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VEGF : Vascular endothelial growth factor



A. Introduction

Les cancers broncho-pulmonaires (CBP) représentent un probléme majeur de santé
publique en raison de leur fréquence et de leur mauvais pronostic (1) .

C’est le 1° cancer en termes d’incidence et de mortalité chez ’homme, dans le
monde et en Algérie (2) et la malignité est plus communément diagnostiquée a un
stade tardif résultant d’un taux de survie médiocre (3).

Ainsi, La survie a cinq ans du CBP est inférieure a 20 % dans la plupart des pays,
méme si elle reste plus élevée dans les pays développées (4) .

Le cancer bronchique non a petites cellules (CPNPC) étant le type histologique le plus
fréquent, représente 85% de tous les cancers bronchiques, 1’Adénocarcinome (ADK)
et le carcinome épidermoide constituent environ 80% de ce type histologique (3)

La présentation du CBNPC en matiere d’age, de sexe, et de type histologique s’est
récemment évoluée, essentiellement en raison du changement des pratiques
tabagiques et I’exposition aux cancérogenes en milieu professionnel (5) (6).

La découverte d'anomalies moléculaires dans le CBNPC jouant un réle d'addiction
oncogeénique a modifié considérablement la prise en charge de ces tumeurs. (7)

Parmi ces anomalies figurent les mutations de ’EGFR (epidrmal growth factor
receptor) qui constituent la cible oncogénique la plus étudiée et la mieux documentée
pour la prise en charge du CBNPC métastatique grace a I’utilisation des inhibiteurs de
la tyrosine kinase (TKI) (8) (9), qui constituent le traitement de référence de premiére
ligne des CBNPC localement avancé ou métastatiques avec mutation de I’EGFR (7) .

Pendant longtemps la recherche de ces mutations était basée sur la recherche au
niveau tissulaire ,qui méme si elle reste la méthode de référence , elle présentent
plusieurs limites notamment liées a la difficulté de la realisation de la biopsie
tissulaire , 1’hétérogenéité tumorale et la possibilité d’avoir un matériel génétique de
mauvaise qualité et inexploitable (10), d’ou le développement de méthodes
alternatives basées sur la recherche des mutations au niveau de I’ADN circulant
retrouveé en milieu sanguin appelé aussi « biopsie liquide » (11).

C’est dans cette optique qu’on a réalisé ce travail dont I’objectif principal est de
rechercher les différentes mutations de I’EGFR sur prélévement sanguin (Biopsie
liquide), chez les patients atteints de CBNPC a des stades avancés qu’ils soient naifs

de TKI ou bien aprés progression sous TKI de 1¢ ou 2¢M génération afin d’orienter
g

le clinicien dans le choix du traitement sur la base des résultats retrouvés.
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Chapitre I : Cancer broncho-pulmonaire

Le cancer figure parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le
monde. Il représente a lui seul le plus important obstacle a l'augmentation de
I'espérance de vie dans tous les pays du monde au 21éme siecle. En Algérie, on assiste
a une Véritable transition épidémiologique marquée par l'amorce de la transition
démographique, l'augmentation de Il'espérance de vie, la transformation de
L'environnement et les changements de mode de vie (12) .

1 Epidémiologie des CBP

1.1 Dans le monde
1.1.1 Incidence

Le CBP est I'un des types de cancer le plus répandu a travers le monde depuis 1985
(13). Son incidence ne cesse d’augmenter. En 2022, il était le premier cancer dans le
monde en termes d’incidence avec pratiquement 2.5 million de nouveaux cas
diagnostiqués soit 12.4% de I’ensemble des nouveaux cas de cancer diagnostiqués
dans le monde tous sexes confondus. Les taux d'incidence les plus élevés sont
observés en Amérique du Nord, en Asie de I'Est et en Europe du Nord (2) (4).

Les taux d'incidence restent généralement faibles en Afrique, bien qu'ils varient
d'intermeédiaires a élevés dans les régions du sud et du nord (14) .
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Figure 1 : Incidence des cancers dans le monde en 2022 pour les deux sexes (2)

L’incidence des adénocarcinomes a considérablement augmenté et plus de 40 % des
CBNPC sont des adénocarcinomes. Une des explications est la consommation de
cigarettes dites légéres, dont la fumée est inhalée plus profondément et est plus
concentrée en nitrosamines (15) .



1.1.1.1 Incidence Chez I’homme

Le CBP est le premier cancer chez I'homme, avec 1 572 045 nouveaux cas enregistrés
en 2022 soit 15.2% de I’ensemble des nouveaux cas de cancer diagnostiqués dans le
monde (2) (4).

L’évolution du taux d'incidence entre 1990 et 2018 est de -0,3% par an en moyenne
chez ’homme (13).

