRAS G12C
39%

MET splice 3.0%

ERBB2 3.8%

NF1 truncation 1.9%

Figure 2 Distribution des altérations oncogéniques dans les adénocarcinomes bronchiques
avancés (données obtenues a partir d’'une cohorte de 860 patients pris en charge au
Memorial Sloan Kettering Cancer Center, Etat-Unis et a partir de 4402 échantillons
référés au Fundation Medicine, Etats Unis), d’aprés Addeo et al. (12), a partir de
Skoulidis et al.(13)
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a. Les mutations de 'EGFR

En France, les mutations activatrices de 'EGFR sont retrouvées chez 12% des
patients atteints d’'un adénocarcinome bronchique. Elles sont plus fréquentes chez les
femmes (21%) et chez les non-fumeurs (44%) (11). Leur prévalence est nettement
plus importante dans les populations asiatiques, et qui plus est chez les femmes et les
non-fumeurs, chez qui elles représentent plus de la moitié des adénocarcinomes quel
que soit le sexe ou le statut tabagique (14,15).

Le récepteur EGFR, également appelé HER1 ou ErbB1, est un récepteur
transmembranaire tyrosine-kinase appartenant a la famille des récepteurs HER
(human epidermal growth factor receptor) ou ErbB qui comprend également
HER2/Eerb2, HER3/ErbB3 et HER4/ErbB4. A I'état physiologique, le récepteur EGFR
est exprimé de fagon ubiquitaire et particulierement par les cellules épithéliales. Son
activité est régulée, dans les conditions homéostatiques, par des ligands spécifiques
de la famille du facteur de croissance EGF. La liaison d’EGFR avec un de ses ligands
entraine une homodimérisation ou une hétérodimérisation du récepteur puis
I'activation des voies de signalisation PI3k (phosphatidylinositol-3 kinase) — Akt —
mTOR (mammalian target of rapamycin), RAS — RAF — MEK — ERK dite voie des
MAPkinases (mitogen-activated protein kinases) et Jak (janus kinase) — Stat (signal
transducer and activator of transcription) lesquelles favorisent la survie, la prolifération,
la migration ainsi que la différenciation cellulaire (Figure 3). Le récepteur EGFR joue
ainsi un réle clé dans le développement et le maintien de 'homéostasie épithéliale
(16).

Dans les années 90, des mutations de I'EGFR responsables d'une activation
constitutive du récepteur ont été mises en évidence au sein de CBNPC. Ces altérations

induisent, indépendamment de la liaison du récepteur avec son ligand, une activation
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des voies de signalisation sous-jacentes qui entraine un signal excessif et incontrolé
de survie et de prolifération cellulaire et aboutit a la transformation cancéreuse de la
cellule et au développement tumoral. Ces mutations intéressent les exons 18 a 21 qui
codent pour le domaine tyrosine kinase d’EGFR. Deux de ces altérations représentent
90 % de 'ensemble des mutations d’EGFR retrouvées dans les CBNPC : les délétions
dans I'exon 19 et la substitution L858R dans I'exon 21. D’autres altérations plus rares
peuvent étre retrouvées : les mutations dans I'exon 18 comme la substitution G719X,
les mutations dans I'exon 20 telle que la substitution T790M, les mutations dans I'exon

21 et notamment la substitution L861Q et les insertions dans I'exon 20 (16).

Multiple ligands:
NRG1-NRG4, BTC,
HB-EGF or EREG

Multiple ligands: EGF,
HB-EGF, BTC, TGFa,
AREG, EPGN or EREG
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Figure 3  Voies de transduction du récepteur de 'EGFR, d’aprés Kumagai et al. (17)

EGF = Epidermal growth factor; TGF-o. = Transforming growth factor-a; AREG = Amphiregulin; EPGN = Epigen; EREG = Epiregulin;
HB-EGF = Heparin-binding EGF-like growth factor; BTC = Betacellulin; TSC2 = Tuberous sclerosis complex-2; RHEB = RAS homolog
enriched in brain; S6K = protein S6 kinase; 4E-BP1 = Eukaryotic translation initiation; NCK1 = NCK adaptor protein 1; PAK = p21-
activated kinase; JNK = c-Jun N-terminal kinase; PLCy = phospholipase Cy; PKC = protein kinase C; AP1 = Activator protein 1)
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b. Les mutations dHER2

Les mutations activatrices d’HERZ2, principalement représentées par les insertions
dans I'exon 20, sont retrouvées approximativement chez 2% des patients atteints
d’adénocarcinome bronchique et ce préférentiellement chez les femmes et les non-
fumeurs (18).

Le récepteur HER2 ou ErbB2 appartient a la famille des récepteurs HER comme
EGFR. A ce jour, aucun ligand n’a été identifié pour 'homodimére d’'HER2 et sa
fonction est considérée comme liée a des hétérodimérisations avec les autres

récepteurs de la famille HER (18).

c. Les réarrangements de ALK

Les réarrangements ALK (anaplastic Lymphoma Kinase) sont identifiés chez 5% des
patients atteints d’'un adénocarcinome bronchique en France et sont plus frequemment
rencontrés chez les patients jeunes et non-fumeurs (11,19).

Le récepteur ALK est un récepteur transmembranaire tyrosine-kinase qui est exprimé
de facon transitoire par les cellules neuronales au cours du développement
embryonnaire, durant lequel il joue un rdéle dans le développement du systeme
nerveux.

Les réarrangements impliquant ALK résultent d’'une translocation entre le géne ALK et
le géne EML4 (echinoderm microtubule-associated protein like 4) au sein du
chromosome 2. La fusion de la région codant pour la tyrosine-kinase ALK avec le géne
EML4 est responsable d'une activité tyrosine kinase permanente et indépendante de
toute fixation a un ligand entrainant un signal incontr6lé de prolifération cellulaire.

D’autres partenaires de fusion qu’EML4 ont aussi été rapportés (19).
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d. Les réarrangements de ROS1 et RET

Les fusions impliquant ROS1 (ROS Proto-Oncogene 1) sont retrouvées chez 1% des
cas environ et sont associées au jeune age et au statut non-fumeur. Le récepteur
ROS1 est un récepteur transmembranaire tyrosine-kinase dont la structure est proche
de celle de ALK et dont la fonction reste méconnue. Plusieurs partenaires de fusion
ont été identifiés, le plus fréquent étant CD74.

Les fusions de RET (Ret proto-oncogene) ont été découvertes plus récemment, en
2012, et sont détectées dans environ 1% des cas. Elles sont également associées au
statut non-fumeur (20) . Le géne RET code pour un récepteur tyrosine kinase qui joue
un réle dans l'organogénése rénale et le développement du systéme nerveux
entérique. Le partenaire de fusion le plus fréquent est KIF5B (kinesin family member
5B).

D’autres fusions chromosomiques plus rares (< 1 % des cas) ont été décrites par la
suite a savoir les fusions de NTRK (neurotrophic tyrosine receptor kinase) et de NRG1

(neuregulin 1) (13).

e. Les mutations de BRAF

Les mutations activatrices de BRAF (B-Raf proto-oncogene) sont retrouvées dans 2 a
3% des adénocarcinomes bronchiques tandis qu’elles sont observées chez environ
50% des patients atteints de mélanome (21).

BRAF est une sérine/thréonine kinase située en aval de RAS dans la voie de
signalisation des MAPkinases. Dans plus de la moitié des cas, il s’agit d'une mutation
V600E qui altére le domaine d’activation de la protéine et augmente son activité

kinase. Les mutations BRAF VG00E sont plus frequemment observées chez les
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femmes et chez les non-fumeurs tandis que les mutations non-VG600E sont

habituellement retrouvées chez les patients fumeurs ou anciens fumeurs (22).

f. Les altérations de MET

Le récepteur tyrosine-kinase MET (MET proto-Oncogene), dont le ligand est le facteur
de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor, HGF), est exprimé
physiologiquement par la quasi-totalité des tissus de I'organisme. La voie MET/HGF
met en jeu les voies de signalisation Pl3kinase-Akt-mTOR et MAPkinases, joue un réle
essentiel au cours du développement embryonnaire puis participe au remodelage et a
la régénération des tissus (23). Dans les cancers bronchiques, cette voie peut étre
dérégulée du fait d’'une mutation sur le géne MET, d’'une amplification génomique ou
d’'une surexpression protéique.

Les mutations de MET se distinguent des autres mutations génomiques retrouvées
dans les CBNPC par le fait qu’elles intéressent les sites d’épissage de I'exon c’est-a-
dire les introns et non pas le domaine kinase du récepteur. Elles sont responsables
d’'un saut de I'exon 14 lors de la transcription ce qui aboutit a une perte du domaine
juxta-membranaire, site de liaison de l'ubiquitine-ligase E3. Il en résulte une diminution
de l'ubiquitination et donc de la dégradation du récepteur MET. Ces mutations sont
retrouvées chez 3% des patients atteints d’adénocarcinome bronchique environ. Par
rapport aux altérations oncogéniques décrites précédemment, elles surviennent
habituellement chez des patients agés, fumeurs ou non-fumeurs (23).

Les amplifications du gene MET se comportent également comme des drivers
oncogéniques. Elles sont en outre décrites comme I'un des principaux mécanismes de

résistance aux anti-EGFR (24). En fonction de la technique utilisée et des seuils de
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positivité retenus la prévalence de I'amplification de MET peut varier de moins de
moins de 1% a 5% (23).

La surexpression de MET est de loin la plus fréquente des anomalies de la voie
MET/HGEF. Différents mécanismes peuvent concourir a la surexpression de MET : les
mutations des sites d’épissage de I'exon 14 de MET et I'amplification du géne MET
décrites ci-dessus mais aussi une dérégulation de la transcription du fait d’'une
inactivation de p53 ou une activation de la transcription en réponse a I'hypoxie (25—
28). L'expression de MET est aujourd’hui communément évaluée a I'aide d’'un score
immunohistochimique allant de 0 a 3+. Avec un seuil de positivité de 2+ (> 50% de
cellules marquées au moins modérément) , la prévalence de la surexpression de MET
au sein des CBNPC est estimée a 40-50% (29). Dans les CBNPC comme dans
d’autres cancers, il a été montré que la surexpression de MET est associée a un
pronostic défavorable (30,31). Cependant, l'association entre surexpression et
phosphorylation des résidus tyrosines du récepteur, témoin de son activation, reste
controversée (32). Par ailleurs, il n’a pas été objectivé de bénéfice a I'utilisation des
inhibiteurs de MET au cours de deux essais cliniques menés chez des patients
présentant un CBNPC avec surexpression de MET > 2+ (33,34). La surexpression de
la protéine MET ne permet ainsi pas a elle seule de sélectionner les tumeurs

dépendantes de la voie MET/HGF.

g. Les mutations de KRAS

Le gene KRAS (kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) est 'oncogéne le plus
frequemment muté chez 'homme (35). En France, les mutations de KRAS sont
retrouvées chez prés d’un patient atteint d’adénocarcinome bronchique sur 3 (11). |l

s’agit de mutations ponctuelles au niveau des codons 12 ou 13. La mutation G12C,
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qui correspond a la substitution d’'une glycine pour une cystéine au niveau du codon
12, représente a elle seule prées de la moitié des mutations KRAS dans les
adénocarcinomes bronchiques. Si les mutations KRAS sont trés largement associées
au tabagisme, 5 a 15% des patients non-fumeurs présentent néanmoins une mutation
de KRAS. Le spectre des mutations KRAS est différent chez les patients non-fumeurs
avec une prédominance de mutation G12D (36).

KRAS est une protéine cytosolique GTPase qui fait partie des voies de signalisation
des MAPkinases. Elle relaie les signaux en provenance de divers récepteurs tyrosines
kinases, dont EGFR, au travers d’échanges GDP/GTP, sa forme active étant celle liée
a la GTP et sa forme inactive celle liée a la GDP. Les mutations de KRAS inhibent
I'activité GTPase de la protéine, ce qui entraine son activation de maniere constitutive

et déclenche des signaux de prolifération et de survie cellulaires aberrants (36).

3. Les techniques de détection des anomalies moléculaires

Au diagnostic d'un CBNPC avancé non-épidermoide, une recherche de mutations de
'EGFR, de réarrangement ALK et de réarrangement ROS1 doit au minimum étre
effectuée afin de guider la 1° ligne de traitement. A progression au plus tard, il est
recommandé de disposer d’une recherche d’anomalie moléculaire plus large incluant
la recherche de mutations KRAS, BRAF, HER2 et MET ainsi que la recherche de
réarrangements RET, NTKR et NRG1, ces anomalies moléculaires étant accessible a
une thérapie ciblée en 2° ligne ou plus dans le cadre d’AMM, d’autorisations d’acces
précoce ou compassionnel ou d’essais cliniques, voire plus précocement dans le cadre
d’essais cliniques (37).

L’identification de ces altérations moléculaires nécessite la mise en ceuvre de plusieurs

techniques parmi 'immunohistochimie (IHC), I'hybridation in situ fluorescente (FISH),
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le séquencage ciblé de certains génes a la recherche de mutations « hot spots » ou le
séquencage d’'un panel plus large de génes, voire de 'ARN messager, par Next
Generation Sequencing (NGS).

La recherche de la protéine de fusion ALK par IHC, sans confirmation par FISH, peut
suffire a valider une prise en charge par TKI anti-ALK. En revanche, la recherche de
réarrangement ROS1 par IHC doit systématiquement étre confirmée par FISH ou NGS
en raison de sa faible spécificité. L'IHC peut également permettre de sélectionner les
patients présentant une surexpression de MET avant de rechercher une amplification
de MET par FISH.

La recherche des mutations EGFR, KRAS, BRAF, HERZ2 et MET et l'identification des
fusions RET, NTKR et NRG1 requierent respectivement un séquencage de I'’'ADN et
de 'ARN tumoral. En pratique, d’autres génes d’intérét sont intégrés aux panels NGS
tels les génes suppresseurs de tumeurs TP53 ou STK11. Ces analyses moléculaires
peuvent étre réalisées sur diverses prelévements tissulaires ou cytologiques, sous
réserve que le matériel tumoral soit suffisamment préservé et riche. En cas
d’'impossibilité d’obtenir un prélevement tumoral, une recherche mutationnelle sur ADN
tumoral circulant peut étre réalisée au moyen d’'un prélévement sanguin (biopsie
liquide) avec une spécificité de I'ordre de 70-80% (37,38).

En ce qui concerne la recherche d’amplifications de MET, deux marqueurs de
quantification par FISH peuvent étre utilisés : le nombre de copies du géne MET et/ou
le ratio entre le géne MET et la portion centromérique du chromosome 7 (CEP7) qui
permet de distinguer une amplification vraie d’'une polysomie. S’il persiste encore des
incertitudes concernant les seuils de détection, seule une amplification de MET élevée
avec un ratio MET/CEP7 = 4-5 ou un nombre de copie de géne = 10 serait prédictif

d’une addiction oncogénique (39—41).
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C. Les traitements systémiques des CBNPC non-
épidermoides avanceés

1. Les chimiothérapies cytotoxiques et le bevacizumab

Les chimiothérapies cytotoxiques ont longtemps été les seules molécules disponibles
pour la prise en charge des CBNPC avanceés. La chimiothérapie standard des CBNPC
non-épidermoides avanceés est un doublet associant un sel de platine (carboplatine ou
cisplatine) et une chimiothérapie de 3° génération (pemetrexed, paclitaxel, docetaxel,
vinorelbine ou gemcitabine) pour une durée de 4 a 6 cycles. Toutes ces combinaisons
conferent un bénéfice en survie modeste avec survie globale médiane (SGm) de
l'ordre de 8 a 12 mois (42,43). Aprés les 4 premiers cycles, la réalisation d’'une
chimiothérapie de maintenance par pemetrexed conféere un gain de SG
supplémentaire d’environ 3 mois (SGm de 13,9 mois versus 11 mois ; HR 0,78 [IC
95% 0,64-0,96] (44).

En 2006, il a été montré que I'adjonction du bevacizumab, un anticorps monoclonal
anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), a une chimiothérapie a base de
carboplatine — paclitaxel chez des patients sélectionnés apporte un bénéfice
statistiquement significatif, bien que modeste, en SG (SGm de 12,3 mois versus 10,3
mois ; HR 0,79 [0,67-0,92] (45).

Au cours des derniéres décennies, des avancées majeures dans la compression des
mécanismes physiopathologiques du processus de cancérisation ont abouti au
développement de nouvelles thérapies qui ont transformé la prise en charge des
cancers bronchiques : les thérapies ciblées et les inhibiteurs de check-points

immunitaires (ICl).
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2. Les thérapies ciblées

a. Les thérapies ciblées disponibles dés la 1™ ligne

L’osimertinib constitue aujourd’hui le traitement de premiére ligne des CBNPC
avancés avec une délétion dans I'exon 19 ou une mutation L858R dans I'exon 21, sur
la base des résultats de I'essai clinique Flaura. Cet essai de phase Ill a démontré la
supériorité de I'osimertinib par rapport aux thérapies ciblées de 1°® génération
(gefitinib et erlotinib) aussi bien en termes de survie sans progression (SSP) (SSPm
de 18,9 mois versus 10,2 mois ; HR 0,46 [IC 95% 0,37-0,57]) que de SG (SGm de
38,6 mois versus 31,8 mois ; HR 0,80 [IC 95% 0,64-0,96] (46).

Les thérapies ciblées, en permettant I'obtention de réponses antitumorales prolongées
avec un profil de toxicité favorable, ont fondamentalement transformé la prise charge
des patients atteints de CBNPC avec mutation de 'EGFR. Toutefois, la progression
sous traitement reste inéluctable. Les mécanismes a l'origine d'une résistance
secondaire aux ITK peuvent étre classés en 3 catégories : mutation de la cible,
activation d’'une autre voie de signalisation et transformation histologique. La survenue
d’'une mutation T790M dans I'exon 20 de 'EGFR a été identifiée comme responsable
d’au moins 50% des cas de résistance acquise aux ITK de 1°® et 2ém® génération.
L’identification de cette mutation a conduit au développement de I'osimertinib, ITK de
3¢ génération, capable de la surmonter (47). Néanmoins, on voit apparaitre d’autres
mutations de résistance de 'EGFR chez les patients traités par osimertinib (48).
L’activation d’autres voies de signalisation, parmi lesquelles les amplifications de MET
et HER2, constitue un autre mécanisme de résistance aux ITK anti-EGFR. Enfin, une
transformation histologique en carcinome a petites cellules est décrite chez 2 a 14%

des patients présentant une résistance acquise aux ITK anti-EGFR (47).
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Les insertions dans I'exon 20 de 'EGFR ne sont classiquement pas sensibles aux ITK
anti-EGFR habituels. Aujourd’hui, plusieurs molécules (mobicertinib, poziotinib,
amivantamab) sont disponibles en cas de mutation de I'exon 20 a partir de la 2° ligne
dans le cadre d’un accés précoce ou compassionnel (10).

Fort du développement des TKI anti-EGFR, les premiers résultats d’efficacité des
thérapies ciblées anti-ALK ont été publiés en 2010, seulement 3 ans aprés
I'identification des réarrangements ALK (49). Aujourd’hui, I'alectinib, ITK anti-ALK de
2° génération, constitue le traitement de 1° ligne des CBNPC de stade IV avec
réarrangement ALK. La supériorité de I'alectinib par rapport au crizotinib sur la SSP et
la SG a été démontrée au travers de I'essai clinique de phase Il Alex (SSPm de 34,8
versus 10,9 mois ; HR 0,43 [IC 95% 0,32-0,58] et mSG NR versus 57,4 mois ; HR 0,67
95 [IC 95% 0,46-0,98]) (50). De maniere similaire a EGFR, des mécanismes de
résistance « on-target » ou « off-target » conduisent, a terme, a une perte d’efficacité
des ITK anti-ALK.

