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Cancers du poumon

* 14 millions de nouveaux cas chaque année, soit 13 % de I'’ensemble des cancers-
Premiere cause de mortalité par cancer

* 75% sont des carcinomes non a petites cellules (50% adénocarcinomes et 25%
carcinomes epidermoides) et 25 % sont des carcinomes a petites cellules

* 75% sont diagnostiqués a un stade avancé non opérable
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- 200 000 nouveaux cas de cancers du poumon diagnostiqués chaque année aux USA
responsables de 160 000 déces

- La découverte de « driver » oncogéniques conférant une sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine
kinase a marqué le début des thérapies ciblées

Cibles Drogues

Erlotinib
_ Gefitnib
T Mut EGFR Gefitnib
| ALK rearrangement | | FGFR1 amplification Osimertinib
| ROS! rearrangement | FGF '
| BRAF mutation Crizotinib
Picscamutation I DDR2mistation . Fusions ALK Ceritinib Alectinib
: : - Brigantinib Lorlatinib
Rl:_T rearrangement
e A Mut BRAFV600E Dabrafenib
'HER2 mutation
MET amplification Fusions ROS1 Crizotinib
Fusions RET Cabozantinib
|
Mut MET splice site Cabozantinib (et CENTRE L E 0 N
Exon 14 crizotinib) i
Morgensztern et al JTO 2015
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Histologic and molecular subtypes of NSCLC
Large cell carcinoma

Small cell carcinoma

Squamous cell carcinoma B e LE LT NN GEURE T 2] Adenocarcinoma
I —

FGFR1 amp 22% HERS 3 — " N

ROS1 rearrangement 1%

MET amp 5%
MET mut 1%

BRAF mut 2% ‘0 ﬁ

modiffed fram Clin Cancer Res 2012;18:3002-7 modified from Nature Med 2012,18;348-51 h D
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Incidence des anomalies moléculaires ciblables varie
selon les régions du monde

W ALK
 BRAF
W PI3K
W HERZ2
M Full WT
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Epidermal Growth Factor Receptor EGFR

d Ez O ®
Déletion exon 19 (46%) et mutation exon 21 L858R (39%) . D > o
' < l Extracellular !

Prédictives de la réponse aux TKI e e
D €

" ‘l‘

ADC lépidique et papillaire (« TRU origin ») fB a

Adénocarcinome, femmes, non fumeurs et d’Asie (Lynch et al,
Paez et al 2004)

Résistance secondaire TKls

Blume-Jensen P, Hunter T. Oncogenic kinase signalling. Nature. 2001;411(6835):355-65
Sharma 2007 Nature.
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Mutations HERZ2 (exon 20 insertion)

HER2 Mutation and Response to Trastuzumab Therapy
in Non—-Small-Cell Lung Cancer

8 No value
P — - Age at diagnosis, years 65
Mean 51.1
sD 11.6
Median 60.4
2 No %
Gender
Wamen 45 69
P men 20 31
—v_“

Tobacco

never 34 523

former 11 16.9

current 12 18,5

unknown 8 123

- Tumeor stage

® | 11 16,9
|, | I 3 4.6
i) TN . 1| Il 15 23.1
[l D il 11 | e e—— Y4 33 50.8

| | 1 | Wild-type GGCTGGTIGTGGGET

WL | unknown 3

I |
= - i e V ! 416 SR E 0 N
Forward Reverse DE LUTTE I

CONTRE LE CANCER

Cappuzzo F, et al 2005 Mazieres J et al 2013 B E R A R D



Mutations BRAF

3a4.9% ADC
V600E (50%), G469A (39%), D594G (11%)
Fumeurs (non V600OE), femmes et de mauvais pronostic (V600E)

Réponse au Vemurafenib ou Dabrafenib + Trametinib pour les mut V600E

Capuzzo et al 2005, Daniele et al 2007; Marchetti et al 2011, Paik et al 2011
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Mutations exon 14 MET (Splice Site)

Next-Generation Sequencing of Pulmonary Sarcomatoid

Carcinoma Reveals High Frequency of Actionable MET
Gene Mutations J Clin Oncol 2015; epub

Xiwveer i, Yoo S, Mark B Stoopher, Yedfop Shem Hapiny Cring, finll Chery Mahinh Meanmkiand,
Saprpery Kivatl, By Huilmos , qmd Altin © Boszzik