Les taux d'incidence les plus élevés chez les hommes sont observés dans la région de
I'Asie de I'Est, suivie de la Micronésie/Polynésie et de I'Europe de I'Est, avec un taux
d’incidence le plus élevé chez les hommes en Turquie (2) (4).
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Figure 2 : Incidence des cancers dans le monde en 2022 chez les hommes (2)

Homme

50 - Srrg s Bt

——il
A sk
A A g
M o ey
N

20

Taux standardisé monde
pour 100 000 personnes-années

—— Incidence
—— Mortalité
*  Mortalité observée
T T T T T T
1990 1995 2000 2005 2010 2015

Figure 3: Evolution de I’incidence du CBP chez I’homme en Europe (16)




1.1.1.2 Incidence Chez la femme

Chez la femme le CBP se classe au deuxiéme rang en termes d’incidence aprés le
cancer du sein avec 908 630 en 2022 soit 9.4% de I’ensemble des nouveaux cas de
cancer diagnostiqués dans le monde (2) (4).

Une incidence élevée est enregistrés en Asie de I'est notamment en chine expliquée
essentiellement par la forte pollution de I'air compte tenu de leur faible prévalence du
tabagisme (17).
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Figure 4: Incidence des cancers dans le monde en 2022 chez les femmes (2)

Méme si I’incidence du CBP est plus ¢élevée chez I’homme que chez la femme,
I'écart se resserre au détriment de ces dernieres. Ce ci pose question car, alors que
I’incidence du cancer du poumon est globalement stable, voire en diminution, chez
I’homme, ce n’est pas le cas chez la femme. Ainsi, ’évolution du taux d'incidence
entre 1990 et 2018 est de +5,3% par an en moyenne chez la femme (13).
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Figure 5: Evolution de I’incidence du CBP chez la femme en Europe (16)



1.1.2 Mortalité

Le CBP se classe au ler rang mondial en termes de mortalité avec 1,817,172 décés en
2022 soit 18,7 % des déces par cancer bien avant le cancer colorectal avec 903,859
déces soit 9,3%, le cancer hépatique 757,948 soit 7,8% et le cancer du sein 665,684
déces soit 6,9% (2) (4) .

Il est classé 1* cancer dans 89 pays notamment en Europe, Russie, Amérique du
nord, en chine, Maroc, Tunisie et Libye (2).
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Figure 6: Mortalité par cancer dans le monde en 2022 (2)

Chez ’homme, il est la 1¢ cause de mortalité dans le monde en 2022 avec 1 233 241

déces soit 22,7% des déces par cancer chez ’homme (4).
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Figure 7: Mortalité par cancer dans le monde en 2022 chez I’homme (2)



Chez la femme, il est la 2°™ cause de mortalité dans le monde en 2022 avec 584228
déces soit 13,6% des déces par cancer, et ce ci juste apres le cancer du sein (666103
déces soit 15,4%) (2).
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Figure 8: Mortalité par cancer dans le monde en 2022 chez la femme (2)

Toute fois, dans certains pays (23 pays) il est la 1°® cause de mortalité par cancer chez
la femme avant méme le cancer du sein, notamment en Amerique du nord (USA et
Canada), les pays scandinaves, en grande Bretagne et en chine (4).

1.2 Incidence En Algérie

En termes d’incidence, et selon Globocan 2022, le CBP occupe le 3¢éme rang en
Algérie avec 5040 nouveau cas soit 7,8% de ’ensemble des nouveaux cas de cancers
diagnostiqués en Algérie tous sexes confondus et ce ci apres le cancer du sein 14 601
nouveau cas soit 22.6% et le cancer colorectal 7 747 de nouveaux cas soit 12.0% .

).

Ce taux est en baisse puisqu’il était de 10,1% en 2018 (18) , et de 11,5% en 2020 (19).



Both sexes

Breast
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1st ® Breast 14 601 226%
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Figure 9: Incidence des cancers en Algérie en 2022 (2)

1.2.1 Chez I’homme

Le CBP se classe au 1* rang avec 4311 nouveau cas en 2022 soit 14 ,7% (2), ce taux
d’incidence était plus élevé en 2018 (17,4%) (18), et en 2020 (20,2%) (19).
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Others Rank Cancer site Number of cases Percent
1st @® Lung 4311 14.7%
2nd Colorectum 4082 13.9%
3rd @ Prostate 3514 12.0%
Prostate
4th @ Bladder 2770 9.4%
5th @ stomach 1693 5.8%
Stomach Bladder
Others 13017 44 3%
Total: 29 387 Number of new cases in 2022, males, all ages

Figure 10: Incidence des cancers en Algérie en 2022 chez ’Homme (2)

1.2.2 Chez la femme

Il reste moins fréquent, en effet il n’arrive qu’a la 11 °™ place avec 729 nouveau cas
en 2022 soit 2,07% (2), cette incidence était de 2,9% en 2020 (19).