En cas de réarrangement ROS1, le traitement de 1° ligne repose sur le crizotinib qui
est la seule thérapie ciblée a disposer d'une AMM dans cette indication en France.
Néanmoins, I'efficacité du crizotinib dans le contexte de réarrangement ROS1 n’ayant
été évaluée qu’au travers d’études non comparatives, la HAS n’a émis un avis

favorable pour son remboursement qu’a partir de la 2° ligne de traitement.

b. Les thérapies ciblées disponibles a partir de la 2° lighe

Les thérapies ciblées actuellement disponibles a partir de 2¢ ligne pour la prise en
charge des patients avec altérations oncogéniques sont regroupées dans le tableau

ci-dessous (Tableau 1).
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Tableau 1 : Thérapies ciblées disponibles a partir de la 2° ligne
Altérations . L Lo . SSPm, mois SGm, mois TRO, . I
moléculaires Thérapie ciblée Essai clinique Ligne (IC 95%) (IC 95%) o Disponibilité
. Codebreak 100, phase I, . ¥ AMM (01.2022),
KRAS G12C  Sotorasib Skoulidis etal., 2021 (51) ~ >2 ~ 68(5182) 125 (10.0-NE) 87%  (emboursement (07.2022)
L1 10,8 (7,0-14,5) 18,2 (14,3-28,6) 64% /
Dabrafenib — NCT1336634, phase I,
BRAF VBO0E 4 - metinib Planchard et al,, 2022(52) AVIM (03.2017)
>12 10,2 (6,9-16,7) 17,3 (12,3-40,2) 68% remboursement (01.2020)
o Vision, phase II, AMM (02.2022),
Teponitib Paik et al., 2020 (53) > 11 8,5(6,7-11,0) 17,1 (12,0-26,8) 48% NoN remboursé:
MET exon 14 L1 12,0 (5,5-16,9) 68% /
. Geometry phase II,
Capmatinib
Wolf et al., 2020 (41)
AMM (06.2022),
212 48(4,1-7,75) 41% non remboursé
L1 NR 85% /
. Libretto 001, phase I/,
Salpercatinib Drilon et al., 2020 (54) AVIM (022021
> 12 16,5 (13,7-NE) 64% : ;
remboursement (06.2021)
Fusion RET
L1 9.1 NR 19% AMM (11.2021)
(6,1-13,0)
Praseltinib A".OW’ phase I/,
Gainor et al. 2021 (55) 171
>L2 (8,3-22,1) NR 54% Remboursement (04.2022)
Larotrectinib Analyse de 3 essais
(toutes tumeurs  basket de phase I/l, >L2 (2282'31 . 44,4 (36,5-NE) 79 ':x]""reﬁ%gl?:s?*
. solides) Hong et al., 2020 (56) ’
Fusion NTRK — -
Entrectinib Analyse de 3 essais 10 AMM (06.2021)
(toutes tumeurs basket de phase I/Il, >L2 ® ’0_14 9) 21,0 (14,9-NE) 57 non remblourséq
solides) Doebele et al., 2020 (57) ’ !

La prise en charge des patients avec des mutations KRAS non-G12C et BRAF non-
V600E ne difféere pas de ceux sans addiction oncogénique.

Vingt-cing patients avec amplification de MET > 6 copies de génes (GCN) ont été
traités par crizotinib dans la cohorte ACSé avec des résultats décevants (taux de
réponse objective de 16% et SSPm de 3,2 mois [IC 95% 1,9-3,7]) (58). Dans l'essai
de phase Il Geometry, I'inclusion des patients avec amplification de MET < 10 GCN a
été suspendue pour futilité. Parmi les 69 patients traités par capmatinib en 2¢ ligne ou
plus qui présentaient une amplification de MET > 10 GCN , la SPP médiane était de
4,14 mois (2,79-5,52) et le taux de réponse objectif de 19% (41).

A ce jour, seule la participation a un essai clinique permet aux patients porteurs d’'une
mutation HER2 de bénéficier d’'un traitement par thérapie ciblée. L’essai de phase Il
Destiny-lung 01 évaluant l'efficacité du trastuzumab — deruxtecan a montré des
résultats particulierement intéressants chez 91 patients prétraités avec une SSP

médiane de 8,2 mois (IC 95% 6,0-11,9) et SG médiane de 17,8 mois (13,8-22,1).
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3. Les inhibiteurs de point de controles immunitaires

A partir de 2015, l'arrivée des immunothérapies anti-check-points immunitaires anti-
PD1 (pembrolizumab, nivolumab) et anti-PDL1 (atezolizumab, durvalumab) a de
nouveau révolutionné la prise en charge des CBNPC en permettant I'obtention de
réponses prolongeées pour un profil de tolérance tres favorable.

L’immunothérapie constitue un changement de paradigme majeur puisque le
traitement ne cible plus directement les cellules tumorales mais vise a restaurer une
réponse immunitaire antitumorale efficace. Il est en effet maintenant bien établi que
I'échappement des cellules tumorales au systéme immunitaire est une condition
nécessaire au développement des cancers (théorie de 'immunoédition : élimination —

équilibre — échappement). Plusieurs mécanismes d’échappement ont été décrits :

La sélection de variants tumoraux résistants a I'action antitumorale du systéme
immunitaire (perte des molécules impliquées dans la présentation de I'antigéne,
résistance a la lyse tumorale),

- Le recrutement de cellules immunosuppressives au sein du microenvironnement
tumoral (lymphocytes T régulateurs, macrophages de type M2, cellules myéloides
suppressives),

- La sécrétion de cytokines immunosuppressives telles que 'lL-10 ou TGF-,

- L’expression de molécules inhibitrices vis-a-vis des lymphocytes T correspondant
a des ligands des récepteurs points de contréle du systéme immunitaire (CTLA4,
PD1, TIM3, LAG3, TIGIT).

Les récepteurs de check-points immunitaires, dont fait partie le récepteur programmed

death 1 (PD1), sont des récepteurs exprimés a la surface des lymphocytes qui jouent

un réle physiologique en modulant I'activation des effecteurs lymphocytaires par

rétrocontréle négatif enfin d’éviter 'emballement du systéme immunitaire au cours
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d’une réponse inflammatoire et de prévenir les phénoménes d’auto-immunité (Figure
4) (59). Le récepteur PD1 est une immunoglobuline de la famille des B7-CD28. |l est
exprimé a la surface des lymphocytes aprés 'engagement du TCR au contact de la
cellule tumorale. Sa liaison avec I'un de ses ligands, PDL1 ou PDL2, met en jeu la
phosphatase inhibitrice SHP2 qui bloque les voies d’activation lymphocytaire Pi3k-
AKT-mTOR et MAPkinases, ce qui entraine I'inhibition de la capacité de prolifération
et des fonctions effectrices des lymphocytes T (59).

Le programmed death ligand 1 (PDL1), codé par le géne CD274, est le principal ligand
du récepteur PD1. Il s’agit d’'une protéine transmembranaire qui est exprimé a I'état
physiologique par les lymphocytes mais aussi par d’autres cellules immunitaires ou
non-immunitaires. Les cellules tumorales ou du stroma tumoral peuvent également

exprimer le PDL1 et mettre de ce fait en jeu 'axe PD1/PDL1 (Figure 4) (59).
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Figure 4 Axe PD1-PDL1 (A) et interactions avec la cellule tumorale (B), d’aprés Sharpe et al. (60)

APC = Antigen-presenting cell; TCR = T-cell receptor; SHP2 = Src homology-2 domain-containing protein tyrosine phosphatase-2;
BTAF = Basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like; LCK = Lymphocyte-Specific Protein tyrosine Kinase; ZAP70 = Zeta-
associated protein 70; PKC6 = protein kinase C0; AP1 = Activator protein 1; NFAT = Nuclear factor of activated T cells; RGMB = RGM
domain family member B; ITIM = Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif; ITSM = immunoreceptor tyrosine-based switch motif
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Plusieurs facteurs constitutifs ou adaptatifs stimulent 'expression de PDL1 dans les

CBNPC tels que :

- Les mutations activatrices du géne KRAS au travers des voies de signalisation
Pi3k-AKT-mTOR et JAK-STAT,

- Les mutations inactivatrices de PTEN qui entrainent une dérégulation de la voie
Pi3k-AKT-mTOR,

- Les mutations inactivatrices de TP53, BRCA ou ATM qui entrainent une
accumulation de dommages de ’ADN et par ce biais une stimulation de STING
(stimulator of interferon genes) et de IRF3 (interferon regulatory factor 3) qui
activent CD274,

- Les amplifications du gene CD274,

- Les cytokines pro-inflammatoires tels que I'lFN-y a travers l'interaction de I'IRF1
(interferon regulatory factor 1) avec le promoteur de CD274

- Les facteurs de croissance comme le TGF- via la déméthylation du promoteur de
CD274 ou I'activation de NF-kB

- L’hypoxémie au sein du microenvironnement tumoral par le biais du facteur induit
par 'hypoxemie HIFa,

- La chimiothérapie ou la radiothérapie du fait d’'une augmentation des dommages
de 'ADN (61).

A l'inverse, les mutations inactivatrices de STK11 (serine/threonine kinase 11) et les

cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 inhibent I'expression de PDL1.

Le taux d’expression de PDL1 par les cellules tumorales, qui est évalué par

immunohistochimie, est utilisé en routine pour guider les décisions thérapeutiques.
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Au travers des essais cliniques Checkmate 017 (CBNPC épidermoides) et Checkmate
057 (CBNPC non-épidermoides), le nivolumab est le premier des ICl a avoir démontré
son efficacité chez des patients atteints de CBNPC. Ces deux essais, comparant le
nivolumab au docetaxel chez des patients atteints de CBNPC en 2¢ ligne de traitement,
quel que soit le taux d’expression de PDL1, ont montré une amélioration de SG de 3
mois dans le bras nivolumab (SGm de 9,2 mois versus 6 mois ; HR 0,62 [IC 95% 0,48-
0,79] pour les patients atteints d'un CBNPC épidermoide et SGm de 12,2 mois versus
9,5 mois ; HR 0,70 [0,58-0,83] pour les CBNPC non-épidermoides).

Sur la base de ces données, le nivolumab est indiqué depuis 2015 dans les CBNPC
de type épidermoide et depuis 2016 dans les CBNPC non-épidermoides, aprés une
chimiothérapie premiére et quel que soit le taux de PDL1 (10).

Les données poolées actualisées a 5 ans des essais CheckMate 017 et 057 ont montré
qu’une sous-population de patients tirent un bénéfice prolongé de I'immunothérapie

qui se traduit par un plateau de la courbe de survie de Kaplan-Meier (Figure 5) (62).

Nivolumab  Docetaxel
(n=427) (n = 427)
Nivolumab Docetaxel
(n = 427) (n=427) 80 4

Median PFS, mo 25 35
(95% CI) (22t03.5) (3.1t04.2)

Median OS, mo 1m1 81
{95% CIn 9.21013.1) (7.2109.2)

b o HR (95% CI) 0.68 (059 10 0.78)

HR (95% CI) 0.79 (0.68 to 0.92)

B
PFS (%)

1years
19.7% 2 years

6% 194e 3years 4years 5years
19

102% 9.1% 8.0%
0.5% 0% 0% Nivolumab

135% 3years

Docetaxel

0 6 12 18 2 30 6 42 a8 54 60 6 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Months Months

No. of patients at risk No. of patients at risk
Nivolumab 427 280 205 150 13 84 70 64 55 54 50 30 6 Nivolumab 427 129 71 56 45 33 29 28 25 22 21 10 2 0
Docetaxel 427 264 145 84 57 a5 3 26 19 12 9 4 0 Docetaxel 427115 30 8 4 3 1 0 0 0 0 0 0 0

Figure 5 Courbes de survie globale (A) et de survie sans progression (B) de Kaplan-Meier a partir
des données poolées actualisées a 5 ans des essais cliniques Checkmate 017 et 057 (62)

L’efficacité de I'immunothérapie en 2° ligne de traitement a été confirmée avec
I'atezolizumab et le pembrolizumab qui disposent également d'une AMM dans cette
indication (quel que soit le PDL1 pour l'atezolizumab et si PDL1 = 1% pour le

pembrolizumab) (10).
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L’essai clinique Keynote 024 a par la suite démontré I'efficacité du pembrolizumab par
rapport a la chimiothérapie chez des patients non préalablement traités et présentant
une expression de PDL1 = 50% (SGm de 26,3 mois versus 13,4 mois ; HR 0,62 IC
95% [0,48-0,81] et SSPm de 7,7 mois versus 5,5 mois ; HR 0,50 [0,39-0,65]) (63)

Sur la base de ces résultats, le pembrolizumab a obtenu en 2017 une AMM en
monothérapie dans le traitement de 1°¢ ligne des patients atteints d’'un CBNPC
métastatique dont les tumeurs expriment PDL1 = 50 %, sans mutation EGFR ou

réarrangement ALK.

0S (%)
PFS (%)

0 6 12 18 24 30 36 4 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
Time (months) Time (months)

Figure 6 Courbes de survie globale (A) et de survie sans progression (B) de Kaplan-Meier a partir
des données actualisées a 5 ans de I'essai clinique Keynote 024 (63)

Le bénéfice en SG du pembrolizumab chez les patients exprimant le PDL1 = 50% a
été confirmé par I'essai clinique Keynote 042 qui comparait le pembrolizumab a la
chimiothérapie dans une population élargie de patients avec un taux d’expression de
PDL1 = 1%. En revanche, chez les patients avec un taux de PDL1 compris entre 1 et
49%, la SG était comparable dans le groupe pembrolizumab et dans le groupe
chimiothérapie (SGm de 13,4 mois versus 12,1 mois ; HR 0,92 [95% IC 0,77-1,11]).
Par ailleurs, contrairement a I'essai Keynote 024, la SSP et le taux réponse étaient
similaires dans les deux bras de traitement chez les patients exprimant fortement le
PDL1 = 50 % (64). L’absence de corrélation entre bénéfice en SG et bénéfice en SSP

sous ICl est maintenant bien décrite et s’explique d’'une part par la survenue d’une
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pseudo-progression chez certains patients (5-10% environ) et d’autre part par la
possibilité d’'un maintien d’'un bénéfice clinique méme en cas de progression
morphologique confirmée (65,66).

Si 'immunothérapie laisse entrevoir la possibilité d’'un contréle de la maladie a long
terme, l'efficacité des ICI est en réalité hétérogéne. En outre, 'immunothérapie peut
étre délétére pour une sous-population de patients atteints de CBNPC non-
épidermoide avec une proportion de déces supérieure dans les 3 premiers mois de
traitement en comparaison a la chimiothérapie qui se traduit par un croisement des
courbes de survie de Kaplan-Meier. Ce phénoméne peut s’expliquer par 'absence
d’efficacité de 'immunothérapie et/ou par la survenue d’'une hyper-progression chez
certains patients (62,67). A l'inverse, un sous-groupe de patients, appelés longs-
répondeurs, tirent un bénéfice prolongé des ICI. Les résultats actualisés des différents
essais princeps montrent que la proportion de patients prétraités vivants a 5 ans est
de 'ordre de 13 a 16% (62,68).

La mise en évidence de ces profils de réponses discordants vis-a-vis des ICl a amené
a la recherche de biomarqueurs prédictifs de réponse permettant de sélectionner les

patients susceptibles de répondre aux anti-PD(L)1.

D. Les facteurs histo-moléculaires prédictifs de réponse a
'immunothérapie

1. L’expression de PDL1

Le taux d’expression de PDL1 par les cellules tumorales constitue le biomarqueur de
réponse aux anti-PD(L)1 le plus établi. De nombreuses études cliniques ont en effet

rapporté une corrélation entre I'expression de PDL1 et la réponse aux ICI (63, 69-71).
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Cependant, le taux d’expression de PDL1 est aussi un biomarqueur imparfait pour
plusieurs raisons.

L’expression de PDL1 est hétérogéne dans I'espace, que ce soit au sein méme de la
tumeur ou entre la lésion primaire et les Iésions secondaires (71). Elle est également
variable dans le temps et influencée par les traitements anti-cancéreux (72).

Par ailleurs, le PDL1 n’est pas uniquement exprimé par les cellules tumorales mais
aussi par les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral. Le taux
d’expression de PDL1 par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur a été évalué
dans les essais POPLAR et OAK. Dans ces deux essais, respectivement de phase Il
et I, les patients qui présentaient expression forte de PDL1 (= 50%) par la tumeur ou
par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur (= 10 %) tiraient un bénéfice supérieur
de I'atezolizumab en comparaison au docetaxel (65,73).

En outre, I'expression de PDL1 est imparfaitement corrélée a la réponse aux ICI. Dans
I'essai clinique Keynote 024, plus d’un tiers des patients traités par pembrolizumab ont
présenté une progression de leur maladie ou sont décédés a 6 mois (74). A l'inverse,
les patients qui n’expriment pas le PDL1 peuvent tirer un bénéfice prolongé des ICI.
C’est notamment ce qu’ont montré les essais Checkmate 017 et 057 avec des taux de
SG de 24% a 2 ans et de 8% a 5 ans chez les patients n’exprimant pas le PDL1 (62).
Les essais POPLAR et OAK ont montré des résultats similaires chez les patients
présentant un taux d’expression de PDL1 par la tumeur et par les cellules immunitaires
infiltrant la tumeur < 1% (taux de SG a 4 ans de 14 et 15%) (75).

Enfin, d'autres voies immunitaires inhibitrices peuvent affecter la réponse au traitement

par les ICI, notamment TIM3, LAG3 et VISTA (59).
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D’autres biomarqueurs de réponses comme la charge mutationnelle tumorale ou
l'infiltrat en lymphocyte CD8+ au sein du microenvironnement tumoral ont ainsi été

étudies.

2. La charge mutationnelle tumorale

La charge mutationnelle tumorale (tumor mutationel burden, TMB), exprimée en
nombre de mutations par mégabase d’ADN, est définie comme la densité de mutations
au sein des séquences codantes du génome tumoral. Il a été montré qu’elle constitue
un marqueur preédictif de réponse aux ICI dans différents cancers, y compris dans les
CBNPC (70,76).

La corrélation entre TMB et immunogénicité tumorale s’explique par le fait que
'accumulation de mutations au sein de I'ADN tumoral s’accompagne d’une
augmentation du nombre de néo-antigénes tumoraux potentiellement immunogénes
et donc d’'une augmentation de la réponse immunitaire antitumorale (77). Le nombre
de mutations somatiques au sein des tumeurs est variable en fonction des cancers,
les charges mutationnelles les plus faibles étant observées dans les tumeurs
pédiatriques et les hémopathies et les plus élevées dans les mélanomes et cancers
broncho-pulmonaires, de maniére cohérente avec une exposition chronique a des
agents carcinogénes (UV et tabac respectivement). Au sein méme des cancers
pulmonaires, la charge mutationnelle peut varier de 0,1 @ 100 m/Mb en fonction du
statut tabagique, les patients non-fumeurs présentant une charge mutationnelle plus
faible (78). Outre I'exposition aux agents carcinogenes tels que le tabac, la charge
mutationnelle est influencée par des mutations dans les génes impliqués dans la

réparation de '’ADN (78).
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Le TMB a été évalué dans l'essai Checkmate 227 pour prédire la réponse a
I'association ipilimumab — nivolumab en 1¢© ligne de traitement chez des patients
atteints d'un CBNPC avancé quel que soit le taux de PDL1. Une charge mutationnelle
élevée, définie comme > 10 m/Mb, était associée a une amélioration significative de la
SSP par rapport a la chimiothérapie (SSPm de 7,2 mois versus 5,5 mois ; HR 0,58 [IC
95% 0,41-0,81]), y compris chez les patients n’exprimant pas le PDL1. A linverse,
chez les patients avec une charge mutationnelle < 10 m/Mb, la double immunothérapie
ne conférait pas de bénéfice en SSP en comparaison a la chimiothérapie.

Le réle du TMB, en tant que biomarqueur de réponse aux ICl, reste néanmoins
incertain au regard des données de SG. En effet, 'association ipilimumab — nivolumab
était associée a une amélioration significative de la SG quel que soit la charge
mutationnelle (HR 0,75 [IC 95 % 0,59-0,94] dans le groupe TMB < 10 m/Mb et HR 0,68
[0,51-0,91] dans le groupe TMB > 10 m/Mb). Les analyses en sous-groupe en fonction
du statut PDL1 montrent que le TMB semblerait toutefois intéressant chez les patients
n’exprimant par le PDL1 (80). De maniére similaire, Kowanetz et al. ont montré, a partir
des données des essais POPLAR (atezolizumab versus docetaxel dans les CBNPC
avancés en 2° ou 3¢ ligne, quel que soit le taux de PDL1) et BIRCH/FIR (atezolizumab
en 1% ou 2¢ ligne dans les CBNPC avancés avec expression de PDL1 > 5%), que le
TMB est significativement associé a la SSP mais pas a la SG (81).