Response to MET Inhibitors in
Patients with Stage IV Lung Perte du domaine JM de fixation de la Cbl ubiquitinilase
Adenocarcinomas Harboring

MET Mutations Causing Exon

4% des NSCLC (jusqu’a 32% des carcinomes sarcomatoides

- 22)
14 Skipping #
Paul K. ik, esander Drlon' Parg-DianFa elena Y Réponse au crizotinib pour 66% des patients (essai
Nikolaus Schultz5€, Michael F. B‘erger*"-'-";.gc'hade;s M. Ru;ini-{ PROFI LE 1 001 )
and Marc Ladanyi®*
Paik et al 2015 CENTRE L E 0 ﬁ
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Oncogenes de fusion

- ALK: 3 - 7% NSCLC, ~30% ADC EGFR & KRAS WT

- ROS1: 1-2%

- RET: 1-2%

- Patients plus jeunes, petits ou non fumeurs, adénocarcinomes (cellules bagues a
chaton)

- Réponses importantes aux TKI / crizotinib ou cabozantinib

- Mutuellement exclusifs mutations EGFR, HER2, BRAF, K-RAS
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Adénocarcinome ALK rearrange

Inversion et fusion en 2p21 ou 2p23
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Clones D5F3 ou 5A4

2p23 region Centromere

1(2;5) ALK gene
breakpoint region

Telomere

|#— =250 kb—»| |#— ~300 kb —»|

Break-apart FISH assay
for ALK-fusion genes'

Patterns observed in native ALK
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ALK break-apart FISH assay
[Courtesy John lafraty, Massachusetts General Hospital]

Red and green Red and green

separated by separated by separated by separated by

<2 signal =2 signal >2 signal <2 signal

diameters diameters diameters diameters

Classified Classified Classified Classified

as negative as positive as positive as negative
SPECIMEN CLASSIFICATION

Rearranged tumors:
Rearrangement-positive cell rate

=15% of cells

Non-rearranged tumaors:
Rearrangement-positive cell rate
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LAHLE ATLAR HF

ALK TESTING IN LUNG CANDER

22 wocking days

o
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(o 2K mareangement}
Paik et al Marchetti et al

Kim et al

Conklin et al

Thunnissen et al

Test ALK D5F3 (Dx Assay Ventana) a été approuvé par la FDA comme
diagnostic compagnon pour le diagnostic des réarrangements ALK i LEON
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Réarrangements du gene ROS1

I Bergethon et al. 2012; Takeuchi et al. 2012

TPM3-ROS1 NN

N (I
SDC4-ROS1 11—
| -
I: DT T —
SLC34A2-ROS1
TR T - —
11—
CD74-ROST1
L
EZR-ROS1 1 .
LRIG3-ROS1 | -
ROS1 | -

Baseline After 3 months of crizotinib
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Cytocell- Aquarius ROS1 Dual color Break
Apart Probe

Zytovision -Zytolight SPEC ROS1 Dual
color Break Apart Probe

ROS1 IHC (D4D6 clone rabbit mAb -Cell
Signaling Technology)

Se =100%
Spécificité (2 et 3+) = 96,7%
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Bergethon et al. 2012 B E RA R D
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Techniques diagnostiques

ALK, ROS1, NTRK1 : IHC, FISH, séquencage multiplex

RET, NTRK : (pas d’AC validé), FISH, séquencage multiplex

CONT
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Recommandations CAP/IASLC/AMP
Kalemkerian, et al J Clin Oncol 2018 36:911-919

Techniques doivent étre suffisamment sensibles pour détecter des anomalies dans des

échantillons comportant au moins 20% de CT

L hyperexpression de EGFR (IHC) et les variations de nb de copies du gene EGFR (FISH) ne

permettent pas de sélectionner les patients a traiter par anti EGFR

La détection des anomalies EGFR, ALK, ROS1 et BRAF doit étre faite pour tout patient

atteint d’adénocarcinome a un stade avancé

La détection des anomalies Her2, RAS, MET et RET peut se faire chez les patients négatifs

pour les précédentes anomalies ou si elle est incluse dans un test multiplex de type NGS
Les techniques de séquencage multiples sont préférées a de multiples tests uniques