1.2.3 Au niveau régional / local de la wilaya de Sétif

Selon les données du Réseau Est et Sud-est, 2014-2017 dont fait partie la wilaya de
Sétif, I’incidence du cancer du poumon est marquée par une augmentation constante
chez les deux sexes.



Chez ’homme entre 2014 et 2017 le taux d’incidence brut et d’incidence standardisée
a presque doublé avec un pic vers I’age de 70 ans.

En 2017 le cancer du poumon était 1* chez I’lhomme avec 1357 cas soit 16,6% des
cancers masculin. En 2017 a Sétif le taux d’incidence était de 18% chez 1’homme et
de 2,6% chez la femme (12).

Tableau 1: Données d’incidences du cancer du Poumon en fonction du sexe,
Réseau Est et Sud-est Algérie2014-2017 (12)

2014 2015 2016 2017

M F M F M F M F
Taux brut /100000 h 8.6 14 13 27 14.4 35 17.1 38
Taux standardise 5 . 9
/100000 h 124 1.7 16.7 3.1 18,9 4.6 22,0 45
% / autres cancers 14,6 1,7 14 2,2 13 3.0 16,6 28
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Figure 11: comparaison des incidences du cancer du poumon de quelques
registres du réseau Sud-est, Algérie2017 (12)

1.3 La Mortalité en Algérie

En absence de données fiables, Globocan 2022 se base sur des estimations nationales
de mortalité par modélisation, en utilisant les ratios mortalité/incidence dérivés de
I'estimation de la survie.

Le cancer du poumon se classe 2°™ en terme de mortalité avec 4 599 décés soit
(12.9%) des déces par cancer (2).



Autres : 16 263 (45.5%)

Cerveau SNC: 1 575 (4.4%)

Total: 35778

Sein : 4 893 (13.7%)

Poumon : 4 599
(12.9%)

Colorectal : 4 380
(12.2%)

Estomac: 2 250 (6.3%)

Vessie : 1 818 (5.1%)

Figure 12: Estimation de la mortalité par cancer en Algérie en 2022 (2)

Il se classe au 1*" rang chez ’homme avec 3 943 déces soit (21.0%) des déces par

cancers (2).

Autres : 7 452 (39.6%)

Cerveau SNC : 840 (4.5%)

Prostate : 1 333 (7.1%)

Total: 18 809

Poumon : 3 943 (21.0%)

Colorectal : 2 330
(12.4%)

Vessie : 1 550 (8.2%)

Estomac: 1361

Figure 13: Estimation de la mortalité par cancer chez les hommes en Algérie en

2022 (2)

Et n’est qu’au 7eme rang comme cause de mortalité par cancer chez la femme avec

656 Déces soit 3,86% (2).
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2 Pronostic et survie

Avec une survie a cing ans qui tend a étre inférieure a 20 % Le CBP est considéré
comme un cancer de mauvais pronostic (4) En Europe il est classé 5eme aprés celui
du pancréas, de la plevre, du foie et de I’cesophage (5).

Une étude des différences de survie selon le stade, le sous-type histologique et le sexe
dans les pays a revenu élevé a suggéré que des facteurs liés au traitement, aux
systemes de santé et a l'ampleur des comorbidités jouent probablement un réle
important (4).

La survie relative (diagnostics portés entre 1989 et 1997) était de (20) :
*Globaleal an=43 %, a5ans= 14 %.
*Hommealan=42%, aSans=13 %.
*Femmealan=46%, a5ans=18 %.

En Europe les données de survie moyenne pour les patients diagnostiqués entre 2001
et 2007 est de 13% (5).

Il est clair que ces données dépendent du stade au diagnostic, ainsi selon les données
américaines, le taux de survie relative a 5 ans des patients diagnostiques entre
1999-2005 est estimé a 52,6% pour les stades localisés contre 3,5 % pour les stades
métastatiques (20).

3 Etiologies et facteurs de risque

3.1 Le tabagisme

3.1.1 Le tabagisme actif

C’est de loin Le facteur de risque le plus important, et le mieux connu. Il est considéré
comme la premiere cause des CBP, il serait responsable de plus de 80% des cas, sa
prévalence chez les fumeurs est de I’ordre de 24 a 60%. (21)

Selon les études menées en Europe, au Japon et en Amérique du Nord, 91 % des
cancers du poumon chez les hommes et 69 % chez les femmes étaient attribuables au
tabagisme (22).

L’évolution du CBP est parallele a ’évolution de la consommation du tabac, ainsi les
fumeurs ont 22 fois plus de risque d’avoir un cancer bronchique dans leur vie que les
non-fumeurs (23).