La généralisation de l'utilisation du TMB est par ailleurs génée par I'absence de
consensus concernant les valeurs seuils et les techniques utilisées dans les différentes
études. Une autre limite importante découle de la technique d’évaluation en elle-méme
(absence de techniques et de valeur seuils standardisées, délai de rendu des résultats,
colt, etc.). Du fait de ces différents écueils, le TMB n’a, a ce jour, pas sa place en

routine.
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3. Les lymphocytes infiltrant la tumeur

Parmi les nombreux sous-types de cellules immunitaires infiltrant les tumeurs, les
lymphocytes T CD8+ sont ceux qui ont le plus fort impact sur la survie (82). La valeur
pronostique de la densité en lymphocytes T CD8+ au sein de tumeur, évaluée par
immunohistochimie, a été démontrée dans les CBNPC mais aussi dans d’autres
cancers (83). On distingue ainsi classiquement les « tumeurs chaudes », riches en
lymphocytes et associées a de meilleures réponses, des tumeurs « froides » de plus

mauvais pronostic (Figure 7).

Dendritic = ° APD-L1
Af celis B @@ . . Cytokines

y ’Chemokines
- e

Macrophage

Low TMB High TMB )
Low CD8+ High CD8+ High PD-L1
ICI poor responders ICI good responders

Figure 7 Tumeurs « froides » (A) et tumeurs « chaudes » (B) et éléments associés, d'apres Addeo
etal (12)

Dans les CBNPC, Gataa et al. ont montré qu’une densité forte en lymphocytes infiltrant
la tumeur (LIT) > 10% du stroma tumoral était associée a une amélioration significative
de la SG (HR 0,48 [IC 95% 0,28-0,81]) et de la SSP (HR 0,40 [0,25-0,63]) chez des
patients traités par ICl. Dans cette étude, les patients non-fumeurs étaient plus
nombreux dans le groupe LIT < 10% (19% versus 4.1%). De maniére intéressante,
aucun patient avec une mutation EGFR, ALK, BRAF ou ROS1 ne présentait une
densité élevée de LIT alors que les patients KRAS étaient uniformément répartis dans

les deux groupes (84). Une autre étude rétrospective a montré qu’'un nombre de
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lymphocytes T CD8+ au sein du stroma tumoral > 886 / mm? était associé a un taux
de réponse plus élevé par rapport a une infiltration plus faible < 886 / mm? (60% versus
16.7%, p = 0.017) (85).

Cependant, I'évaluation des lymphocytes CD8+ infiltrant la tumeur ne permet pas de
refléter a elle seule toute la complexité de la réponse immunitaire antitumorale, de
nombreux autres effecteurs cellulaires pro-inflammatoires (lymphocytes CD4+ THA1,
cellules dendritiques, cellules NK, macrophages de type 1) ou anti-inflammatoires
(MDSCs [myeloid-derived suppressor cells], lymphocytes T regulateurs, macrophages
de type M2) entrant également en jeux (82). En outre, les cellules T peuvent subir des
altérations fonctionnelles au sein du micro-environnement tumoral, connues sous le
nom d’épuisement lymphocytaire, médiées par PD1 mais aussi LAG3 et TIM3 (86).
Ainsi, plusieurs tests immunohistochimiques multiparamétriques sont actuellement a
'étude dans différents cancers y compris dans les CBNPC afin d’aider a mieux

discriminer les patients susceptibles de répondre aux ICI.

4. |Les drivers oncogeénigues

Les données des analyses en sous-groupes de plusieurs essais cliniques ont réveélé
que les patients présentant une mutation de 'EGFR ou un réarrangement de ALK ne
tiraient pas bénéfice des ICl en monothérapie. Deés lors, la place de I'immunothérapie
chez les patients présentant une altération oncogénique ciblable s’est présentée
comme une importante question de recherche. Des études rétrospectives de grande
ampleur ont notamment montré que le profil de réponse a 'immunothérapie différe en

fonction du type d’altération oncogénique.
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a. Les mutations de 'EGFR

La plupart des essais cliniques princeps qui concernent les ICI ont exclu les patients
présentant une mutation de 'lEGFR. C’est notamment le cas des essais Keynote 042
et Keynote 024 (63,64). Parmi les essais Checkmate 057, Keynote 010 et OAK, aucun
n’a montré de bénéfice en SG a I'emploi d’'un anti-PD(L)1 en 2¢ ligne ou plus par
rapport a une chimiothérapie par docetaxel dans le sous-groupe des patients avec
mutation de 'EGFR (61,65,68). Ces résultats ont été confirmés par une analyse poolée
des données issues de ces 3 essais cliniques (88). Une autre analyse poolée
regroupant les essais Checkmate 057, Keynote 010, POPLAR et OAK a, de surcroit,
montré que 'immunothérapie était délétére sur la SSP chez ces patients (HR 1,44 [IC
95% 1,05-1,98]) (89). En outre, un essai de phase Il ayant pour but d’étudier I'efficacité
du pembrolizumab chez les patients avec mutation EGFR exprimant le PDL1 a dU étre
arrété prématurément pour futilité (90). Les résultats d’un essai randomisé de phase
II, ayant comparé le nivolumab a la chimiothérapie par carboplatine — pemetrexed chez
des patients avec mutation de 'EGFR prétraités par ITK ont montré une absence de
bénéfice sur la SG (SGm de 20,7 versus 19,9 mois ; HR 0,88 [IC 95% 0,53-1,47]) et
un effet péjoratif sur la SSP (SSPm de 1,7 mois versus 5,6 mois ; HR 1,02 [IC 60%
1,61-2,29]) (91).

Plusieurs études de vie réelle plaident également pour un manque d’efficacité des ICI
chez les patients avec mutation de 'EGFR. Les données de ces différentes études
sont résumées dans le Tableau 2. Parmi les CBNPC avec altérations KRAS, BRAF,
MET, ALK, ROS1, RET et HER2, les mutations EGFR sont celles qui présentaient les
résultats les plus péjoratifs dans deux études de cohortes de grande ampleur menées
par Maziéres et al. (cohorte Immunotarget) et Negrao et al. (cohortes MDACC et

CGDB immunotherapy) (92,93).
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Tableau 2 : Etudes rétrospectives ayant évalué I'efficacité des ICI chez les patients avec mutations EGFR
Etudes Population Expression de PDL1, % SSPm, mois (IC 95%) TRO, %
. EGFR, n =102 3,0 versus 3,0
Garassino et al., 2018 (94) versus WT, n = 1293 (HR 1,38 [IC 95% 1,1-1,7]) 9% versus 20%
Maziéres et al., 2019 (92) EGFR, n=125 < b e S 2,1(1,8-2.7) 12%
- ’ >50% : 28% ’ T
. EGFR,n =116 1,5 versus 2,3
Morita et al., 2020 (95) versus WT, n = 641 (HR 1,74 [IC 95% 1,4-2,2]) 9% versus 23%
Bylicki et al., 2020 (96) EGFR, n = 42 2,2 (1,4-3,2)
_ <1%:22% g o
Yamada et al., 2021 (97) EGFR, n =27 S 50% - 20% 1,9 (0,3-20,4) 22%
EGFR exon19del ou <1%:23%
Lau et al., 2021(98) L858R, n = 28 > 50% : 38% 1,7 (1,1-2,1) 1%
Negrao et al., 2021(93) EGFR exon19del ou
Cohorte MDACC L858R, n= 28 18(1.22:4) 4%
Negrao et al., 2021(93) EGFR exon19del ou
Cohorte CGDB L858R, n= 54 25(1.8-3.1)

Le manque d’efficacité des ICl en cas de mutation EGFR s’explique par le fait que ces
tumeurs sont associées a un micro-environnement « froid » qui est lui-méme lié a une
faible charge tumorale. La corrélation entre mutations EGFR et TMB bas est le reflet
de la forte prévalence de patients non-fumeurs (60% environ) parmi les patients
atteints de CBNPC mutés EGFR mais aussi du processus de carcinogenése en lui-
méme (11,17). Les tumeurs avec mutation EGFR conditionnent également une
immunosuppression au sein du microenvironnement tumoral médiée par I'activation
constitutive du récepteur EGFR. La signalisation de 'EGFR entraine notamment :

- Une inhibition de I'IRF1 (interferon regulatory factor 1) qui induit une baisse du
CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10) et par ce biais une baisse de
l'infiltration lymphocytaire T CD8+,

- Une accumulation d’adénosine dans le microenvironnement tumoral laquelle a
pour effet d’'inhiber les fonctions effectrices des lymphocytes T et NK et d’activer
les lymphocytes T régulateurs et les macrophages pro-tumoraux,

- Une hausse du CCL22 (chemokine ligand 22) qui augmente le recrutement des
lymphocytes T régulateurs,

- Une augmentation de I'expression de cytokines pro-tumorales (IL-6, IL-8, IL-10) et

une diminution de I'expression d’IFN-y,
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Une augmentation de l'expression des ligands de 'EGFR entretenant ces

différents processus au sein du micro-environnement tumoral (17).
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Figure 8 Effets de la signalisation de I'EGFR sur les cellules immunitaires au sein du micro-
environnement tumoral, d’aprés Kumagai et al. (17)

DC = dendritic cell; M1 TAM = M1-like tumour-associated macrophages; NCK1 = NCK adaptor protein 1; PLCy = phospholipase Cy;
NKG2D = natural killer group 2D receptor; GSK3p = glycogen synthase kinase 3p; FOXP3 = forkhead box protein P3

L’implication du marqueur PDL1 est en revanche controversée. Deux méta-analyses
publiées en 2017 ont notamment rapporté des résultats contradictoires, 'une montrant
une association entre mutation EGFR et expression de PDL1 et l'autre pas (89,99).
L’expression de PDL1 par les tumeurs avec mutation de 'TEGFR semblent étre régulée
par deux mécanismes opposés. Les voies de signalisation Pi3k-Akt-mTOR, RAS-RAF-
MET-ERK et JAK-STAT activent 'expression de PDL1 tandis que, la baisse de I'lRF1
induite par Pi3k linhibe. Par ailleurs, les interactions déficientes entre les cellules
tumorales et le systéme immunitaire pourraient altérer I'expression inductible de PDL1

qui se produit habituellement lors d’'une réaction inflammatoire.
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Figure 9 Effets de la signalisation du récepteur de 'EGFR sur I'expression de PDL1, d’aprés
Kumagai et al. (17)

L’utilisation du PDL1, pris isolément, pourrait néanmoins rester intéressant pour
prédire la réponse aux anti-PD(L)1 chez les patients avec altérations EGFR. Dans
I'essai de phase Il Atlantic, qui a étudié I'efficacité du durvalumab chez des patients
prétraités, le taux de réponse était de 12 % lorsque le PDL1 était > 25 % dans le sous-
groupe des patients EGFR et ALK, alors qu’il n’était que de 3,6% lorsque le PDL1 était
< 25% (100). L’étude Immunotarget a par ailleurs montré que le statut PDL1 était
corrélé a une meilleure SSP dans le sous-groupe des patients EGFR.

La place de I'immunothérapie est donc restreinte en cas de mutation de 'lEGFR et ne
semble devoir étre envisagée en monothérapie qu’aprés épuisement des autres
stratégies thérapeutiques. Néanmoins, certains patients porteurs d’'une mutation

EGFR peuvent tirer un bénéfice prolonger des ICI (101).

b. Les réarrangements ALK, ROS1 et RET

Les données concernant I'efficacité des ICl en cas CBNPC avec réarrangements ALK,
ROS1 ou RET sont rares et concernent de petits effectifs de patients (Tableau 3). Elles

suggérent néanmoins, de fagon concordante, une faible efficacité des ICl chez ces
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patients, comparable a celle observée chez les patients EGFR (Tableau 2). Cette faible
immunogénicité semble également s’expliquer par leur association au statut non-
fumeur, & une faible infiltration lymphocytaire et a un TMB bas (93,102,103).

L’expression de PDL1 est aussi variable selon les études (102,104).

Tableau 3 : Etudes rétrospectives ayant évalué l'efficacité des ICI chez les patients avec
réarrangements ALK, ROS1 ou RET

Etudes Population Expression de PDL1, % SPPm, mois (IC 95%) TRO, %
ROS1,n =1 0,1 0%
Dudnik et al., 2018 (105)
RET, n =1 6.9 0%
0, . 0
ALK, n = 29 s ;0/‘;/0' -?’gbt/f 2,5 (1,5-3,7) 0%
0, . 0,
Mazires et al., 2019 (92) RET, n =16 < ;o/f;/ -220/‘3/ 2,1 (1,3-4,7) 6%
= o . ]
0, . 0,
ROS1,n=7 :;gj’% _Oéa% 17%
0, . 0,
Offin et al., 2019 (103) RET, n =16 s ;o/f;/ ,523/‘;/ 3,4 (2,1-5,6) 0%
= o . ]
Negrao et al., 2021(93) _ g
Cohorte MDACC ALK/RET, n=29 2,73 (1,6-5,3)
Lee et al., 2020 (106) RET, n =13 21 (2,6-2,6) 12%
0, . 0,
Guisier et al., 2020 (107) RET,n=9 < b e 6t 7.6 (2,3-NR) 38%

> 50% : 25%

c. Les mutations de 'HER2

Les patients porteurs d’'une mutation de 'HER2 ne semblent également tirer que peu
de bénéfice des ICl avec une SSPm entre 2 et 3 mois selon les études (Table 4). La
faible immunogénicité des tumeurs avec mutation de 'HERZ est elle aussi corrélée au
statut non-fumeur, a une faible expression de PDL1 et a un TMB bas (93,108). De
maniére similaire a ce qui a été observé avec les mutations EGFR, les altérations
HER2 conditionnent un micro-environnement tumoral « froid » par le biais de
I'activation de la voie Pi3K-AKT-mTOR. L’activation d’HER2 induit par ailleurs une
baisse de STING qui induit une inhibition de I'expression et la signalisation des
interférons mais aussi une baisse de l'expression de diverses cytokines pro-

inflammatoires (17).
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Tableau 4 : Etudes rétrospectives ayant évalué I'efficacité des ICI chez les patients avec mutations HER2

Etudes Population Expression de PDL1, % SSPm, mois (IC 95%) TRO, %
Dudnik et al., 2018 (105) HER2,n=7 ;1503’0/101:1;;) 3,4 (2,4-8,5) 14%
Maziéres et al., 2019 (92) HER2, n = 29 ;153’0/104:7;;) 2,5(1,8-3,5) 7%
Guisier et al., 2020 (107) HER2, n =23 ;1503’0/105:012’% 2.2 (1,7-15,2) 27%
Chen et al., 2021 (108) HER2 exon 20, n =6 ;1503’%81':% 0%
Negrao et al, 2021(83) HER2, n= 15 1,9 (1,6-2,1) 8%
gf,?,[,a,‘t’féé'sszw (93) HER2, n= 21 3,0 (1,81-NR)

Lau et al., 2021(98) HER2, n= 14 ;153’0/03322’% 3,6 (1,6-NR) 29%
Saalfeld et al., 2021 (109) HER2, n =34 4 16%

d. Les mutations de BRAF

L’efficacité des ICI dans les CBNPC avec mutation de BRAF n’a pas non plus été

étudiée dans les essais cliniques. Méme si les résultats sont variables, plusieurs

études rétrospectives ont observé des réponses intéressantes qui plaident en faveur

de I'utilisation de I'immunothérapie dans cette population (Tableau 5). Negrao et al.

ont, en outre, montré que le sous-groupe des mutations BRAF est celui qui présente

la meilleure SSP et la meilleure SG, par rapport aux autres altérations génétique et

notamment par rapport aux mutations KRAS.

Tableau 5 : Etudes rétrospectives ayant évalué I'efficacité des ICI chez les patients avec mutations BRAF

Cohorte CGDB

Non V600E, n = 35

5,42 (2,96-17,28)

Etudes Population Expression de PDL1, % SSPm, mois (IC 95%) TRO, %
V6OOE, n = 12 1% : 26% 3.7 (1,66,6) 25%
. >50% : 42%
Dudnik et al., 2018 (110) N vB00E, n = 10 <1% : 40% 4,1(0,1-19,6) 33%
>50% : 50%
VBOOE, n = 4 <1% : 25% 1,5 (1,2-8,3) 25%
. > 50% : 25%
Dudnik et al., 2018 (105) N ve00E, n = 5 <1% : 40% 2,6 (2,0-4,2) 20%
> 50% : 60%
n=43 <1% : 30% 3.1 (1,8-4,6) 24,3%
o/ - 0,
Maziéres et al., 2019 (92)  \/g00E 1 < 17 2 50% : 56% 18
Non VBO0OE, n = 26 41
VBOOE = 26 <1%:21% 5,3 (2,1-NR) 26%
. >50% : 71%
Guisier et al., 2020 (107) o, VBOOE, n = 18 <1% : 39% 4,9 (2,3-NR) 35%
> 50% : 29%
Mu et al. 2020 (111) n=9 3,0(2,9-3,1) 25%
Negrao et al., 2021(93) _ 0
Cohorte MDACC 2= 1E 7S B2
Negrao et al., 2021(93) VB0OE, n = 30 9,79 (7,59-NR)
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Une forte prévalence de I'expression de PDL1 a été observée dans ces différentes
études que ce soit dans le sous-groupe V600E que dans le sous-groupe non-V600E.
Dans I'étude menée par Negrao et al. les mutations BRAF V600E étaient associées a
une faible charge tumorale (TMB médian a 2,61 M/mb, TMB > 16 M/mb dans 4% des
cas) tandis que les CBNPC avec mutations BRAF non V600E présentaient un TMB
plus élevé (TMB médian a 9,57 M/mb, TMB > 16 M/mb dans 34% des cas) (93).

Dans les mélanomes métastatiques avec mutations de BRAF, pour lesquels I'efficacité
des ICI a largement été démontrée, I'activation de la voie des MAPkinases est
associée la production de cytokines pro-tumorales (IL-6, IL-10) et a la régulation
négative du CMH | ce qui entraine une altération de la maturation des cellules
dendritiques, une diminution des propriétés effectives des lymphocytes T et une
augmentation du recrutement des MDSCs et des lymphocytes T régulateurs. |l a par
ailleurs été montré que les inhibiteurs de BRAF permettent de restaurer la réponse
immunitaire antitumorale (112). Tenant compte des effets immunomodulateurs des
inhibiteurs de BRAF/MEK, différents schémas séquentiels ou combinés sont
actuellement a I'étude dans les mélanomes meétastatiques avec mutations BRAF

(113,114).

e. Les mutations du site d’épissage de I'exon 14 de MET

Plusieurs modeéles expérimentaux suggérent que I'axe MET/HGF puisse jouer un role
immunosuppresseur au sein du micro-environnement tumoral. Il a notamment été
montré in vitro que I'activation de MET stimule I'expression de PDL1 mais également
celle de I''DO (indoleamine 2,3-dioxygénase) qui exerce un effet immunosupresseur
sur les lymphocytes T et les cellules NK. L’'HGF semble par ailleurs exercer un effet

freinateur sur la réponse lymphocytaire T en favorisant I'expansion des lymphocytes T
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régulateurs, des cellules dendritiques tolérogénes et des MDSCs et en diminuant
I'expression de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IFN-y, IL-12 et IL-17) au profit
des cytokines immunomodulatrices (IL-10, IL-4 et TGF-B) (31).

Plusieurs études rétrospectives ont montré que les mutations de I'exon 14 de MET
sont associées a un niveau d’expression de PDL1 élevé. Elles semblent en revanche
corrélées a une charge tumorale basse < 10 m/Mb (93,115) .

Cependant, les ICI semblent avoir une efficacité intéressante en cas de mutation de
I'exon 14 de MET méme si les données proviennent aussi d’études rétrospectives aux
effectifs restreints (Tableau 6). Mayenga et al. ont rapporté des réponses prolongées
> 18 mois chez 6/13 patients traités par ICl en 2° ligne avec des SSP allant de 18 a 49
mois. Le taux d’expression de PDL1 allait de 0 a 90% et le TMB de 1,5 a 10,5 m/Mb
chez ces patients. Mazieres et al. ont également observé une réponse favorable avec
un taux de SPP a 12 mois de 23%.

Les patients avec amplification de MET semblent également tirer bénéfice des ICl,
sous réserve de données limitées (Tableau 6) (116).

L’'impact de la surexpression de MET sur l'efficacité des ICl n’a, a ce jour, pas été

étudié a notre connaissance.