En cas de discordance, des techniques alternatives doivent étre disponibles

|
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Points de controle de I'immunité anti-tumorale

Lymph node Tumor Microenvironment

Activation / \

(production cytokines,
prolifération, migration)

Receptor
Le T

Receptor
Lc T
Tumor cell

cpes I Lymphocyte T\Lymphocyte pp.j PD-L1

— )
=)

Anti-CTLA-4

Anti-PD-1

|
|
|
|
|
|
|
|
|
| PD-1/PD-L1 blockade (nivolumab/pembrolizumab)

CTLA-4 blockade (ipilimumab)

- - cevee | EON
PD-L1 exprimé par les CT, les T activés, les macrophages, les CD, ..

|
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PD-L1 est il un bon biomarqueur ?

Expression dynamique et inductible en fonction de:

Types histologiques: poumon (carcinomes malpighiens, sarcomatoides, adénocarcinomes solides, CPC ?7?77?)

D'autres marqueurs biologiques :
» Du microenvironnement (activation des cellules T ou cellules T épuisées ou « exhausted », interféron gamma)

« Expression oncogénique constitutive de PD-L1 (mutation EGFR, translocation ALK, perte de PTEN, activation JAK
STAT, PISK/MAPK, .)

» Charge mutationnelle des tumeurs et la production de néoantigénes
» Amplification de PD-L1, « upregulation » de miR-20b, -21, -130, « downregulation » de miR-200, miR-197, Hypoxia,
Epithelial-Mesenchymal Transformation, ..)

cevee | EON
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— Pembrolizumab NSCLC 1L et 2L 22C3 DAKO (approuvé FDA et TPS 21% 2L, Compagnon approuveé -
(MSD) Stades avancés EMA) 250% 1L par la FDA et EMA
SP263 Ventana (CE IVD)
Nivolumab (BMS) NSCLC 2L 28-8 DAKO (approuvé FDA et TPS 21% Complémentaire pour
Stades avancés EMA) les non épidermoides
SP263 Ventana (CE IVD)
Atezolizumab NSCLC 2L SP142 Ventana (CE IVD) TC 250% Complémentaire
(Roche) Stades avancés Ou IC 210%
Durvalumab stades Il NSCLC non SP263 Ventana (CE IVD) TPS 21% Complémentaire
(AstraZeneca) opérables apres
chimioradioT



- Tests (ou kits) Automates
22C3 DAKO PharmDX DAKO 48Link
28.8 DAKO PharmDX DAKO 48Link
PD-L1 (SP142) Ventana Benchmark Ventana
PD-L1 (SP263) Ventana Benchmark Ventana
73.10 DAKO PharmDX DAKO 48Link

Abs concentrés

E1L3N Cell Signaling Technology (Rabbit monclonal)
28.8 DAKO (Mouse monclonal)

22C3 Abcam (Rabbit monoclonal

QR1 Quartett (Rabbit monoclonal)

Systéene de détection

Envision FLEX

Envision FLEX

Optiview + amplification

Optiview

Envision FLEX

Epitope (origine)

Extracellulaire (souris)

Extracellulaire (lapin)

Intracytoplasmique (lapin)

Intracytoplasmique (lapin)

Intracytoplasmique (lapin)

|
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Etudes comparatives

Les test (kits) 28-8, 22C3 SP263 ont des performances analytiques comparables pour les CT aux seuils de 1% et
50%

Le test SP142 semble moins performant pour le marquage des CT
Le SP263 aurait une sensibilité un peu meilleure (Tsao et al, Scheel et al, Hendry et al)
Le 73.10 marquerait de facon nettement supérieure les CT (Tsao el al)

Grande variabilité des tests pour le marquage des Cl ; 22C3, 28.8 et SP263 comparable (Tsao et al)

Wihole cohort

)
i

% Turme Bamming
% Tumer Saenng
-

-

Adam et al 2017, Brunnstrom et al 2017, Hirsch et al 2016, Tsao et al 2018, Scheel et al. 2016, Ratcliffe et al [RE L E 0 ﬁ
2017, Rimm et al. 2017, Scott et al 2017, Saito et al 2017, Velchetti et al 2017, Skov et al 2017, Batenchuk et al “°=*