Tableau 6 : Etudes rétrospectives ayant évalué I'efficacité des ICI chez les patients avec altérations de
MET
Etudes Population Expression de PDL1, % SSPm, mois (IC 95%) TRO, %
0 Mutations MET exon 14, <1% :37% 17%
Sabari et al., 2018 (115) n=24 > 50% - 41% 1,9 (1,7-2,7)
1 o/ - 0,

nM:tgtlons MET exon 14, :15?;0/. 225?!?/ 40 (24-NR) 12%
Dudnik et al., 2018 (105) =% - D0

Amplifications MET, n = 4 4.9 (2,4-NR) 25%

. q _ <1% : 8% o
Guisier et al., 2020 (107) Mutations MET, n = 30 > 50% : 79% 4,9 (2,0-11,4) 36%
" Mutations MET et <1% : 25%

Maziéres et al, 2019 (92)  ,\jications MET, n=23 > 50% : 47 % 34(1,7-6.2) 16%
Negrao et al., 2021(93) Mutations MET exon 14,
Cohorte CGDB n=34 2,69 (1,97-NR)
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f. Les mutations KRAS

L’efficacité des ICI dans les CBNPC avec mutations KRAS a été plus largement
étudiée. Si les mutations KRAS constituent un facteur de mauvais pronostic vis-a-vis
des chimiothérapies cytotoxiques, les données de la littérature montrent qu’elles sont
positivement corrélées a la SSP et a la SG en ce qui concerne les traitements par anti-
PD(L)1 (117,118).

L’impact positif des mutations KRAS vis-a-vis de la réponse a 'immunothérapie a dans
un premier temps été rapporté dans I'essai clinique princeps Chekmate 057 (87). Une
analyse exploratoire des données de lI'essai Keynote 042 a également montré un
bénéfice net de 'immunothérapie en comparaison a la chimiothérapie chez les patients
avec mutation KRAS (SSPm de 12 mois versus 6 mois ; HR 0,51 [IC 95% 0,29-0,87]
et SGm de 28 mois versus 11 mois ; HR 0,42 [0,22-0,81]) (119). Ces résultats ont été
confirmés par deux méta-analyses montrant un bénéfice plus important des ICI chez
les patients avec mutation KRAS par rapport aux patients KRAS sauvage, en 1° et
en 2¢ ligne (117,120).

Des résultats plus modestes sont retrouvés dans les études de cohortes par Maziéres
et al. et Negrao et al. avec une SSP médiane autour de 3-4 mois chez des patients
prétraités ou non (92,93). Les mutations KRAS restent néanmoins corrélées a de
meilleures réponses en comparaison aux autres drivers oncogéniques, a I'exception
des mutations BRAF dans la cohorte MDACC (93).

Ces résultats s’expliquent par le fait que les mutations KRAS sont associées a un
microenvironnement tumoral immunogéne avec un taux d’expression élevée de PDLA1,
une infiltration tumorale dense en lymphocytes T CD8+ et une charge mutationnelle
élevée, qui traduit leur tres forte association épidémiologique avec le tabagisme

(77,93,121).
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Cependant, les CBNPC avec mutations KRAS sont des tumeurs génomiquement
complexes, avec une fréquence élevée de co-mutations TP53 (dans environ 45-50%
des cas), STK11 (20-30%) ou KEAP1 (20%) qui influencent également la réponse aux
ICI (122,123)

STK11 code pour la sérine/thréonine LKB1 qui constitue I'activateur principal de
'AMPK (adenosine monophosphatase-activated protein kinase) laquelle joue un réle
dans divers processus impliqués dans le maintien de I'homéostasie cellulaire
(métabolisme cellulaire, polarité cellulaire, réponse aux lésions de I'ADN). Des
mutations inactivatrices de STK11 sont retrouvées dans 8-39% des CBNPC. Elles sont
associées a une mutation KRAS dans environ 52-58% des cas et a une mutation de
KEAP1 dans 28% des cas (124). KEAP1 est une protéine régulatrice du facteur
nucléaire NRF2 (nuclear factor erythroid-2-related factor-2), qui joue un rdle central
dans la réponse cellulaire au stress oxydatif. Des mutations inactivatrices de KEAP1
sont retrouvées dans 11-27% des CBNPC et sont associées a une mutation KRAS
dans 40-47% des cas et a une mutation STK11 dans 28% des cas (124).

Les co-mutations KRAS/STK11 et KRAS/KEAP1 sont associées a un micro-
environnement tumoral « froid » caractérisé par une plus faible expression tumorale
des protéines de points de contréle immunitaire et une plus faible infiltration tumorale
par les lymphocytes T CD8+ (124-126). Les co-mutations KRAS/TP53 sont, quant a
elles, associées a un microenvironnement tumoral riche en cellules et cytokines pro-
inflammatoires, a une plus forte expression de PDL1 et a un TMB élevé (125).
Plusieurs études ont montré de fagon concordante que les co-mutations STK11 et/ou
KEAP1 constituent des facteurs de mauvaise réponse aux ICl (124). Bien
gu’associees a de meilleurs taux de réponse, les co-mutations TP53 ne semblent en

revanche pas impacter la survie, en comparaison aux mutations KRAS seules (122).

45



5. Les mutations de TP53

Plusieurs travaux indiquent que les mutations de TP53, étudiées isolément,
représentent un facteur prédictif de bonne réponse vis-a-vis des ICI.

TP53 est un géne suppresseur de tumeur qui contrdle le cycle cellulaire, la réparation
de 'ADN et I'entrée en apoptose en réponse aux dommages de I’ADN. Les mutations
de TP53 sont, dans la grande majorité, des cas des mutations ponctuelles qui
entrainent un défaut de liaison de la protéine a 'ADN et conduisent a la perte de sa
fonction de facteur de transcription. Elles induisent ainsi une augmentation de la
charge mutationnelle au sein des cellules tumorales et stimulent lI'immunogénicité
tumorale en générant des néo-antigénes tumoraux (127).

Avec une prévalence de 50% environ, les mutations de TP53 constituent I'altération
moléculaire la plus frequemment retrouvée dans les CBNPC. Bien qu’observées a la
fois chez les fumeurs et les non-fumeurs, leur fréquence est plus élevée dans les
cancers du fumeur (127).

Les mutations de TP53 ont été décrites, avant I'ere de I'immunothérapie, comme un
marqueur de mauvais pronostic que ce soit pour les CBNPC avancés ou localisés
(128). Elles ont plus récemment été identifiées comme un facteur prédictif négatif de
réponse aux TKI anti-EGFR et anti-ALK (129).

Alinverse, les mutations TP53 semblent constituer un facteur prédictif de réponse aux
ICI. Assoun et al. ont montré, a partir d’'une série de 65 patients traités par ICl en mono-
ou bithérapie, que les mutations TP53 sont indépendamment corrélées a la SG (SGm
de 18,1 mois dans le groupe TP53 muté versus 8,1 mois dans le groupe TP53
sauvage ; HR 0.48 [0.25-0.95]) (130). Dong et al. ont également rapporté un bénéfice
de SSP en cas de mutation TP53 sur une petite série de 30 patients (SSPm de 14,5

versus 3,5 mois, p =0,012) (131).
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E. L’association chimiothérapie et immunothérapie

1. Les essais clinigues princeps

Chez les patients naifs de traitement atteints d’'un CBNPC métastatique sans altération
EGFR ou ALK, l'essai clinique Keynote 189 a montré que [Il'adjonction du
pembrolizumab a la chimiothérapie standard par sel de platine et pemetrexed apporte
un bénéfice net en SG et en SSP par rapport a la chimiothérapie seule (SGm 22,0
mois versus 10,7 mois ; HR 0,56 [IC 95% 0,45-0,70] et SSPm de 9,0 mois versus 4,9
mois ; HR 0,48 [0,40-0,58] (Figures 10). Le TRO était également significativement plus
élevé dans le groupe chimiothérapie — immunothérapie (CIT) (48% versus 18% ; p <
0,001). Le bénéfice, bien que plus important chez les patients exprimant le PDL1 >
50%, était observé quel que soit le taux de PDL1. Le profil de tolérance était
comparable dans les deux groupes (67% d’effets indésirables de grade 3 ou plus dans

le groupe CIT versus 66% dans le groupe chimiothérapie seule) (69,132).
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Figure 10 Courbes de survie globale (A) et de survie sans progression (B) de Kaplan-Meir dans
la population globale, Keynote 189 (132)
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Sur la base de ces résultats, I'association pembrolizumab — sel de platine —
pemetrexed constitue, depuis 2018, le traitement de 1™ intention des patients atteints
d’'un CBNPC sans altération dEGFR ou de ALK, quel que soit le niveau de PDL1
(obtention de ’TAMM en septembre 2018 et de I'avis favorable pour le remboursement
en février 2019) (10).

Néanmoins, pour les patients une expression forte de PD-L1 = 50%, le pembrolizumab
en monothérapie reste également recommandé en l'absence de données de
comparaison directe entre le pembrolizumab seul et la combinaison pembrolizumab —
chimiothérapie dans cette population et au regard des résultats d’'une comparaison
indirecte entre les essais Keynote 024 et Keynote 189 qui n’a pas montré de différence
d’efficacité significative entre les deux traitements (133).

L’atezolizumab a par ailleurs été évalué en association au paclitaxel et au carboplatine
plus ou moins au bevacizumab au cours de I'essai clinique Impower 150. Cette étude
a démontré la supériorité de la combinaison atezolizumab — paclitaxel — carboplatine
— bevacizumab (ABCP) par rapport a I'association BCP (SGm de 19,2 mois versus
14,7 mois ; HR 0,78 [IC 95% 0,64-0,96] et SSPm 8,3 mois versus 6.8 mois ; HR 0,62
[0,52-0,74]. Bien qu’il n'existe pas d’étude comparative, le bénéfice en SG apparait
cependant moins important avec la combinaison ABCP qu’avec ['association
pembrolizumab — sel de platine — pemetrexed.

Sur la base de ces données, I'atezolizumab a obtenu ’AMM en octobre 2019 et I'avis
favorable pour le remboursement en octobre 2020 en association au bevacizumab, au
paclitaxel et au carboplatine en 1" ligne de traitement pour les patients atteints d’un
CBNPC non-épidermoide avancé sans mutation EGFR ou réarrangement ALK.
L’association pembrolizumab — sel de platine — pemetrexed reste néanmoins le

traitement de 1°" intention dans cette situation (Figure 11) (10).
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Figure 11  Arbre décisionnel pour la prise en charge des CBNPC non-épidermoides de stade IV

sans altération ciblable, d’apres le référentiel AURA (10)

2. Chimiothérapie et immunothérapie : une combinaison synergique

L’intérét de la combinaison CIT peut s’expliquer par une potentielle synergie entre la
réponse immunitaire induite par les ICl et les effets immunogénes de la chimiothérapie
(Figure 12). Il a notamment été montré que la libération d’antigénes tumoraux lors de
la mort cellulaire induite par la chimiothérapie entraine une augmentation du
phénoméne de présentation antigénique aboutissant a un phénoméne de mort
immunogéne. La régénération lymphocytaire homéostatique a partir du compartiment
périphérique consécutive a la lymphopénie post-chimiothérapie favoriserait en outre
I'expansion des lymphocytes T antitumoraux (135). Les agents cytotoxiques pourraient
également activer la réponse immunitaire en favorisant l'afflux des cellules
immunitaires effectrices, en inhibant les cellules immunitaires immunosuppressives ou

encore en augmentant la sensibilité des cellules tumorales a I'action des lymphocytes
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T et de cellules NK (136). La chimiothérapie par pemetrexed favoriserait également
I'expression de PDL1 (61). Enfin, certaines chimiothérapies comme les alkylants, dont
font partie les sels de platine, élargissent le répertoire antigénique des tumeurs du fait

de leur effet mutagéne (137).
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calreticulin; receptor; TRAIL = Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand; TLR = Toll-like receptor; ER = Endoplasmic
reticulum

L’association du bevacizumab aux anti-PD(L)1 est également intéressante de par les
propriétés immunosuppressives du VEGF. II a notamment été montré que la
production excessive de VEGF peut conduire a inhiber 'immunité antitumorale en
freinant la maturation des cellules dendritiques, la présentation antigénique et le
recrutement des lymphocytes T, en stimulant la prolifération de cellules immunitaires

immunosuppressives et en induisant une vascularisation intra-tumorale aberrante.
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3. Association chimiothérapie — immunothérapie et drivers
oncogéniques

Les altérations génétiques impactant sensiblement la réponse a I'immunothérapie, la
question de savoir si la combinaison chimiothérapie — immunothérapie confére un
bénéfice pour chaque sous-groupe mutationnel apparait pertinente.

Cependant, si la relation entre altérations oncogéniques et efficacité des anti-PDL(1)
a fait I'objet d’intenses recherches, peu d’études, y compris de vie réelle, ont jusqu’a
présent été publiées a propos de 'association CIT.

Les mutations de 'EGFR et les réarrangements de ALK constituaient un facteur
d’exclusion vis-a-vis de I'essai clinique Keynote 189. Les données concernant les
autres drivers oncogeéniques n'ont pas été rapportés. Les analyses en sous-groupes
montrent un bénéfice supérieur sur la SG de Il'association pembrolizumab -
chimiothérapie chez les patients non-fumeurs par rapport aux patient fumeurs sans
que le profil mutationnel des patients non-fumeurs ne soit précisé (69).

Les essais cliniques Impower 130 et Impower 150 évaluant I'association atezolizumab
— chimiothérapie ont inclus des patients avec mutation de 'lEGFR ou réarrangement
de ALK (124 et 40 patients respectivement) (138,139). Dans I'essai Impower 130,
I'atezolizumab en association a une chimiothérapie par paclitaxel et carboplatine ne
conférait pas de bénéfice de SG ou de SSP en comparaison a la chimiothérapie seule
dans le sous-groupe des patients avec mutation de 'EGFR ou réarrangement de ALK.
Les patients non-fumeurs ne tiraient pas non plus de bénéfice de I'association ACP
(138). Les résultats de l'essai Impower 150 montrent que l'association ABCP
apporterait un bénéfice en SSP et en SG en comparaison a BCP chez les patients qui
présentent une délétion de I'exon 19 de 'EGFR ou une mutation Leu858Arg de 'TEGFR

(SGm NR versus 17,5 mois ; HR 0,31 [IC 95% 0,11-0,83] et SSPm de 10,3 mois versus
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6,1 mois ; HR 0,41 [0,23-0,75]). Toutes mutations EGFR confondues, les résultats
semblent également étre en faveur de l'ajout de l'atezolizumab, bien que les
différences observées sur la SG ne soient pas statistiquement significatives (Figures
13 et 14) (139). Les données concernant les patients avec réarrangement ALK n’ont
pas été rapportées.

L’atezolizumab en association au carboplatine, paclitaxel et bevacizumab dispose
d’'une AMM aprés échec des thérapies ciblées appropriées chez les patients avec
altérations EGFR ou ALK mais n’est pas remboursée dans cette indication en raison

d’un service meédical rendu jugé insuffisant.
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Figure 13 Courbes de survie globale de Kaplan-Meir et hazard ratio concernant les patients avec
mutations EGFR pour ABCP versus BCP (A, C) et ACP versus BCP (B, D), Impower
150 (analyses en sous-groupes) (139)

52



A B
Landmark progression-free survival (95% Cl) Landmark progression-free survival (95% Cl)
6 months 12 months 18 months 6 months 12 months 18 months
— ABCP  697% (54.0-85-4) 42:4%(25:6-59:3) 257% (7-3-44-1) ACP  60-5% (45:9-751) 17.5%(59-291)  7.5%(0-0-15:6)
BCP 556%(411-701) 222%(101-344) 97%(00-195) BCP  55.6% (41-1-70.1) 22:2%(10-1-344) 97%(00-195)
T o HR 061 (95% C10-36-1.03) T HR 114 (95% C10.73-1.78)
= 90 i o 1 "
';_ 804 _H 3 |
$ 704 — - 1
3 60 1 "\\ Median 10-2 months N '
£ 504 »g‘m“p. ( 1 i 3
S : : .
g 20 i —
& 104 e
(vlll\'llY'IIYIII'I[IVITTYIIYIT‘I R P T B PN B P B M T A R O L OR E N  BR VR B R A U
01234567 89101112131415161718192021222324252627282930 1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930
Time since randomisation (months) Time since randomisation (months)
Number at risk
ABCP 34333129282523232118171413128 8 4 4 442 11 1 ACP 4542393737322619189 8 8 7 7444 4211111
BCP 454543413934252221151111109 6 5432222211 BCP 454543413934252221151111109 6 § 4 32 22 22 11
C D
n(%) HR (95% C1) Median n(%) HR (95% C1) Median
progression-free progression-free
survival, months survival, months
ABCP BCP ACP BCP
EGFR mutation 79(100) ey 061(036-1.03) 102 69 90(100) gy 114 (0.73-1.78) 69 69
Sensitising EGFR mutation* 58(73) . 0-41(0:23-075) 103 61 65(72) e 1.01(0-61-1:70) 60 61
Previously received TK| therapy 50 (63) —— 0-42 (0-22-0-80) 97 61 56 (62) et 1:24(0.72-2-15) 57 61
PO SR T |  TSEETY) (YTE—— e |
00 02 1020 00 02 1020
«— — - —
Favours ABCP  Favours BCP Favours ACP  Favours BCP
Figure 14 Courbes de survie sans progression de Kaplan-Meir et hazard ratio concernant les
patients avec mutations EGFR pour ABCP versus BCP (A, C) et ACP versus BCP (B,
D), Impower 150 (analyses en sous-groupes) (139)

Cependant, les résultats d’'une étude rétrospective ayant évalué I'association CIT (n =
12) en comparaison a la chimiothérapie seule a progression sous osimertinib ont
montré que I'ajout d’'un ICl a la chimiothérapie n’apporterait pas de bénéfice voire serait
délétere chez les patients avec mutation de 'EGFR (SGm de 10,9 mois dans le groupe
CIT versus 12,0 mois dans le groupe chimiothérapie seule ; HR 1,67 [95% CI 0,86-

3,23] (140).

A travers une étude rétrospective menée sur un large effectif de 210 patients avec
altération de 'HERZ2, Yang et al. ont montré que l'ajout d’'un ICI a la chimiothérapie
chez ces patients ne conférait pas d’avantage en SSP statistiquement significatif
(SSPm de 5.20 mois versus 4,03 ; HR 0,77 [IC 95% 0,52-1,14]. En revanche,
I'association du bevacizumab a la chimiothérapie, semblait intéressante dans cette

population (SSPm de 5,6 mois ; HR 0,64 [0,46-0,88] (141).
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L’efficacité de I'association ABCP ne semblait pas étre affectée par les mutations
KRAS (SGm de 19.8 mois et SSPm de 8,1 mois chez les patients KRAS™ versus 18,9
mois et 8,4 mois respectivement chez les patients KRAS"!) dans I'essai Impower 150
(142). En revanche, les associations ACP et BPC étaient associées a des résultats
plus faibles chez les patients KRAS™ en comparaison aux patients KRAS* (Figure 15).
Au total, I'association ABCP apportait un bénéfice par rapport a BCP et a ACP chez
les patients KRAS™ mais pas chez les patients KRAS"'. L'impact des co-mutations
TP53, STK11 et KEAP1 a également été étudié dans cet essai. Quel que soit le bras
de traitement, les co-mutations STK11 et KEAP1 constituaient un facteur de mauvais
pronostic. L'association ABPC semblait tout de méme conférer un avantage en SG et
en SSP par rapport a BCP et a ACP en cas de mutations STK11 et/ou KEAP1 (Figure
16). Les co-mutations TP53 apparaissaient quant a elles étre un facteur de bon
pronostic chez les patients traités par ABCP mais pas chez les patients traités par ACP

ou BCP (Figure 17).
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Figure 15 Courbes de survie globale et de survie sans progression de Kaplan-Meir concernant
les patients avec (A, C) ou sans mutations KRAS (B, D), Impower 150 (analyses en
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54



A mKRAS, STK11-WT and KEAP1-WT

ABCP HR (95% Cl): 0.43 (0.26-0.72)
ACP HR (95% Cl): 0.43 (0.25-0.74)

Madian 21.0mo

Overall Survival (%)

T T T T = T T T T T 1
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Time (months)

o -
&
o -

C  mKRAS, STK11-WT and KEAP1-WT

100 4 ABCP HR (95% Cl): 0.36 (0.22-0.59)

- ACP HR (95% Cl): 0.64 (0.39-1.05)
X 904
B 80 Median 15.2 mo
s 704
@ 60 Median 7.4 mo
2 gl Mk Median 6.9 mo
Y
-
2 30
§, 204
£ 10+

04

T T .I T ‘l T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Time (months)

B mKRAS, mSTK11 and/or mKEAP1

ABCP HR (95% Cl): 0.6 (0.34-1.03)
ACP HR (95% Cl): 0.87 (0.52-1.45)

Median 7.9 ma

Overall Survival (%)

'I T T T T T T T T 1
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Time (months)

—T T
0 4 8

D mKRAS, mSTK11 and/or mKEAP1

100 ABCP HR (95% Cl): 0.49 (0.28-0.84)
= ACP HR (95% Cl): 0.88 (0.54-1.46)
R 904
T 80
=
e 70 Median 6.0 mo
5
» 60
3 Median 3.2 mo
2 50
Y
.5 40 4 Median 3.4 mo
2 304
2 2.
g 10
o4 &
PO TR T S SR PO [F, s [ preses Fl F |
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Time (months)

Figure 16 Courbes de survie globale et de survie sans progression de Kaplan-Meir concernant les
patients avec mutations KRAS associées (A, C) ou non (B, D) a des mutations STK11
et/ou KEAP1, Impower 150 (analyses en sous-groupes) (142)

mKRAS/TP53-WT

Overall Survival (%)

T T T T T T T T T T
12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
C Time (months)

ABCP HR (85% CI): 0.67 (0.40-1.10)
ACP HR (35% CI): 0.95 (0.59-1.64)

Median
52mo

Progression-Free Survival (%)

Fa~ad 3 L LEL Lt a1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Time (months)

Overall Survival (%)

T T T T T T T T 7T
8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
Time (months)

B mKRAS/mTP53
100
90 4 ABCP MR (95% C1): 0.37 (0.21 0.65)
80 - ACP HR (95% C1): 0.67 (0.40-1.14)
70 4
60 —
50 o mmmmm e Ay o e T
40 v
30 A Median 50
06mo 44
20  Median 3
1.7 mo T :
10 - Medi 1
95 e 0
0 i I
T T T T T T T T T T 1771
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
D Time (months)
100 —
90 ABCP HR (95% CI): 0.26 (0.15-0.47
3 ACP HR (95% Cl): 0.68 (0.40-1.14)
£ 80+
K] Median
g 7+ T
NMedian
@ 60 46mo
@ Median
£ S0rormcemnns - 42mo
0 |
s A0 :
@ 30 - :
2 I
=
g 20 - ]
10 i i
" |
04 i i
L)
0 4

Figure 17 Courbes de survie globale et de survie sans progression de Kaplan-Meir concernant les
patients avec mutations KRAS associées (A, C) ou non (B, D) a des mutations TP53,
Impower 150 (analyses en sous-groupes) (142)

55




En ce qui concerne les autres altérations géniques (ALK, ROS1, BRAF, MET), il n’a,
a notre connaissance, pas été publié de données concernant l'efficacité de

I'association CIT dans ces sous-groupes de patients.

La combinaison CIT ayant pris une place centrale dans la prise en charge des CBNPC,
l'intérét d’associer un ICl a la chimiothérapie en cas de driver oncogénique ciblable
reste donc a préciser. Au travers de ces effets immunologiques, l'ajout de la
chimiothérapie a un ICI| pourrait, en effet, permettre de récupérer une réponse
immunitaire antitumorale efficace et de promouvoir l'efficacité de l'immunothérapie
notamment dans le contexte des CBNPC avec micro-environnement tumoral « froid »,
comme les CBPNC avec réarrangements EGFR ou ALK. Cependant, I'impact des
altérations oncogenes, et en particulier de ceux associés a de faibles réponses vis-a-
vis des anti-PD(L1), sur I'efficacité de CIT n’a été que peu étudiée a I'heure actuelle.

Nous avons dans ce contexte réalisé une étude rétrospective multicentrique afin de
décrire l'activité clinique de la combinaison CIT en fonction du profil oncogénique

tumoral.
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ABSTRACT

Background: The combination of chemotherapy and immunotherapy (CIT) is the
standard care for advanced non-small cell lung cancer (NSCLC). However, the impact
of molecular alterations on the efficacy of CIT combination has been poorly studied.
The objective of this study was to describe the clinical activity of CIT according to
oncogenic alterations.

Methods: We conducted a retrospective multicenter study for patients receiving CIT
between September 2018 and October 2021 for an advanced non-squamous NSCLC
with available Next Generation Sequencing tumor DNA analysis. The primary endpoint
was real-world progression-free survival (PFS) and the secondary endpoints were
overall survival (OS) and objective response rate.

Results: 195 patients were included. 173 (88%) patients were current or former
smokers and 154 (79%) were treatment-naive. 80 patients (41.0%) had a KRAS
mutation, 16 (8.2%) had an EGFR mutation or an ALK, ROS1 or RET rearrangement,
11 (5.6%) had a BRAF mutation, 6 (3.1%) had a MET exon 14 mutation or a MET
amplification and 5 (2.6%) had a HER2 mutation. 77 patients (39.5%) had none of

these oncogenic alterations.
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In the overall population, the median PFS was 6.41 months (95% CI 5.26-7.33). The
median PFS for each mutational subgroup was 7.1 months (5.42-8.93) for KRAS, 5.47
months (2.53-15.25) for EGFR/ALK/ROS1/RET, 12.9 months (2.56-NR) for BRAF,
1.54 months (0.62-NR) for MET, 3.91 months (2.55-NR) for HER2, and 5.59 months
(4.67-7.8) for patients without oncogenic alterations. PFS did not differ between KRAS,
EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF and no oncogenic alterations sub-group.

PFS and OS were positively correlated with MET overexpression and PDL1
expression, while STK11 mutations were associated with a worse prognosis. Survival
data were not statistically different according to TP53 status.

Conclusion: In our study, the efficacy of the CIT combination was uneven according
to the molecular profile but did not seem to be impaired by EGFR, ALK, ROS1 and
RET alterations. These results, which need to be confirmed, may call into question the

systematic exclusion of these patients from clinical trials evaluating CIT combinations.
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INTRODUCTION

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death worldwide (143). Over the
last fifteen years, the treatment of advanced non-small cells lung cancer (NSCLC) has
undergone profound changes with the development of targeted therapies and immune
check-points inhibitors (ICl), offering the possibility of a long-term disease control.
Meanwhile, molecular profiling has become part of the routine care for the detection of
targetable oncogenic alterations and predictive biomarker of response to

immunotherapy (37).

Targeted therapies have substantially improved outcomes for patients harboring
EGFR mutation and ALK rearrangement (46,144). Nevertheless, these treatments are
also associated with unavoidable development of resistance and tumor recurrence
(145,146).

Programmed cell death-1 (PD1) or programmed cell death ligand-1 (PDL1) inhibitors
have also significantly enhanced the prognosis of patients with advanced NSCLC
(62,64,147). However, efficacy of ICl is in fact contrasted and only a subset of patients
actually derives prolonged benefit from immunotherapy. Several studies have shown
that anti-PD(L)1 agents are associated with poor outcomes in patients with EGFR
mutations and ALK rearrangements (88-93). This lack of immunogenicity may be
related to an uninflamed tumor micro-environment and low tumor mutational burden
(89,102). On the contrary, KRAS mutations appear to be predictive of good response
to ICI, by their association with smoking history, high PDL1 expression, dense T-cell
infiltration and elevated tumor mutational burden (17). However, interaction between
ICI, tumor cells and host-immunity are complex and other molecular biomarkers, such

as STK11 co-mutations, also influence the efficacy of immunotherapy (126).
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It has been demonstrated that the addition of anti-PD(L)1 to standard chemotherapy
increase the chances of response and prolonged survival (69,148). Benefits observed
with this combination may result from a synergy between the immune response
induced by ICI and the immunogenic effects of chemotherapy, such as increasing the
release of tumoral antigens (immune cell death), inhibiting myeloid-derived suppressor
cells or increasing the ratio of cytotoxic lymphocytes to regulatory T cells (136). Since
then, the combination of chemotherapy with immunotherapy (CIT) has taken a large
part of the management of advanced NSCLC (2). Therefore, it becomes an important
question in clinical practice to know whether CIT can benefit patients harboring non-

immunogenic oncogenic drivers.

To this day, few studies have investigated the response to CIT in the context of
oncogenic alterations. Because they correlate with weak immunogenicity, patients with
EGFR and ALK alterations were excluded from most of the clinical trials of
immunotherapy, including the pivotal Keynote 189 trial. However, based on the anti-
tumoral immunological effects of chemotherapy, it can be hypothesized that adding
chemotherapy to immunotherapy could promote recovery of immunosurveillance

function and restore the activity of ICI, even in “cold” tumors.

At this time, the impact of oncogenic drivers, and in particular those associated with
poor outcomes on single agent anti-PD(L)1 regiment, on the efficacy of CIT is
unknown. Thus, we conducted a multicentrale retrospective study to describe the

efficacy of CIT according to oncogenic alterations.
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METHODS

Study design and population

This retrospective real-word study was carried out in five centers. All patients aged 18
years or older with a locally advancer or a metastatic non-squamous NSCLC for which
mutational testing was performed and interpretable at baseline were included if they
had received a combination of pembrolizumab plus cisplatin or carboplatin and
pemetrexed or a combination of atezolizumab, carboplatin and paclitaxel with or
without bevacizumab between September 2018 and October 2021.

We excluded patients who received immunotherapy and platinum-doublet
chemotherapy but only one cycle with these two regiments in combination. We also
excluded progression-free patients who discontinued treatment after the first or the
second cycle to start a targeted therapy and who received alternative maintenance in
the context of a clinical trial.

Patients were divided into sub-groups according to the type of oncogenic alterations:
KRAS mutations; EGFR mutations or ALK/ROS1/RET rearrangements; BRAF
mutations; MET mutations or MET amplification; HER2 mutations; and no oncogenic

drivers.

Data collection and assessments

Patient demographics (sex, age, smoking history, performance status [ECOG],
previous therapeutic regimens) and tumor characteristics (staging [8™" edition TNM
classification], presence of cerebral or liver metastases, molecular profiling, PDL1
expression, MET expression) were collected at baseline.

ALK rearrangement testing was carried out in each center by IHC assay according to

local procedures. ROS1 fusion screening was centralized at the Lille University
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Hospital and was assessed by IHC assay using D4D6 antibody followed by a FISH
test for confirmation. Mutational testing was performed at Lille University Hospital using
DNA-based Ampliseq Next Generation Sequencing multiplex panels (22 to 36 genes)
or using Pyrosequencing, SNaPshot and fragments analyses for the detection of
KRAS, EGFR, HER2, BRAF and MET mutations. PDL1 tumor proportion score (TPS)
was assessed locally with IHC assay using the 22C3 antibody and was defined as the
percentage of tumor cells with membrane PDL1 staining. MET IHC was centrally
performed at the Lille University Hospital using the SP44 antibody and was graded
from 0 to 3+ according to the intensity of the staining and the proportion of stained cells
(1+: > 50% of cells with weak intensity marking; 2+: > 50% of cells with moderate
intensity marking; 3+: > 50% of cells with strong intensity marking). Gene copy number
was investigated in case of MET IHC 3+ by FISH using ZytoLight SPEC MET/CEN 7
Dual Color assay. Amplification of MET was confirmed if MET/CENY ratio was > 1.8, if
the mean MET gene copy number was > 6 or if clusters were detected.

Real-world objective response was evaluated according to Response Evaluation
Criteria in Solid tumors (RECIST) version 1.1, when reports and images were
available. If not, we used the objective response as assessed by the referring physician
in electronic health records.

Immune-related adverse events (irAEs) were collected and graded according to the
National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE),

version 5

Endpoints
The primary endpoint was real-world progression-free survival (PFS) and the
secondary endpoints were overall survival (OS), objective response rate (ORR) and

disease control rate.
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PFS was defined as the interval between the first treatment administration and the date
of either death or radiologically documented progression. OS was defined as the
interval between the first treatment administration and the date of either death or the
last follow-up. The objective response rate refers to the percentage of patients with
complete or partial response and the disease control rate corresponds to the

percentage of patients with complete, partial or stable response.

Statistical analysis

Categorical variables were expressed in terms of frequency and percentage and
quantitative variables in terms of mean and standard deviation or median and
interquartile range (IQR).

Progression-free survival and overall survival were estimated by the Kaplan-Meier
method, and compared by the Log-rank test. The Cox proportional hazards model was
used to estimate the Hazard Ratios (HR) and their 95% confidence intervals (95% CI).
Comparison of PFS according to oncogenic drivers was adjusted for age, performance
status, smoking history, stage and number of previous lines. MET and HERZ2
alterations had to be excluded for comparative analyses between oncogenic drivers
due to the small number of patients involved.

Median follow-up time was estimated by a reverse Kaplan Meier model. Median
duration of treatment was estimated by the Kalbfleisch and Prentice method,
considering treatment discontinuation as an event and death as a concurrent event.
Patients still on treatment at last up-date were censored. Statistical tests were
performed according to the two-sided 5% a risk.

Statistical analyses were carried out using SAS software (SAS Institute, Cary, NC,

version 9.4).
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Ethical disclosures

The data were gathered anonymously from digital medical files.

This study was conducted according the Reference Methodology 004 (MR-004)
established by the National Commission of Informatic and Liberties (Commission
Nationale de I'ilnformatique et des Libertés, CNIL), which regulates studies that do not
involve humans in France and in particular studies based on the reuse of pre-existing
data.

A declaration related to the computerized treatment of the data has been filed with the

data protection officer of the Lille University Hospital (ID 865).

RESULTS

Baseline characteristics

261 patients with a locally advanced or metastatic non-squamous NSCLC and treated
with platinum-based chemotherapy and immunotherapy were screened. Among them,
66 patients were excluded, mainly because no mutation profile had been performed,
as shown in the flowchart (Figure 1). Overall, 195 patients were included. All of them

had received a treatment with pembrolizumab, platinum and pemetrexed.

n =261

screened
n = 66 excluded :
- Dual histological components (n = 2)
- Mutations testing not performed (n = 40)

» |- Mutations testing not contributive (n = 14)

- Switch for tyrosine kinase inhibitor (n = 3)
- Alternative maintenance in clinical trial (n = 2)
- Administration of ICI and chemotherapy in combination for only one cycle (n = 5)

n=195

enrolled

Figure 1 Flowchart of the study population
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Demographics and clinical characteristics of patients at baseline are described in Table
1. 124 (64%) were men and 71 (34%) women. Median age was 62 years, ranging from
34 to 78 years. Most patients (75%) had a favorable performance status (ECOG 0 or
1). 173 (88%) were current or former smokers and 23 (12%) were non-smokers.

At baseline, the tumor disease was metastatic in 188 patients (89%) and locally
advanced in 7 (11%). 62 patients (32%) presented brain metastases and 33 (17%)
liver metastases.

154 patients (79%) were treatment-naive. Among the 42 patients (21%) who had been
previously treated, 7 patients (3.6%) had received prior treatment with ICI as
monotherapy and 12 (6.2%) had received at least one targeted therapy.

PDL1 expression was available in 183 patients (94%). Among them, 68 (37%) had a
PDL1 tumor proportion score of less than 1%, 60 (33%) a score of 1 to 49% and 55
(30%) a score of 50% or greater.

MET expression was assessed in 72 patients (37%). 33 patients (46%) had moderate

or high (2+ or 3+) MET expression level.
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Table 1 Baseline characteristics of the study population

Characteristic

Total (N = 195)

Men — n (%)

Age
Median (range) — year
<50 yr—n (%)
>65yr—n (%)
>70yr—n (%)

ECOG performance-status score — n (%)

0
1
2
Smoking status — n (%)
Current or former
< 5 pack-year
Never
Histology — n (%)
Adenocarcinoma
Not otherwise specified
Stage — n (%)
IVB
IVA
11
Brain metastases — n (%)
Liver metastases — n (%)
Previous therapy— n (%)
No
For metastatic disease
1 prior line of treatment
2 prior lines of treatment
> 3 prior lines of treatment
Chemotherapy
Immunotherapy
Tyrosine kinase inhibitor
For non-metastatic disease
Radiochemotherapy
Adjuvant chemotherapy
Neoadjuvant chemotherapy
PDL1 TPS — n (%)
<1%
>1%
1-49%
>50%
Unknown
MET expression score — n (%)
0
1+
2+
3+
Unknown

124 (63.6)

62.3 (34-78)
28 (14.4)
79 (40.5)
41 (21.0)

47 (24.1)
122 (62.6)
26 (13.3)

172 (88.2)
6 (3.1)
23 (11.8)

173 (88.7)
22 (11.3)

135 (69.2)
53 (27.2)
7 (3.6)

62 (31.8)
33 (16.9)

154 (79.0)
31 (15.9)
28 (14.3)
6 (3.1)

7 (3.6)
21 (10.8)
7 (3.6)
12 (6.2)
10 (5.1)
4 (2.1)

5 (2.6)
1(0.5)

68 (34.9)
115 (59.0)
60 (30.8)
55 (28.2)
12 (6.1)

14 (7.2)
25 (12.8)
25 (12.8)
8 (4.1)
123 (63.1)
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Molecular profiling

Molecular profiling was evaluated by DNA-based NGS panel in 193 patients (99%) and
by Pyrosequencing, SNaPshot and fragments analyses for the detection of EGFR,
KRAS, HER2, BRAF and MET mutations in 2 patients (1%). One of these two patients
had EGFR exon 20 insertion and the other had KRAS G12C mutation. Molecular
testing was performed on tissue or cytological samples in 186 patients (95%) and on
circulating blood tumor DNA for 9 patients (5%). Additional analyzes by RNA-based
NGS assay were conducted in 32 patients (16%).

118 patients had one oncogenic driver including 80 patients with a KRAS mutation
(G12C, n = 38; G12D, n = 5; G12V, n = 12; G12A, n = 8; G13D, n = 4; other, n = 10),
8 patients with an EGFR mutation (exon19del or Leu858R, n = 5; exon 20 insertion, n
= 2; exon 18 multiple mutations, n = 1), 5 patients with an ALK rearrangement, 2
patients with a ROS1 rearrangement, one patient with a RET rearrangement, 11
patients with a BRAF mutation (V600E, n = 6; non-V600E, n = 5), 4 patients with MET
exon 14 skipping, 2 patients with MET amplification and 5 patients with a HER2
mutation. The distribution of oncogenic drivers in the study population is reported in
Figure 2. Characteristics of patients in each sub-group are resumed in Supplementary
Table S1.

TP53 mutations were found in 102 patients (52%) and STK11 mutations in 37 patients
(19%) (Figure 3). Characteristics of patients with TP53 and STK11 mutations are

summarized in Supplementary Table S2.
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(5, 2.6%) HER2
(2, 1.0%) MET amp
(4, 2.1%) MET exon 14

(11, 5.6%) BRAF

EGFR (8, 4.1%)
ALK (5, 2.6%)

ROS1 (2, 1%)

RET (1, 0.5%)

Figure 2 Distribution of oncogenic drivers in the study population

KRAS (36/80, 45%)

TP53m
(102, 52.3%)
EGFR (5/8, 62.5%)
ALK (2/5, 40.0%)
ROS1 (1/2, 50.0%)
RET (1/1, 100%)

BRAF (5/11, 45.5%)
METexon14/METamp (1/6, 16.7%)

HER2 (2/5, 20.0%)

No oncogenic driver (49/77, 63.6%)

_-KRAS (16/80, 20.0%)

- No oncogenic driver
(19777, 24.7%)
STK11m

(37, 19%)

Figure 3  Distribution of TP53 mutations (A) and ST11 mutations (B) in the study population
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Treatment characteristics

41 patients received cisplatin (21%) and 154 carboplatin (79%).

Maintenance therapy was conducted for 131 patients (67%). Pemetrexed was
interrupted during maintenance phase for 45 patients (34%) while pembrolizumab was
discontinued in only seven (5%).

Treatment was interrupted for 43% of patients at 6 months, for 69% at 12 months and
for 78% at 18 months. 32 patients (16%) were still in treatment at the time of data
cutoff. The main reasons for discontinuing treatment were progression disease (n =
163, 84%), toxicity (n = 21, 11%) and death (n = 13, 7%).

Median number of cycles administered was 8 (IQR 4-13).

Progression-disease survival

With a median follow up of 20.2 months [IQR 15.7-25.2], 151 events were recorded.
In the entire cohort, median progression free survival was 6.41 months (95% CI 5.32;
7.33) (Figure 4). The proportion of patients who were progression-free and alive at 6,

12 and 18 months was 51%, 29% and 22% respectively.
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Figure 4 Kaplan-Meir curve of progression-free survival in the global study population
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PFS did not statistically differ according to smoking status (p = 0.31), age > 70 years
(p = 0.15) and the presence of brain metastases at baseline (p = 0.47). PFS was
significantly shorter in case of liver metastases (4.67 months [95% CI| 2.60-6.87] versus
6.70 months [5.59-8.77]; HR [1.10-2.48], p = 0.0159).