2017, Soo et al 2016, Hendry et al 2018 RAR D
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Test (assays ou kits) versus protocoles maison (ou LDT)

2017

http://www.nordigc.org/downloads/assessments/96 102.

pdf

NorC

May 2018

http://www.nordiqc.org/downloads/assessments/108_102.pdf

Table 1, Assessment marks for IHC assays and antibodies run C1, PD-L1 IHC

CE-IVD / FDA

approved n Vendor

PD-L1 assays

7103 pharmDY, SK006 12 DakofAgilent
22C3 pharmD¥, SK006* 2 Dako/Agilent
28-8 pharmDX, SK005 7 Dako/Agilent
5P263, 790-4905 16 Ventana/Roche
5P142, 740-4859 1 Ventana/Roche
Antibodies for

I:DMS?;;TIDM n  Vendor

conc. antibody

mAb done 22C3 13 Dako/Agilent
mdb dlone E1L3N 8 Cell Signaling
méb CAL10 1 Biocare

rméb clone 28-8 6 Abeam

rmdb clone ZR3 1 Zeta Corporation
Antibodies for

laboratory developed  n Vendor

PD-L1 assays, RTU

rmdb clone 5P142 1 Spring Biosystems
Tatal 68

Proportion

1) Proportion of sufficient stains (optimal or goad).

Optimal  Good Borderline  Poor

10 1 0 1
0 0 1 1
3 3 1 0
9 2 2 3
0 0 0 1

Optmal  Good Borderline  Poor

—_ s S e e
= S e e
N S
S s oS e

Optimal  Good Borderline  Poor

0 0 0 1
25 9 11 3
h 3% 16% M¥%

2) Proportion of sufficient stains with optimal protocal settings only, see below,

3) mib: mouse manoclonal antibody, rmab: rabbit menoclonal antibady.

4) RTU system developed for the Agilent/Dako’ s semi-automated systems (Autostainer Link48) but used by laboratories on different

platforms (Ventana Benchmark and Dako Omnis),

Suff}

Suff!

Suff}

30%

Suff.
05t

Suff,
0ps?

Suff.
ops?

Table 3. Assessment marks for IHC assays and antibodies run C3, PD-L1 IHC

CE-IVD / FDA _ ‘ S

approved n Vendor Optimal Good Borderfine Poor | Suff.! 0pst

PD-L1 assays

SP263, 790-4905 52 Ventana/Roche 41 6 5 0

SP263, 790-4905° 1 Ventana/Roche 1 0 0 0

22C3 pharmDX, SK006 27  Dako/Agilent 22 3 0 2

22C3 pharmDX, SK006* 8  Dako/Agilent 2 4 1 1

28-8 pharmDX, SK005 5 Dako/Agilent 4 1 0 0

SP142, 740-4859° 1 \Ventana/Roche 0 0 0 1

Antibodies® for

::lgi??sfsvae::'e'oped Vendor Optimal Good Borderline Poor | Suff! (S;;g

conc. antibody

mAb clone 22€3 32 Dako/Agilent 27 4 1 0

mAb clone E1L3N 6 Cell Signaling 3 3 0 0

b GALLO g glyotcoarrr\:d Systems : d L 1

rmAb clone 28-8 3 Abcam 3 0 0 0

rmAb clone ZR3 : E:L'BMggprfrati . 2 0 0 0| -

rmAb clone QR1 2 Quartett / Biocyc 1 1 0 0 -

rmAb BSR90 1 Nordic Blosite 1 0 0 0 -

rmAb clone SP142° 1 Spring Biosystems 0 1 0 0 -

Total 146 108 25 8 5 4

Proportion 4% | 17% 6% 3% 91% - =
| == LEON

CONTRE LE CANCER

NordiQC recommended protocols PD-LI1. http://www.nordiqc.org/recommended.php
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Recommandations du CAP pour la mise en place d’un test IHC théranostique

Corréler les résultats obtenus avec le nouveau test avec ceux attendus dans la littérature
Comparer le nouveau test avec un test validé (essais)
Validation inter-laboratoire

Validation par participation a des programmes de control de qualité externes

Set d’échantillons pour la validation d’un test théranostique

20 cas positifs et 20 cas négatifs
Utiliser des controles externes positifs et négatifs validés (lignées Horizon, Histocyte)
Les cas positifs choisis doivent étre représentatifs (préanalytique, histologie, prévalence de expression de PD-L1)