Median PFS for individual driver oncogenic sub-groups was 7.10 months (95% CI 5.42-
8.94) for KRAS patients, 5.47 months (2.53-15.34) for EGFR/ALK/ROS1/RET patients,
12.9 months (2.56-NR) for BRAF patients, 1.55 months (0.62-NR) for MET patients
and 3.91 months (2.56-NR) for HER2 patients (Figure 5, Table 2). For patients without
any of these oncogenic drivers, mPFS was 5.59 months (95% CI 4.67-7.79).

PFS did no differ between KRAS, EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF and no oncogenic
driver sub-groups (p = 0.54), even after adjustment for age, performance status,
smoking history, stage and previous lines of treatment (p = 0.65)

PFS was not statistically different between EGFR patients compared to those
harboring ALK, ROS1 or RET rearrangements (5.59 months [95% CI 0.82-15.35] and
4.67 [2.56-5.62] respectively, p = 0,98).

Among the patients with BRAF mutations, PFS was higher in case of V600E mutations
compared to non-V600E mutations (20.31 months [95% CI 2.60-NR] versus 8.45 [0.69-
NR], p = 0.021).

Among patients with PFS > 12 months, 2 had EGFR mutations (L858R and exon 18
multiple mutations), 2 had ALK rearrangements, 4 had BRAF V600E mutations, 21
had KRAS mutations and 0 had MET exon 14 mutation, MET amplification or HER2

mutation.
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Figure 5 Kaplan-Meir curves of progression-free survival for each oncogenic drivers subgroups

Table 2 Progression-free survival and response rate according to oncogenic drivers

mPFS (95% ClI) 6-months PFS 12- months PFS  18-months PFS ORR

months % % % %
No driver (n = 77) 5.59 481 28.2 19.7 48
(4.67-7.79) : : :
KRAS (n = 80) 7.10 58.8 30.4 238 46
(5.42-8.94) : : :
EGFR, ALK, ROS1 or 5.47
RET (n = 16) (2.53-15.34) 438 313 234 44
BRAF (n = 11) 12.9 72.7 52.0 39.0 54
= (2.56-NR) : : :
MET exon 14 or MET amp 1.55
o (0 62-NR) 16.7 0 0 17
_ 3.91
HER2 (n = 5) P 10NR) 0 0 0 20
Overall population 6.41
o 0 36.7.79) 51.3 29.1 21.7 46

STK11™ patients showed significantly poorer PFS compared with STK11% patients
(3.0 months [95% CI 2.53-5.85] versus 6.4 months [5.52-8.38]; HR 1,66 [95% CI 1.13-
2.45], p = 0.0106). The negative impact of STK11 mutations appear to be stronger
among KRAS™ patients (2.5 months [1.45-9.99] for KRAS™/STK11™ patients versus
7.5 months [6.47-9.79] for KRAS™/STK11"; HR 2.38 [1.34-4.25], p = 0.0024) (Figure

6).
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By contrast, no difference in PFS was showed between patients with and without TP53
mutations in the overall cohort (6.6 months [95% CI 5.96-7.85] versus 5.6 months
[4.66-8.58] respectively; HR 0.83 [95% CI 0.60-1.14], p = 0.25) (Figure 7), in KRAS
sub-group (7.5 months [5.42-11.3] versus 6.5 months [4.60-9.17], p = 0.30) or in
EGFR/ALK/ROS1/RET sub-group (5.4 months [2.53-7.20] versus months 4.7 [0.82-

15.35], p = 0.88).
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MET overexpression > 2+ was significantly associated with longer PFS (6.9 months
[95% CI 4.8-9.0] for patients with MET > 2+ versus 5.5 months [2.63-6.70] for patients

with MET < 2+; HR 0.59 [95% CI 0.35-0.99], p = 0.043) (Figure 8).
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Figure 8 Kaplan-Meir curves of progression-free survival according to MET overexpression > 2+ in
the global study population

PDL1 TPS > 1% and PDL1 TPS > 50% were correlated with better PFS in the overall
population (mPFS of 8.4 months [95% CI 6.57-11] for PDL1 > 1% versus 5.0 months
[4.11-5.59] for PDL1 < 1%; HR 0,55 [95% CI 0.39-0.77], p = 0.0004 and 8.9 months
[7.20-NR] for PDL1 > 50% versus 5.5 months [4.80-6.67] for PDL1 < 50%; HR 0.45
[0.30-0.68], p = 0.0001). High expression of PDL1 > 50% seemed to be also associated
with better response in EGFR/ALK/ROS1/RET sub-group (mPFS of 6.4 [3.19-NR] for

PDL1 > 50% versus 3.23 months [0.82-NR] for PDL1 < 50%).
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Figure 9
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Overall survival

With 101 deaths, the estimated proportion of patients who were alive at 6 months, 12
months and 18 months were 77.8%, 61.5% and 48.0% respectively. Median overall

survival in the global cohort was 16.7 months (95% CI 13.70-20.87) (Figure 10).

Overall population [oCensored]

Overall survival
§
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Figure 10 Kaplan-Meir curve of overall survival in the global study population

OS did not differ according to smoking status (p = 0.63) and to the presence of brain
metastases (p = 0.37) but was significantly shorter in patients aged 70 years and older
(mOS of 12.1 months [95% CI 6.28-21.85] in patients aged 70 years and older versus
18.1 months [15.01-21.19] for those under 70 years of age; HR 1.60 [95% CI 1.01-
2.51], p = 0.0432) and in patients with liver metastases at baseline (mOS of 9.03
months [5.98-NR] in patients with liver metastases versus 18.1 months [15.6-26.1] for
those without liver metastases; HR 1.76 [1.95-2.82], p = 0.0195).

Median OS for individual molecular sub-groups was 18.6 months (95% Cl 12.16-NR)
for KRAS, 13.0 (6.74-20.60) for EGFR/ALK/ROS1/RET, 21.9 (6.28-NR) for BRAF, 15.8
(1.84-NR) for MET and 15.0 (3.58-NR) for HER2 (Figure 11). For patients without any
of these oncogenic drivers, mOS was 16.7 months (10.02-20.87). OS was not
statistically different between KRAS, EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF and no oncogenic

driver sub-groups.
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Figure 11 Kaplan-Meir curves of overall survival according to oncogenic alterations

STK11 mutations were correlated with poor prognosis in the whole population (mOS
9.9 months [95% CI 4.80-13.70] for STK11™ patients versus 19.8 months [15.57-NR]
for STK11"; HR 2.08 [95% CI 1.31-3.28], p = 0.0014) and even more so in KRAS sub-
group (5.6 months [3.22-NR] for KRAS™/STK11™ versus 21.1 months [14.16-NR] for

KRAS™/STK11" patients; HR 2.51 [1.33-5.10] p = 0.0112) (Figure 12).
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OS was not different between TP53™ patients and TP53" patients, in the global study

population (mOS of 16.8 months [95% CI 13.01-21.06] and 15.9 months [12.16-NR]

respectively; HR 1.02 [95% CI 0.69-1.52], p = 0.92) and in KRAS patients (p = 0.68)

(Figure 13)
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Figure 13 Kaplan-Meir curves of overall survival according to TP53 mutations in the global study
9 population

MET overexpression > 2+ were positively correlated with OS (mOS NR [95% CI 15.02-

NR] for patients with MET > 2+ and of 12.68 months [6.74-18.60] for patients with MET

< 2+; HR 0.47 [95% CI1 0.24-0.92], p = 0.028) (Figure 14).
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Kaplan-Meir curves of overall survival according to MET overexpression > 2+ in the
global study population
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Patients with PDL1 TPS > 1% had longer mOS (26.1 months [95% CI 15.91-NR]
versus 12.2 months [7.26-18.60]; HR 0.52 [95% CI 0.34-0.78], p = 0.0014). Survival
benefits were greater for patients with PDL1 > 50% (mOS NR [15.74-NR] versus 14.6
months [10.85-19.85]; HR 0.48 [0.29-0.80], p = 0.0049) (Figure 15). PDL1 TPS > 50%
appeared to be also associated with longer OS for EGFR/ALK/ROS1/RET patients
(mOS of 15.0 months [6.73-NR] for patients with PDL1 TPS > 50% and of 9.55 months

[1.56-NR] in those with PDL1 TPS < 50%).
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Figure 15 Kaplan-Meir curves of overall survival according to PDL1 Tumor Proportion Score >
1% (A) and PDL1 Tumor Proportion Score > 50% (B)

Response rate

The objective response rate was 46 % in the whole population, ranging from 17 % for
the MET-dysregulated sub-group to 55 % for the BRAF sub-group. The response rate
was comparable for EGFR/ALK/ROS1/RET, KRAS and no driver subgroups (44%,
46% and 48% respectively), whereas it was only 20% in case of HER2 mutations.
Among the patients with BRAF mutations, the response rate was in fact contrasted
and ranged from 83% for BRAF V600E NSCLC to 20% for BRAF non-V600E NSCLC.
The disease control rate was 70% in the whole population. Similarly, the lowest
disease control rate was observed in the MET subgroup (33%) and the highest in the

BRAF subgroup (82%). It was 75%, 69%, 67.5% and 60% for KRAS mutations,
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EGFR/ALK/ROS1/RET and HER2 mutations subgroups respectively. Best responses

for each molecular sub-groups are represented in Figure 16.
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Figure 16

Immune-related adverse events

Immune-related adverse events of any grade occurred in 70 patients (36%). These
events were of grade 3 or higher in 10 patients (5%). The most common irAEs of grade
1 or 2 were thyroitidis (15%), rash (11%) and pruritus (7%) and the most common
severe irAEs (grade 3 to 5) were hepatitis (1.5%) and pneumonitis (1.5%) (Table 3).
Discontinuation of pembrolizumab because of irAEs occurred in 9 patients (4.6%). Two
immune-mediated adverse events (pneumonitis and macrophagic activation
syndrome) led to death.

Among the 9 patients who received CIT directly after a tyrosine kinase inhibitor
regiment, 6 patients (67%) presented irAEs, including 7 events of grade 1 or 2
(thyroitidis, n = 2; rash, n = 2; pruritis, n = 1; pneumonitis, n = 1; nephritis, n = 1) and 1

severe event (hemolytic auto-immune anemia of grade 4).
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Table 3 Immune related adverse events in the global study population

Any grade Grade 1 or 2 Grade 3,4 0r5

n (%) n (%) n (%)
Any 70 (35.9%) 66 (33.8) 10 (5.1)
Thyroitidis 30 (15.4) 30 (15.4) 0
Rash 21(10.8) 19 (9.7) 2(1.0)
Pruritus 13 (6.7) 13 (6.7) 0
Pneumonitis 10 (5.1) 7 (3.6) 3(1.5)
Rheumatism 7 (3.6) 7 (3.6) 0
Hepatitis 6 (3.1) 3(1.5) 3(1.5)
Colitis 4(2.1) 3(1.5) 1(0.5)
Nephritis 3(1.5) 3(1.5) 0
Cytopenia 2(1.0) 0 2(1.0)
Adrenal insufficiency 2 (1.0) 2(1.0) 0
Vitiligo 2(1.0) 2(1.0) 0
Myositis 1 (0.5) 1 (0.5) 0
Lupus 1(0.5) 1(0.5) 0
Hypophysitis 0 0 0
Pancreatitis 0 0 0
Diabetes mellitus 0 0 0
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DISCUSSION

The purpose of this study was to analyze the clinical activity of CIT in the context of
oncogenic driver alterations. To address this issue, we conducted a ‘real world’
multicentric retrospective study. We used PFS as the primary endpoint to avoid the
impact of subsequent lines of treatment, including targeted therapies available from

2nd line for patients with KRAS, BRAF, MET and HERZ2 mutations.

Regarding age, sex, smoking status and PDL1 TPS, the study population was close to
the one of the Keynote 189 clinical trial. The proportion of patients with ECOG
performance status of 2 and with brain metastases at basline was higher in our study
population (69).

In the global study population, median progression free survival was 6.41 months (95%
Cl95% 5.36-7.79). By comparison, mPFS was 9.0 months (95% CI 8.1-9.9) in Keynote
189 trial and 6.9 months (95% CI 5.7-8.2) in IMpower 150 trial in immunotherapy-
combination groups (132,139). In a retrospective study evaluating the real-word
effectiveness of pembrolizumab plus chemotherapy in untreated patients, mPFS was
8.6 months (95% CI 8.6 —9.5) (149). The observed difference in PFS may be explained
by the fact that 21% and 13% of the patients included were pre-treated and had

impaired general condition respectively.

Due to the low number of patients, EGFR, ALK, ROS1 and RET alterations were
analyzed together in a same subgroup. PFS did not differ between patients with EGFR
mutations and patients with rearrangements and in EGFR/ALK/ROS1/RET sub-group
compared to KRAS, BRAF and no oncogenic driver subgroups. Regarding the EGFR

patients, Shen et al. reported similar outcomes in 8 patients treated by CIT after
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progression on targeted therapy (mPFS of 4.2 months [95% CI 3.03-5.43] and
response rate of 37.5 %) (150).

In addition, 2 patients (one with EGFR L858R mutation and one with multiple exon 18
mutations) and 2 with ALK rearrangement showed prolonged progression free survival
> 12 months (17.6 months, 25.9 months, 15.7 months and 29.3 months respectively at
the end of data cutoff).

Our results suggest that the efficacy of CIT may not be inferior in patients with EGFR
mutations or rearrangements compared to no oncogenic driver patients, although we
cannot assess whether the benefit is carried by the addition of immunotherapy, through
a synergy with the immunological effects of chemotherapy, or by the chemotherapy
alone.

Impower 150 trial have shown a potential survival benefit for patients with sensitizing
EGFR receiving atezolizumab in association with bevacizumab, carboplatin and
paclitaxel (ABCP) when compared with BCP. However, this survival benefit was not
seen with the combination of atezolizumab, carboplatin and paclitaxel, suggesting that
the addition of bevacizumab may be considered in these patients in light of its
immunomodulatory effects (139). White et al. have reported in a retrospective study
that CIT do not improve overall survival compared to chemotherapy alone in EGFR
patients after progression on osimertinib (140). In our study, overall survival did not
differ according to molecular sub-groups or smoking status.

Thus, our results suggest that EGFR mutations and rearrangements are not
associated with poor outcomes for patients treated with CIT and could be allowed in
clinical trials evaluating CIT combinations to precise the place of immunotherapy in this

population.
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Despite close clinical and pathophysiological characteristics and a similar response
profile to immunotherapy as a single agent (92,93,151), the five patients with HER2
mutations seem to derive less benefit from CIT compared to those with EGFR
mutations in our study. However, because of this small number of patients, HER2
mutations were excluded from the comparative analysis of molecular subgroups. Yang
and al. reported that CIT did not statistically improve PFS compared to chemotherapy
alone from a retrospective cohort of 210 patients with HER2 mutations (mPFS of 5.20
months [95% CI 3.64-6.76] versus 4 months [2.70-5.37], HR 0.77 [95% CI 0.52-1.14],
p = 0.20) (141). Nevertheless, the Kaplan-Meir curves seems to be in favor of CIT in
this study. Saalfed and al. show better outcomes with CIT (mPFS of 6 months and
ORR of 52%) compared to ICI| alone (mPFS of 4 months and ORR of 16%) in 61
patients with HER2 mutations (109).

We reported poorer results in these patients but the number of patients was very small,

which may have led to sampling bias.

In our study, patients with BRAF mutations derived the greatest benefit from CIT.
These results are mainly driven by BRAF V600E patients although most of them were
non-smokers and only one had a high expression of PDL1 > 50%. A case report also
showed a prolonged response to CIT in a non-smoker BRAF V600E NSCLC patient
(152). Retrospective studies that have investigated the efficacy of immunotherapy
alone in patients with BRAF mutations have reported a median PFS in the range of 1.5
and 5.3 months (153).

Our results suggest that CIT could be particularly interesting in case of BRAF
mutations, and especially in case of BRAF V600E mutations, but further studies are

needed due to the small size of the subgroup.
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With a mPFS of 1.54 months (95% CI 1.22-NR), a 6-month PFS rate of 17% and a
ORR of 17%, patients with MET exon 14 mutations or MET amplification showed the
lowest outcomes. PFS was similar in the two patients with MET amplification (1.48 and
1.61 months) but was variable in the four patients with MET exon 14, ranging from 0.61
months to 8.57 months. Experimental studies suggest that the MET/HGF axis plays an
immunomodulatory role in the tumor microenvironment (154,155) but favorable
outcomes has been reported in several studies evaluating anti-PD1 or anti-PDL1 single
agent regiment in case of MET exon 14 mutations or MET amplification (153). Given
this discordance in results and the very small number of patients with MET alterations
included, further studies are needed to assess the efficacy of CIT in this population.
However, the advanced age of patients with MET alterations may explain at least in

part the low results obtained in our study (156)

PFS did not differ between KRAS subgroup and no oncogenic driver subgroup (HR
0.85 [95% CI 0.59-1.23], p = 0.40 after adjustment), even though the proportion of
patients with high PDL1 > 50% expression was larger in case of KRAS mutation. These
results are consistent with an exploratory analysis of the Keynote 189 trial with showed
a mPFS of 9 months (95% CI 7-14) in KRAS™ patients and in KRAS™! patients (157).
However, two meta-analyses showed that KRAS mutation is a potential biomarker for
survival benefits to ICI with or without chemotherapy (120,158).

By contrast, survival data were inferior in the KRAS™ subgroup (mOS of 11.7 months
and mPFS of 4.8 months) compared with the KRAS"! group (mOS of 19.5 months and
mPFS of 6.8 months) with atezolizumab — carboplatine — paclitaxel in the Impower 150

trial (142). Nevertheless, the benefits appeared to be comparable between KRAS™ and
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KRAS" patients with the ABCP combination, suggesting that the addition of

bevacizumab to CIT may be of value in case of KRAS mutation.

As previously reported, PDL-1 was correlated with better responses, including in the
EGFR/ALK/ROS1/RET sub-group (69,92,100). We also described the impact of other
histomolecular factors on CIT efficacy.

STK11 mutations appear to be a poor prognostic factor in the whole cohort and
particularly in KRAS sub-group. The negative predictive value of STK11 inactivation
towards ICI has also been reported by several studies, including Impower 150 trial.
(124,142). Although they are strongly associated with smoking, it has been shown that
STK11 mutations result in a cold immunosuppressive environment characterized by a
low PDL1 tumoral expression and a low density of lymphocytes T CD8+ (124). Among
the 37 patients harboring STK11 mutations in our study, 51% had PDL1 TPS of less
than 1% and only one had PDL1 TPS > 50%. However, the low expression of PDL1
appears insufficient to explain the fact that STK11 patients do not seem to benefit from
the synergetic immunological effects of CIT. Further investigations are needed to
understand the pathways underlying the impairment of the antitumor immune response
in case of STK11 mutations but several and potentially interrelated mechanisms have
already been outlined: reduced STING expression resulting in downregulation of
chemokines and interferons, metabolic competition with immune effector cells,
increased IL-23 and CCL9 expression leading to impaired T-cell infiltration, elevated
TGF-B and IL-6 expression, enhanced prostaglandin production and impaired of
dendritic cells recruitment through the activation of the Wnt/ B-catenin (126).

Nevertheless, the correlation between STK11 inactivation and poor response is not
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stringent since 5 patients with STK11 mutations showed prolonged PFS ranging from
12 to 36 months in our study.

Two series have reported that TP53 mutations, which lead to an accumulated DNA
damage and thus to an increased tumor immunogenicity, is positively correlated with
response to ICI (130,131). In our study, no difference in overall survival and
progression free survival was observed according to TP53 mutations in the whole
cohort and in the KRAS sub-group. In the IMpower150 trial, TP53 mutations seemed
to be associated with better outcomes with ABCP but no with ACP in KRAS patients
(142).

MET overexpression, which is commonly considered as a poor prognostic factor (159),
was associated with longer PFS in our study. To our knowledge, this is the first
description of ICI based regiment efficacy in case of MET overexpression. The reason
why MET overexpression is positively correlated with survival while MET exon 14
mutations and MET amplifications patients showed poor outcomes is unclear. The lack
of correlation between MET overexpression and efficacy of MET inhibitors and the
differences in patients characteristics, especially in terms of age and smoking status,
might provide some points of consideration (23,32,33). Furthermore, the MET receptor
is not only expressed by tumor cells but also by immune cells in the tumor
microenvironment raising the possibility of an immunomodulatory role for this axis

(155).

102 immune-mediated adverse events of any grade, involving 70 patients (36%), were
recorded. Eleven of these events were severe (grade > 3) including two events of grade
5. The proportion of irAEs recorded was higher than in the Keynote 189 trial (22.7% in
the pembrolizumab combination arm) but the rate of events of grade 3 to 5 were quite

similar. Among the 9 patients who received CIT following a tyrosine kinase inhibitor, 6
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patients (67%) presented at least one irAE of grade 1 or 2 and one presented a severe
irAE. It has been reported that immunotherapy followed by osimertinib is associated
with a greater risk of developing severe irAERs due to the prolonger receptor
occupancy of anti-PDL1 antibodies. In contrast, osimertinib following by sub-sequent
anti-PD(L1) does not appear to cause an excess risk of toxicity because of its relatively
short half-life (160).

Because an increased risk of potentially severe adverse events related to the addition
of pembrolizumab, it is necessary to define whether or not the CIT combination
provides benefit to patients with targetable oncogenic alterations compared to

chemotherapy alone through comparative study.

The small number of patients in some molecular sub-groups, especially for HER2 and
MET sub-groups, represents the main limitation of this work. Our study has also
limitations due to its retrospective design including reporting bias, lack of centralized
radiologic assessment and variable scanning intervals.

The main strengths of our study are the size of the overall population and the fact that

mutational analyses were conducted in a centralized and standardized manner.

In conclusion, in our real-word retrospective study the efficacy of the combination of
pembrolizumab with pemetrexed and platinum-based chemotherapy combination
differed according to molecular profiling but did not appear to be affected by EGFR,
ALK, ROS1 and RET alterations. These results, which need to be confirmed, may
question the systematic exclusion of these patients from trials evaluating CIT
combinations, and suggest that adding anti-PD1 agents to chemotherapy may be a
valuable option for patients with an oncogenic driver. Two ongoing phase Il trials will

soon help to determine the role of CIT in patients with EGFR mutations.
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The histomolecular response factors evaluated in our study, which are those currently
available in clinical practice, reflect the biological diversity of NSCLC but do not seem
to be sufficient to predict the response to CIT. The identification of new biomarkers,
especially immunological scores, could provide a better understanding of the
complexity of the tumor microenvironment and could help to optimize treatments

trough a personalized approach.
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SUPPLEMENTARY APPENDIX

i:gg:?é?:?ﬁge S1 Baseline characteristics of patients in each oncogenic drivers sub-groups
No driver KRAS EUGS::;:"" BRAF :‘)"rE“:;’f‘;'r‘n“ HER2
(n=77) (n = 80) (n = 16) (n=11) n=6) P (n=5)
Gender — n (%)
Men 60 (78) 44 (55) 7 (44) ?V(GS(%E: o) 46D 3 (60)
Women 17 (22) 36 (45) 9 (56) fv(gggE: 55 2033 2 (40)
Age — median (range) 62 (40-78) 62 (38-77)  55(34-72) 64 (45-77)  T2(47-75) 69 (54-73)
Smoking history — n
(%)
3/80 (4) 4(36)
Never-smoker 8 (10) otzo2s 561 og: 4 2033 3 (60)
f%‘r‘rrT:Z?ts‘;:oker 69 (90) 77 (96) 11 (69) 7 (64) 4 (67) 2 (40)
<5PY 2 (2.5) 1(1.25) 1(6) 0 1(17) 0
> 5 PY 63 (82) 74 (91) 10 (62.5) (7V(66(‘)13E: g 2033 2 (40)
Unknown 4(5) 2 (2.5) 0 0 1(17) 0
?,/’;)*"iws therapy —n 44 (43 11 (14) 11 (69) 4 (36) 3(50) 2 (40)
PDL1 — n (%)
<1% 35 (45.5) 27 (34) 0 (Zv(gggE: o) 203 2 (40)
> 1% 38 (49) 50 (62.5) 12 (75) ?v(gggE: 55 467 3 (60)
> 50% 10 (13) 29 (36) 9 (56) ?v(szggE: ey 203 2/5 (40)
Unknown 4(5) 3(3.75) 4 (25) 109) 0 0

(V600E)
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Supplementary

Baseline characteristics of patients with MET overexpression, TP53

Appendix Table S2 mutations or STK11 mutations
MET > 2+ TP53 STK11
(n=34) (n=102) (n=137)
Gender — n (%)
Men 19 (58) 66 (65) 26 (70)
Women 14 (42) 36 (35) 11 (30)
Age — median (range) 63.9 (43-75) 60.4 (34-78) 64.1 (40-74)
Smoking history — n (%)
Never-smoker 4 (12) 9(9) 1(3)
Current or former smoker 29 (88) 93 (91) 36 (97)
<5PY 1(3) 2(2) 0
>5PY 28 (85) 85 (83) 36 (97)
Unknown 0 6 (6) 2
Histology — n (%)
Adenocarcinoma 33 (100) 88 (86) 33 (89)
Not otherwise specified 0 14 (14) 4(11)
Brain metastases — n (%) 17 (52) 44 (43) 12 (32)
Liver metastases — n (%) 3(9) 23 (22.5) 5(14)
Previous therapy — n (%) 9 (26) 22 (21.5) 8 (22)
PDL1 — n (%)
<1% 6 (18) 29 (28) 19 (51)
>1% 25 (76) 69 (68) 15 (41)
> 50% 14 (42) 34 (33) 1(3)
Unknown 2 (6) 4(4) 2 (5)
Oncogenic drivers — n (%)
KRAS (n = 80) 6 (18) 36 (35) 16 (43)
EGFR (n = 8) 2 (6) 5(5) 0
ALK, ROS1 or RET (n =7) 0 4(4) 0
BRAF (n = 11) 1 (3) (V600E: 1) 5 (5) (V60OE: 1) 1 (3) (V600E: 0)
MET exon 14 (n = 4) 1(3) 0 0
MET amp (n = 2) 2 (6) 1(1) 0
HER2 2 (6) 2(2) 1(3)
No (n = 77) 31 (94) 49 (48) 19 (51)
Co-mutations — n (%)
TP53 18 (55) / 18 (49)
STK11 2 (6) 18 (18) /
MET > 2+ —n (%) / 19 (19) 2 (6)
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lll. DISCUSSION

A. Les principaux résultats

1. La population de I'étude

La population de I'étude était proche de celle de l'essai clinique Keynote 189,
notamment en ce qui concerne I'age, le sexe, le statut tabagique et I'expression de
PDL1 (69). En revanche, la proportion de patients avec un état général altéré
(Perfomance status a 2) a l'initiation de la CIT était plus importante dans notre étude
(13% versus 0.2% pour le bras CIT de I'essai Keynote 189), de méme que la proportion
de patients avec des métastases cérébrales (32% versus 18%). Les données de la
littérature montrent que la présence de métastases cérébrales n’affecte pas I'efficacité
des anti-PD(L)1 en monothérapie ou en association a la chimiothérapie (69,161). En
revanche, le performance status > 2 constitue un facteur indépendant de mauvais
pronostic (149,162). Par ailleurs, 31 patients (16%) avaient déja regu au moins une
ligne de traitement systémique pour une maladie métastatique. Certains de ces
patients étaient lourdement prétraités ce qui a pu aussi impacter négativement les
résultats.

Le sous-groupe des patients avec mutations KRAS et le sous-groupe des patients
sans altérations oncogéniques représentaient a part égale 80% des patients inclus. La
répartition des drivers oncogéniques était cohérente avec les données de la littérature,
tenant compte du fait que I'association CIT ne fait actuellement pas partie de la prise
en charge standard des patients avec altérations EGFR et ALK (12). La fréquence des
mutations TP53 et STK11 observée dans notre étude (52% et 20% respectivement)

est également similaire a celle rapportée dans la littérature (13,126).

91



2. L'efficacité de l'association CIT en fonction des sous-groupes
mutationnels

La survie sans progression n’était pas statistiquement différente entre les sous-
groupes EGFR/ROS1/ALK/RET, KRAS, BRAF et absence d’altération oncogénique (p
= 0,54), y compris aprés ajustement sur I'dge, le performance status, le statut
tabagique, le stade tumoral et le nombre de ligne(s) préalablement regue(s). La SSP
ne différait pas non plus entre les patients avec mutations EGFR et ceux avec
réarrangements ALK, ROS1 et RET (p = 0,98).

Au sein du sous-groupe BRAF, la SSP était significativement plus longue chez les
patients avec mutations V600E par rapport a ceux avec mutations non-V600E (SSPm
de 20,31 mois [IC 95% 2.60-NR] versus 8,45 [0.69-NR], p = 0.021).

Les patients avec mutations HER2 présentaient une SSP moindre (SPPm de 3,91
mois [IC 95% 2.56-NR] et taux de SSP a 6 mois de 0%). Les patients avec altérations
de MET étaient ceux qui présentaient la plus faible SSP (SSPm de 1,55 mois [0.62-
NR] et taux SSP a 6 mois de 17%). Cependant, ces patients ont été exclus des
analyses comparatives compte tenu de leur faible nombre.

Parmi les patients longs répondeurs avec une SSP > 12 mois, 2 étaient porteurs de
mutations EGFR (mutation L858R et mutations multiples de I'exon 18), 2 d’un
réarrangement ALK, 4 d'une mutation BRAF VG600E, 21 d’'une mutation KRAS
mutations et aucun ne présentait de mutation HER2 ou d’altérations de MET.

Le TRO était comparable pour les sous-groupes EGFR/ALK/ROS1/RET, KRAS et
absence de driver oncogénique (44 %, 46 % et 48 % respectivement). Dans le sous-
groupe BRAF, le TRO est de 55% alors qu’il n’était que de 17% dans le sous-groupe

MET.
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Ces résultats suggérent que l'efficacité de I'association CIT ne semble pas étre
affectée par la présence d’altérations EGFR, ALK, ROS1 et RET alors méme qu’elles
sont associées a un micro-environnement tumoral « froid ». En I'absence de groupe
comparateur, il n’est cependant pas possible d’évaluer si le bénéfice est porté par
I'ajout de I'immunothérapie, au travers une synergie entre les effets immunologiques
de la chimiothérapie et I'lCI, ou par la chimiothérapie seule.

Les résultats d’une étude rétrospective, ayant évalué la CIT (n = 12) en comparaison
a la chimiothérapie seule (n = 57) a progression sous osimertinib, suggérent que la
CIT n’apporterait pas de bénéfice en SG chez les patients avec mutation EGFR (SGm
de 10,9 mois dans le groupe CIT versus 12,0 mois dans le groupe chimiothérapie
seule ; HR 1,67 [IC 95% 0,86-3,23] (140). La SSP n’était pas rapportée dans cette
étude.

Dans I'essai clinique Impower 130, I'atezolizumab en association a une chimiothérapie
par paclitaxel et carboplatine ne conférait pas de bénéfice de SG ou de SSP en
comparaison a la chimiothérapie seule dans le sous-groupe des patients avec
mutation de 'EGFR ou réarrangement de ALK (138). En revanche, dans l'essai de
phase Il Prolung, les patients avec mutations EGFR traités par pembrolizumab —
docetaxel présentaient une SSP significativement plus longue que ceux traités par
docetaxel seul. Un essai non comparatif de phase Il ayant évalué l'efficacité de
I'association pembrolizumab — carboplatine — pemetrexed et ayant inclus 33 patients
avec mutations EGFR a par ailleurs montré des résultats intéressants chez ces
patients avec une SSP médiane de 8,3 mois (IC 95% 7,2-16,5), une SG médiane de
22,2 (20,6-NE) et un taux de réponse de 42% (163). Les 7 patients porteurs d’un

réarrangement ALK présentaient des résultats moindres dans cette étude a savoir une
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SSP médiane de 2,9 mois (IC 95% 1,1-NE), une SG médiane de 2,9 mois (1,1-NE) et
un taux de réponse de 29%).

Les résultats de deux essais cliniques de phase Il actuellement en cours, I'essai
Keynote 789 et l'essai Checkmate 722, permettront de préciser la place de
'immunothérapie chez les patients avec mutations EGFR. L’essai clinique Keynote
789 évalue l'efficacité de I'association pembrolizumab — pemetrexed — chimiothérapie
a base de platine par rapport a la chimiothérapie seule, a progression sous osimertinib,
chez les patients atteints de CBNPC de stade IV avec mutation de 'EGFR, avec pour
hypothése statistique principale que I'association CIT a une efficacité supérieure en
termes de SSP et de SG. L’essai clinique Checkmate 722 étudie le nivolumab, en
association au pemetrexed et a un sel de platine ou en association a l'ipilimumab en
comparaison a la chimiothérapie seule chez les patients atteints de CBNPC de stade
IV ou récidivant sans mutation EGFR T790M, a progression apres une premiere ligne

de traitement par inhibiteur de tyrosine kinase anti-EGFR.

Dans notre étude, les patients avec mutations HER2 présentaient des résultats
inférieurs aux patients EGFR alors qu’ils sont associées a des caractéristiques
cliniques et physio-pathologiques voisines et a un profil de réponse aux ICI proche
(92,151,164).

Les résultats obtenus sont également inférieurs a ceux rapportés par d’autres études
rétrospectives ayant évalué l'efficacité de I'association CIT chez ces patients. Dans
'étude menée par Yang et al., la SSP médiane était de 5,20 mois (IC 95% 3,64-6,76)
(141). Saalfed et al. et Tian et al. rapportent quant a eux une SSPm de 6 mois et 8

mois respectivement (109,165) chez ces patients.

94



Dans notre étude, seuls 5 patients présentaient une mutation d’'HER2. Parmi eux, 3
étaient non-fumeurs, 2 avaient déja recu 1 ligne de traitement systémique par
chimiothérapie, 2 avaient plus de 70 ans, 1 avait un état général altéré (PS 2) et 3
avaient des métastases hépatiques. Deux patients présentaient un taux de PDL1 <
1%, 1 un taux entre 1 et 49% et 2 un taux > 50%. La proportion de patients agés et
présentant des métastases hépatiques étaient plus importante dans notre étude par
rapport a ce qui est habituellement décrit dans la littérature (166), ce qui a pu
sensiblement impacter les résultats compte tenu du trés faible effectif de patients au
sein de ce sous-groupe (156,167).

Les résultats observés dans notre étude étaient néanmoins supérieurs a ceux
rapportés par plusieurs études rétrospectives ayant évalués I'immunothérapie en
monothérapie dans les CBNPC avec mutations HER2 (141). A titre d’exemple, la
SSPm était de 2,5 mois et le TRO de 7% pour ces patients dans la cohorte
Immunotarget (92).

De la méme maniére que pour les patients EGFR, ALK, ROS1 ou RET, notre étude
ne permettait pas de tester I'hypothése d’une synergie entre chimiothérapie et
immunothérapie pour les CBNPC HER2. Yang et al. ont montré dans une étude
rétrospective que la CIT n’était pas associée a une amélioration significative de la SSP
en comparaison a la chimiothérapie seule chez ces patients (SSPm de 5,20 mois [IC
95% 3,64-6,76] contre 4 mois [2,70-5,37] respectivement ; HR 0,77 [0,52-1,14], p =
0,20) (28). Néanmoins, les courbes de Kaplan-Meir semblaient étre en faveur de la

combinaison CIT dans cette étude.

Les patients avec mutations BRAF étaient ceux qui tiraient le plus de bénéfice de

I'association CIT dans notre étude. Ces résultats étaient principalement portés par les
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patients BRAF V600E bien que qu’ils fussent pour la plupart non-fumeurs. Par ailleurs,
un seul patient avec mutation BRAF V600E présentait une forte expression de PDL1
a 50%. Une réponse prolongée a également été décrite dans un case report chez un
patient non-fumeur atteint de NSCLC BRAF V600E traité par CIT (SPP de 20 mois)
(152).

Les études rétrospectives qui ont évalué l'efficacité de l'immunothérapie seule chez
les patients présentant des mutations BRAF ont rapporté des résultats hétérogénes
avec une SSP médiane comprise entre 1,5 et 9,8 mois sans qu’il ne semble exister de
corrélation entre la réponse et le type de mutation BRAF (V600E versus non-V600E)
(92,105,107,110,111,164).

Les résultats observés dans notre étude suggerent ainsi que la combinaison CIT
pourrait étre particulierement intéressante en cas de mutations BRAF, et notamment
BRAF V600E. Des études complémentaires sont cependant nécessaires en raison de
la petite taille du sous-groupe.

La différence de SSP observée entre les mutations BRAF V600OE et BRAF non-V600E
refléte possiblement le fait que les mutations V600 (classes ) induisent une plus forte

activation de la kinase BRAF comparé aux mutations non-V600 (classes | et Il).

Avec une SSP médiane de 1,54 mois (1,22-NR), un taux de SSP a 6 mois de 17 % et
un TRO de 17 %, les patients avec altérations de MET étaient ceux qui présentaient
les résultats les plus faibles. La SSP était similaire chez les 2 patients avec mutations
d’amplification de MET (1,48 et 1,61 mois) mais était variable chez les 4 patients avec
mutations MET exon 14, allant de 0,61 mois a 8,57 mois.

Seuls 6 patients présentaient une altération de MET. Parmi eux, 4 avaient plus de 70

ans, 2 étaient non-fumeurs, 1 avait un état général altéré (PS 2) et 3 avaient déja regu
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au moins une ligne de traitement systémique. Aucun ne présentait de métastases
hépatiques.

Il a été montré que lactivation de I'axe MET/HGF induit une augmentation de
I'expression de PDL1, ce qui laisse penser que les ICI pourrait étre intéressants dans
les CBNPC avec altérations de MET. Néanmoins, la signalisation de MET entraine
également I'expression de IDO qui a un effet inhibiteur sur les cellules lymphocytaires
T et les cellules NK. Par ailleurs, il a été montré que 'HGF favorise I'expansion des
cellules dendritiques tolérogenes, des MDSCs et des lymphocytes T régulateurs,
augmente I'expression de cytokines immunosuppressives inflammatoires et freine les
fonctions effectrices des lymphocytes T CD8+.

Dans la cohorte Immunotarget, les patients avec altérations de MET présentaient
cependant des résultats intéressants, similaires a ceux observés pour les patients
KRAS (SSPm de 3,2 mois [IC 95% 1,7-6,2], taux de SSP a 6 mois de 37% , un taux
de SSP a 12 mois de 23%). D’autres études rétrospectives ayant évalué l'efficacité
des ICl en monothérapie chez ces patients ont également rapporté des résultats
favorables dans cette population (105,107).

Dans notre étude, les patients avec altérations de MET présentaient des résultats
inférieurs. Compte tenu de cette discordance dans les résultats et du trés faible
nombre de patients avec altérations de MET inclus, d’autres études sont nécessaires
pour préciser I'efficacité de la CIT dans cette population. Toutefois, 'dge avanceé des
patients avec altérations de MET pourrait expliquer au moins en partie les faibles

résultats obtenus (156,168).

Les mutations KRAS, qui induisent des phénomeénes inflammatoires et
immunomodulateurs pro-tumoraux au sein du micro-environnement tumoral,

constituent un facteur de bonne réponse vis-a-vis des ICl (120,169).
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Dans notre étude, la SSP ne différait pas entre les patients avec mutations KRAS et
ceux sans driver oncogeénique, alors méme que la proportion de patients avec une
expression forte de PDL1 > 50% était plus importante dans le sous-groupe KRAS. Ces
résultats sont concordants avec une analyse exploratoire de I'essai clinique Keynote
189 qui retrouvait des résultats similaires entre les sous-groupes KRAS™ et KRAS™
(157). Cependant, dans I'essai Impower 150, les données de survie étaient inférieures
dans le sous-groupe KRAS™ (SGm de 11,7 mois et SSPm de 4,8 mois) par rapport au

groupe KRAS" pour ACP (SGm de 19,5 mois et SSPm de 6,8 mois) (142)

3. Les autres facteurs histo-moléculaires étudiés : expression de
PDL1, surexpression de METet co-mutations STK11 et TP53

De maniére cohérente avec les données de la littérature, I'expression de PDL1 était
corrélée a la SSP et a la SG dans la population globale, mais aussi chez les patients

avec altérations EGFR/ALK/ROS1/RET (69,92,100).

Les mutations STK11 constituaient un facteur de mauvais pronostic dans la population
globale et chez les patients KRAS. L'impact négatif des co-mutations STK11 sur la
survie a été démontrée dans I'essai Impower 150 ainsi que dans plusieurs études
rétrospectives ayant évalué l'efficacité des ICl en monothérapie (124,142).