Enrichir en cas dont le seuil de positivité est proche des seuils critiques (1% et 50%)

Evaluation

Sensibilité et spécificité
Variabilité inter run et inter-opérateur

Taux de concordance positif et négatif avec test validé (90% overall concordance ou kappa value >0,75 attendus) ==

Fitzgibbons et al 2014 B E RA R D
|
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Eur Resp Rev 2017 = oo —

Nonsmall cell lung carcinoma: diagnostic
difficulties in small biopsies and

EBUS-TBNA

Lukas Bubendorf', Sylvie Lantuejoul”, Adrianus J, de Langen” and

Erik Thunnissen™
Sample collector Pathology
Sampling more (>4) Distribute samples
biopsies/tumour tissue \ / over >1 block
Clinical request for Careful initial cut

diagnosis and prediction?

~~._ Spare section for

Clinical suspicion of / reflex analysis

metastases yes/no _ _
Focused diagnostic

analysis 20re | EON
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Etapes pré-analytiques

IHC TTF1, p40

Evaluation morphologique . .
Colorations des mucines

par pathologiste

Diagnosis

|

Si non épi. NSCLC : IHC ALK,
Non épi. NSCLC avec suffisamment de ROS1
CT: NSCLC : IHC PD-L1
Mutations EGFR, KRAS, BRAF, HER2, SCLC: IHC DLL3 ?
MET ex 14
Seq classique ou NGS

Prédiction

FISH ALK ou ROS1 /ou RNA-seq (fusions)
(RET, NTRK1 9) (discordances) Gene copy nb
alterations
CR final — |_ E 0 ﬁ
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Question Sylvie LANTUEJOUL

Quelles sont les affirmations justes?

a. tous les cancers du poumon non petites cellules et non
malpighiens a un stade avancé doivent étre testés vis a vis des
biomarqueurs théranostiques (cibles thérapeutiques)

es cancers malpighiens doivent étre exclus
es stades non avancés doivent étre exclus
es cibles thérapeutiques prédominent chez les fumeurs

es cibles thérapeutiques sont les mutations des genes EGFR et de
KRAS a rechercher en priorité

© oo T



Question Sylvie LANTUEJOUL

Quelles sont les affirmations justes?

a. tous les cancers du poumon non petites cellules et non
malpighiens a un stade avancé doivent étre testés vis a vis des
biomarqueurs théranostiques (cibles thérapeutiques)

es cancers malpighiens doivent étre exclus
es stades non avancés doivent étre exclus
es cibles thérapeutiques prédominent chez les fumeurs

es cibles thérapeutiques sont les mutations des genes EGFR et de
KRAS a rechercher en priorité

© oo o



Question Sylvie LANTUEJOUL

Limmunohistochimie :

d.

n’a plus d’utilité a I'ere du NGS pour détecter les cibles
thérapeutiques dans les cancers du poumon

sert encore pour détecter des mutations du gene EGFR

est nécessaire et suffisante pour détecter pour les
réarrangements du gene ALK

est utile pour évaluer les niveaux d’expression de PD-L1,
biomarqueur prédictif de la réponse a certaines
immunothérapies

PD-L1, ALK et ROS1 doit étre faite pour au moment du
diagnostic de tout cancer du poumon

—
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 Chorchnr of SegRaT sy 8 L gudnisan



Question Sylvie LANTUEJOUL

Limmunohistochimie :

d.

n’a plus d’utilité a I'ere du NGS pour détecter les cibles
thérapeutiques dans les cancers du poumon

sert encore pour détecter des mutations du gene EGFR

est nécessaire et suffisante pour détecter pour les
réarrangements du gene ALK

est utile pour évaluer les niveaux d’expression de PD-L1,
biomarqueur prédictif de la réponse a certaines
immunothérapies

PD-L1, ALK et ROS1 doit étre faite pour au moment du
diagnostic de tout cancer du poumon

—
21 LEON
DE LUTTE
SONMTHE LE CANCER
 Chorchnr of SegRaT sy 8 L gudnisan



n_~._<

S W-INOHY 13 NOLT
pleiag uoa aipua)

INN