Bien gu’elles soient fortement associées au tabagisme, les mutations inactivatrices de
STK11 conditionnent un micro-environnement tumoral « froid » caractérisé par une
faible expression de PDL1 et une faible infiltration en lymphocytes T CD8+ (124). Dans
le contexte de CBNPC avec mutations STK11, I'association de la chimiothérapie a
limmunothérapie ne semble pas permettire de restituer une réponse antitumorale
efficace. De plus amples investigations sont nécessaires pour en comprendre les

raisons. Plusieurs mécanismes permettant d’expliquer la déficience de la réponse
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immunitaire antitumorale en cas de mutations de STK11 peuvent néanmoins étre

évoqués avec, en premier lieu, I'inhibition de I'expression de STING qui entraine une

diminution de I'expression et du signal des interférons et une diminution de

I'expression de diverses cytokines pro-inflammatoires. D’autres mécanismes peuvent

également étre impliqués tels que :

- La stimulation de la transcription de c-myc qui, via 'augmentation de I'expression
de cytokines d’'IL-23 et CCL9, entraine une diminution de l'infiltration tumorale en
lymphocytes T effecteurs,

- L’augmentation de la production de prostaglandines,

- L’activation de la voie Wnt — 3-caténine qui altére le recrutement des cellules
dendritiques et diminue d’expression de CCL4,

- Une diminution de [lantigénicit¢ de la tumeur du fait de modifications
épigénétiques,

- Une compétition métabolique avec les cellules immunitaires (126).

La recherche de mutations KEAP1 qui constituent également un marqueur de mauvais

pronostic vis-a-vis de 'immunothérapie, ne faisait pas partie des panels NGS et n'a

donc pas été étudiée dans ce travail (126).

Il a été montré que les mutations de TP53 constituent un facteur prédictif de réponse
aux ICIl, notamment de par leur association avec un microenvironnement tumoral
inflammatoire, a une forte expression de PDL1 et a un TMB élevé (89,125,130)

Dans notre étude, la SSP et la SG n’étaient pas significativement impactées par les
mutations de TP53 que ce soit dans la population globale ou chez les patients avec
mutations KRAS. Néanmoins, I'aspect des courbes de SSP suggerent une prévalence

plus importante des mutations TP53 chez les patients long-répondeurs.
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Nous avons enfin décrit de maniére originale I'efficacité de la CIT en fonction de la
surexpression de MET. Avec un seuil de positivité fixé a 2+, la surexpression de MET
était positivement corrélée a la SSP mais aussi a la SG.

Les réponses observées chez les patients avec surexpression de MET et ceux avec
amplification ou mutations de MET semblent a premiére vue contradictoires.
Néanmoins, plusieurs éléments peuvent expliquer cette discordance. Les
caracteéristiques des patients avec surexpression de MET et de ceux avec amplification
ou mutations de MET sont sensiblement différentes notamment en termes d’age et de
statut tabagique. En outre, la surexpression de MET est imparfaitement corrélée avec
I'activation du récepteur (32—34). Par ailleurs, le récepteur MET peut étre exprimé par
les cellules tumorales mais aussi par les cellules immunitaires du micro-environnement
tumoral (155). Il a notamment été montré que l'expression de MET par les
polynucléaires neutrophiles et les lymphocytes T CD8 associés a la tumeur est
corrélée a une augmentation de leur propriétés cytotoxiques.

L’expression de MET n’ayant été évaluée que chez 37% des patients inclus (n = 72),
des études complémentaires sont néanmoins nécessaires pour confirmer ces

résultats.

B. Les forces et limites de I'étude

La taille de la population globale constitue la principale force de notre travail permettant
d’étudier sur un large éventail de patients I'efficacité de I'association CIT en vie réelle.
Notre étude est par ailleurs, a notre connaissance, la premiére a avoir décrit I'activité
clinique de l'association pembrolizumab — chimiothérapie en fonction des altérations

oncogéniques, des co-mutations TP53 et STK11 et de la surexpression de MET.
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Nous avons contrdlé le biais de mémorisation propre aux travaux rétrospectifs en
menant une recherche systématique des patients au moyen des logiciels de
prescription.

Les analyses mutationnelles ont été réalisées de maniere centralisée permettant de
limiter 'hétérogénéité des techniques et des panels moléculaires. Pour 2 patients, I'un
porteur d’une insertion dans I'exon 20 de 'EGFR et I'autre d’'une mutation KRAS G12C,
le statut moléculaire a été déterminé en 2015 et 2016 par pyroséquengage, SNaPshot
et analyse des fragments et non au moyen d’un panel NGS. En dehors du fait que la
présence d’'une co-mutation TP53 ou STK11 n’était pas connue pour ces 2 patients,
cette variation dans la technique d’analyse ne semble pas avoir entrainer de biais de
classement.

La réponse tumorale était évaluée, lorsque cela était possible, selon les critéeres
RECIST v1.1 qui sont ceux employés dans les essais cliniques portant sur I'association

CIT.

Néanmoins, notre étude souffre de plusieurs limites.

La taille des sous-groupes mutationnels EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF, HER2 et MET
constitue la principale limitation de notre étude. Les résultats obtenus dans ces sous-
groupes doivent donc étre considérés avec précaution car possiblement en lien avec
des fluctuations d’échantillonnage. Du fait d’'un effectif tres limité, les sous-groupes
HER2 et MET ont en outre été exclus des analyses comparatives de la SSP et de la
SG. Par ailleurs, l'absence de difference observée entre les patients
EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF, KRAS et sans altération oncogénique peut étre liée a

un manque de puissance.
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Le fait que I'analyse moléculaire ait été effectuée sur ADN tumoral circulant et non sur
prélevement tissulaire ou cytologique chez 9 patients a pu engendrer un biais de
classement. En effet, aucune anomalie moléculaire n'a été détectée chez 4 d’entre
eux, sans que I'on ne puisse savoir si ce résultat est lié a un manque de sensibilité de
la technique ou non. Une mutation EGFR L858R a notamment été identifiée
secondairement 2 ans aprés l'arrét de la CIT chez I'un de ces patients au moyen d’une
nouvelle analyse de ’ADNtc.

Le caractére multicentrique de notre étude est responsable d’une hétérogénéité dans
I'évaluation radiologique, a la fois en termes de rythmicité des examens que
d’interprétation des résultats, notamment en ce qui concerne I'évaluation par TEP-
scanner. Par ailleurs, pour 8 patients sur les 195 au total, la réponse tumorale a été
recueillie sur les seules conclusions du référent médical sans que les modalités
d’évaluation ne soient précisément connues.

La réponse tumorale a pu étre évaluée de maniere erronée chez certains patient, les
critétres RECIST 1.1 ne prenant pas en compte le phénoméne de pseudo-progression
qui peut étre aussi observé sous CIT (170).

En outre, la durée de suivi de 20 mois est insuffisante au regard des survies sans
progression prolongées observées chez certains sous-groupes de patients. Des
analyses actualisées a 2 ans et 3 ans seraient ainsi souhaitables.

L’exclusion des 5 patients qui ont recu un seul cycle de CIT précédé ou suivi d’un
traitement par platine — pemetrexed seul et/ou d’'un traitement par anti-PD1 seul est
par ailleurs discutable. Parmi eux, 4 présentaient une mutation isolée de TP53 et 1 un

réarrangement ALK.
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Enfin, en I'absence de groupe comparateur constitué de patients traités par
chimiothérapie seule, notre étude ne permet d’évaluer I'intérét de I'association CIT par

rapport a la chimiothérapie seulechez les patients avec altérations oncogéniques.

C.Les autres biomarqueurs de réponse a l'immunothérapie en
cours d’évaluation

Dans notre étude, seuls les facteurs histo-moléculaires de réponse a 'immunothérapie
actuellement disponibles en pratique clinique ont été évalués. Néanmoins I'expression
de PDL1, la présence d’altérations oncogéniques ciblables et la présence de co-
mutations dans les génes suppresseurs de tumeurs TP53 et STK11 n’apparaissent
pas suffisants pour prédire la réponse aux traitements basés sur les ICI. Une attention
croissante est ainsi consacrée a l'identification de biomarqueurs prédictifs de réponse

alternatifs ou complémentaires.

La charge mutationnelle tumorale a, a ce jour, été évaluée de maniére prospective et
comparative seulement pour l'association nivolumab — ipilumumab (79) et n’est
actuellement pas recommandée dans la prise en charge des CBNPC (173). Ce
marqueur souffre en effet de plusieurs limitations : absence de place définie dans
I'algorithme de prise en charge, absence d’harmonisation des seuils et des techniques,
délai de rendu des résultats, colt matériel et financier, etc. Le pembrolizumab a
toutefois été approuvé par la Food and Drug Administration chez les patients
présentant un TMB élevé (= 10 m/Mb) quel que soit le type de tumeur sur la base d’une
étude ancillaire de l'essai clinique de phase Il Keynote 158 qui a évalué le
pembrolizumab en 2¢ ligne chez des patients atteints de cancers solides (174). Cette
étude retrouvait un taux de réponse plus élevé chez les patients présentant un TMB

élevé (29% [IC 95% 21-39] par rapport a ceux avec un TMB < 10 m/Mb (6% [5-8]). La
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proportion de patients vivant a 3 ans était par ailleurs plus importante dans le groupe
TMB élevé (32% versus 22%). Les mutations dans les génes POLE (DNA polymerase
epsilon) et POLD1 (DNA polymerase delta 1), qui sont impliqués dans les processus
de réparation des erreurs de réplication de 'ADN, semblent également intéressantes

pour prédire la réponse vis-a-vis des ICI (175).

L’expression de PDL1 par les cellules immunitaires du micro-environnement tumoral,
sous la forme d'un score combiné associant I'expression de PDL1 par les cellules
tumorales, les macrophages et les lymphocytes (CPS), est utilisée en pratique clinique
pour guider I'accés au pembrolizumab dans les carcinomes urothéliaux de vessie, les
cancers ORL, les cancers de I'cesophage, les cancers du seins triples négatifs et les
cancers du col de l'utérus. En ce qui concerne les CBNPC, I'expression de PDL1 par
les lymphocytes intra-tumoraux a été évaluée pour I'atezolizumab, en monothérapie
ou en combinaison a la chimiothérapie dans les essais OAK, POPLAR, Impower 130
et Impower 150. Dans ces études, les patients qui présentaient expression forte de
PDL1 (= 50%) par la tumeur et/ou par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur (=

10%) tiraient un bénéfice supérieur de I'atezolizumab en SG.

Des scores immunologiques, permettant de tenir compte des diverses sous-
populations de cellules immunitaires au sein du micro-environnement tumoral et ainsi
de refléter la réponse immunitaire antitumorale sont également a ['étude.
L’Immunoscore®, qui repose sur la quantification des lymphocytes T CD3+ et des
lymphocytes T CD8+ au sein de la tumeur a notamment démontré son intérét pour
préciser le pronostic des patients atteints de cancer du rectum et pour prédire la

réponse a la chimiothérapie (176). En ce qui concerne les CBNPC, Zeng et al. ont
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rapporté une forte corrélation entre un score immunohistochimique multiplex associant
CD4, CD73, CD39, PDL1, TIM3 et IDO et la survie globale a 5 ans. Ce score était
également corrélé a la survie sans maladie chez les patients présentant un CBNPC

de stade | a 1l (177).

Ces biomarqueurs, combinés entre eux, pourraient a l'avenir permettre mieux
caractériser la réponse immunitaire antitumorale et de mieux prédire la réponse aux
traitements basés sur les ICI.

Par ailleurs de nouvelles stratégies de prise en charge fondées sur I'amplification de
la réponse immunitaire antitumorale au moyen de thérapies combinées sont

actuellement développées.

D.L’association atezolizumab — bevacizumab — carboplatine —
paclitaxel

L’impact négatif du VEGF sur la réponse immunitaire antitumorale a justifié I'étude de
combinaisons anti-PD(L)1 et anti-VEGF dans plusieurs cancers. Ces combinaisons
ont notamment prouvé leur efficacité au cours d’essais cliniques de phase Ill dans les
cancers du rein et les carcinomes hépato-cellulaires et sont utilisés dans ces
indications en pratique clinique.

En ce qui concerne les CBNPC, l'association atezolizumab — bevacizumab -
carboplatine — paclitaxel, évaluée dans I'essai clinique de phase Ill Impower 150, est
indiqguée en 1°¢ ligne chez les patients atteints d'un CBNPC non-épidermoide
meétastatique sans mutations EGFR ou réarrangement ALK. Néanmoins, la place de

cette association vis-a-vis du pembrolizumab en monothérapie (pour les patients PDL1
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> 50%) ou en combinaison a la chimiothérapie reste controversée. Dans ce contexte,
aucun des patients inclus dans notre étude n’a été traité par ABCP.

Cependant, la combinaison ABCP pourrait constituer une option thérapeutique
intéressante dans certaines sous-populations de patients.

Les analyses en sous-groupes de I'essai Impower 150 ont montré que I'atezolizumab
en association avec le bevacizumab, le carboplatine et le paclitaxel confere un
bénéfice en SG et en SSP chez les patients avec mutations EGFR exon19del ou
L858R par rapport a BCP (SGm NR versus 17,5 mois ; HR 0,31 [IC 95% 0,11-0,83] et
SSPm de 10,3 mois versus 6,1 mois ; HR 0,41 [0,23-0,75]), alors que ce bénéfice n'a
pas été observé avec ACP en comparaison a la chimiothérapie seule (138,171). Un
essai clinique de phase Il non comparatif est actuellement en cours pour évaluer
I'efficacité et la toxicité de [I'association pembrolizumab - bevacizumab -
chimiothérapie réarrangement ALK a progression sous alectinib pour les patients
atteints d'un CBNPC avec réarrangement ALK.

L’association ABCP pourrait également apporter un bénéfice chez les patients KRAS™
avec co-mutations STK11 et/ou KEAP1 (SGm de 11,1 mois, de 7,9 mois et de 8,7 mois
et SSPm de 6,0 mois, de 3,2 mois et de 3,4 mois pour les combinaisons ABCP, ACP
et BCP respectivement). La combinaison ABCP semble également intéressante chez
les patients avec co-mutations KRAS/TP53 (SGm de 30,6 mois, de 11,7 mois et de
9,5 mois et SSPm de 14,3 mois, de 4,6 mois et de 4,2 mois pour les combinaisons
ABCP, ACP et BCP respectivement).

Par ailleurs, I'association ABPC confére un bénéfice significatif en SG (HR 0,52 [IC
95% 0,33-0,82]) et SPP (HR 0,41 [IC 95% 0,26-0,62]) chez les patients présentant des
meétastases hépatiques par rapport a BCP. Les métastases hépatiques constituaient

un facteur de mauvais pronostic dans notre étude. L'impact négatif des métastases
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hépatiques sur l'efficacité des ICl, en association ou non a la chimiothérapie, a
également été décrit par plusieurs études pro- et rétrospectives (138,168). Il a été
montré dans des modeles murins que les métastases hépatiques sont responsables
d’'un appauvrissement du pool lymphocytaire en captant les lymphocytes effecteurs a
partir de la circulation et en induisant leur apoptose (172). Ces observations plaident
en faveur d’'une prise en charge spécifique des patients avec métastases hépatiques

au moyen de traitements focaux ou d’'une combinaison comprenant un anti-VEGF.

D’autres traitements immunomodulateurs en association a un ICI seul ou a une CIT
sont en cours d’évaluation tels que les anticorps monoclonaux anti-TIGIT ou

I'interleukine 12 couplée au vecteur L19.

A Tlavenir, une prise en charge personnalisée fondée sur lidentification de
biomarqueurs histo-moléculaires de réponse et/ou sur la présence de métastases
hépatiques pourrait permettre d’optimiser la prise en charge des patients faiblement
répondeurs a la CIT. Une intensification des thérapeutiques au moyen de triples
combinaisons associant un ICl, un doublet de chimiothérapie et un autre traitement
immunomodulateur tel qu’un anti-VEGF et/ou un traitement de radiothérapie pourrait
potentiellement étre intéressante chez ces patients afin d’amplifier la réponse
immunitaire antitumorale et accroitre les chances de réponse prolongée. Des études
comparatives supplémentaires seront néanmoins nécessaires pour preciser I'intérét

de ces stratégies de prise en charge.
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IV. CONCLUSION

L’efficacité de I'association CIT était variable en fonction du profil moléculaire mais ne
semblait pas étre affectée par les altérations EGFR, ALK, ROS1 et RET. Ces résultats,
qui nécessitent d’étre confirmés, pourraient remettre en question I'exclusion
systématique de ces patients des essais cliniques évaluant les combinaisons CIT. lls
suggérent également que I'association d'un ICI a la chimiothérapie peut étre une option
intéressante en présence d’une altération oncogénique ciblable. Deux essais de phase
Il permettront bientét de déterminer le réle des CIT chez les patients présentant des
mutations de 'EGFR.

D’autres études sont nécessaires pour préciser la valeur pronostique des mutations
BRAF, HER2 et MET, compte tenu du trés faible nombre de patients dans ces sous-
groupes.

Notre travail permet en outre d’appuyer les données de la littérature selon lesquelles
les mutations STK11 sont associées a un pronostic défavorable.

Par opposition, la surexpression de MET, habituellement décrite comme un facteur de
mauvais pronostic, était positivement corrélée a la survie sans progression et a la
survie globale. Ces résultats originaux devront étre confrontés a des études
complémentaires.

Les facteurs histo-moléculaires évalués dans ce travail, s’ils permettent de refléter la
diversité biologique des CBNPC, ne semblent néanmoins pas suffisants pour prédire
la réponse a I'association CIT. L’identification de nouveaux biomarqueurs, notamment
immunologiques, pourrait permettre de mieux appréhender la complexité du micro-
environnement tumoral et d’optimiser la prise en charge des patients atteints de

CBNPC, a travers une approche personnalisée.
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Résumé :
Contexte : La combinaison chimiothérapie — immunothérapie (CIT) est le traitement standard des
cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC) avancés. Cependant, 'impact des altérations

moléculaires sur l'efficacité de I'association CIT a été peu étudié. L'objectif de cette étude était de
décrire l'activité clinique de I'association CIT en fonction des différentes altérations oncogéniques.

Méthodes : Nous avons mené une étude rétrospective multicentrique dans laquelle ont été inclus
les patients qui présentaient un CBNPC non-épidermoide avec des résultats d’analyse d’ADN
tumoral par séquencage de nouvelle génération disponibles et qui ont traités par CIT entre
septembre 2018 et octobre 2021. Le critere de jugement principal était la survie sans progression
(SSP) et les criteres secondaires étaient la survie globale (SG) et le taux de réponse objectif.

Résultats : 195 patients ont été inclus. 173 (88%) patients étaient fumeurs ou anciens fumeurs et
154 (79%) étaient naifs de traitement. 80 patients (41%) étaient porteurs d’une mutation KRAS, 16
(8,2%) d’une mutation EGFR ou d’'un réarrangement ALK, ROS1 ou RET, 11 (5,6%) d’'une mutation
BRAF, 6 (3,1%) d’une mutation de I'exon 14 de MET ou d’'une amplification de MET et 5 (2,6%)
d’'une mutation de I'HER2. 77 patients (39,5%) ne présentaient aucune de ces altérations
oncogénigues. Dans la population globale, la SSP médiane était de 6,41 mois (IC 95% 5,26-7,33).
La SSP médiane pour chaque sous-groupe mutationnel était de 7,1 mois (5,42-8,93) pour KRAS,
5,47 mois (2,53-15,25) pour EGFR/ALK/ROS1/RET, 12,9 mois (2,56-NA) pour BRAF, 1,54 mois
(0,62-NA) pour MET, 3,91 mois (2,55-NA) pour HER2 et de 5,59 mois (4,67-7,8) pour les patients
sans altération oncogénique. La SSP ne différait pas entre les patients KRAS,
EGFR/ALK/ROS1/RET, BRAF et sans altération oncogénique (p = 0,54).

La SSP et la SG étaient positivement corrélées a la surexpression de MET et a I'expression de PDL1
tandis que les mutations STK11 étaient associées a un pronostic péjoratif. Les données de survie
n’étaient en revanche pas statistiquement différentes en fonction du statut TP53.

Conclusion : Dans notre étude, I'efficacité de la combinaison CIT était inégale en fonction du profil
moléculaire mais ne semblait pas affectée par les altérations EGFR, ALK, ROS1 et RET. Ces
résultats, qui nécessitent d’étre confirmeés, pourraient remettre en question I'exclusion systématique
de ces patients des essais cliniques évaluant les combinaisons CIT.
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