Le risque du CBP chez les fumeurs dépend de différents aspects du

Comportement tabagique, notamment la durée du tabagisme, la quantité de cigarettes
fumées, le type de cigarette fumée et le type d’inhalation (13).
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Ainsi, il est considéré comme non- fumeur : toute personne ayant fumé moins de 100
cigarettes (5paquest standards) au cours de toute sa vie. Les anglo-saxons 1’appel le
« Never smoker » (jamais fumeur).

Un Ex fumeur (former smoker) est toute personne ayant fumé plus de 100 cigarettes
mais ayant arrété depuis au moins une année.

Par conséquent un fumeur actif (curent smoker) est toute personne ayant fumé plus
de 100 cigarettes ou ayant stoppé depuis moins d’un an.

Un petit fumeur « Light smoker » désigne toute personne ayant trés peu fumé et / ou
ayant arrété depuis longtemps, il est retenu un seuil de consommation de 5 paquets
Années et un délai depuis le sevrage de 15ans (24).

Tableau 2: Définition des différents types de statut tabagique (24)

.. Quantité de Délai depuis
Categorie . . o Terme anglo-saxon
cigarettes fumee I’arrét total
Non-fumeur <100 - Never smoker
Ex-fumeur 2100 a = 21 an Former smoker
Fumeur actif 21003 = 0a1an Current smoker
Petit fumeur =100 mais < 5 PA >15 ans Light smoker

I1 est noté une diminution du risque de cancer 5 a 9 ans apres 1’arrét du tabac chez les
anciens fumeurs par rapport aux fumeurs actuels ; néanmoins, les anciens fumeurs
conserveront toujours un risque plus éleve de cancer du poumon par rapport aux
jamais fumeurs (25).

Tous les types histologiques de CBP sont alors associés au tabac et le tabagisme
augmente le risque de cancers du poumon, gque ce soit pour les CBNPC ou les CBPC.
Ainsi  95% des CBNPC, 99% des cancers épidermoides, 90%des carcinomes a
grandes cellules et 70% des adénocarcinomes sont attribuables au tabagisme (26).

Plus de 4000 substances chimiques ont été identifiées dans la fumée de cigarette.
Approximativement 2500 proviennent du tabac naturel transformé, tandis que le reste
provient des additifs, pesticides et autres composants métalliques et organiques (27).

Parmi ces substances, prés de 60 ont été identifiées comme cancérogénes probables
ou possibles (13).

Les carcinogenes connus incluent les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(PAHS), les N-nitrosamines, les amines aromatiques, les aldéhydes, les composants
organiques (ex : benzene, chlorure de vinyle) et les composants inorganiques (ex :
arsenic, chrome, radon 210, polonium 210) (28).
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L’effet de la nicotine dans la carcinogenése reste débattu, I’activation des récepteurs
nicotiniques a un rdle protumoral et pro angiogénique in-vitro (9).

3.1.2 Le tabagisme passif

Il est définit comme I’exposition continue durant plus d’un an a un fumeur actif vivant
sous le méme toit ou travaillant dans la méme piece (24).

Ce risque a été mis en évidence en 1981, par une étude japonaise chez des femmes
mariées a des fumeurs (29) et depuis 2002, I’OMS a reconnu le réle cancérigene pour
le poumon de I’exposition passive a la fumée de tabac, méme si le risque est
nettement moindre que chez le fumeur actif (30).

Il augmente le risque de cancers bronchique de 30% et serait responsable de plus de
3000 cas (20 %) de cancer du poumon par an chez les Américains et Américaines non
fumeurs (31).

Des études ont retrouvé des taux élevés de cotinine (et d’autres métabolites de la
nicotine) et du goudron cancérigéne dans les urines des sujets exposés au tabagisme
environnemental (32).

3.2 Le Cannabis

La consommation de cannabis serait aussi un facteur de risque du cancer du poumon.
En effet sa fumée contient deux fois plus d’hydrocarbures (33), et dépose 5 fois plus
de goudrons dans le tractus respiratoire qu’une cigarette avec filtre de taille
équivalente et contient de nombreux carcinogenes dont les PAHs (Polycyclic aromatic
hydrocarbons) et phénols a concentration plus élevée que dans la cigarette (28).

Plusieurs études ont montré ’augmentation du risque de cancer bronchique chez les
fumeurs de cannabis, mais ce role ne peut étre confirmé vu la consommation
concomitante du tabac (33).

3.3 Facteurs professionnels

L’exposition aux carcinogenes professionnels serait responsable de 20% des CBP en
France (34).

3.3.1 L’amiante

Est sans conteste la plus fréquente des expositions professionnelles associées au CBP.
Les secteurs les plus a risque sont I’industrie textile, le secteur de I’isolation
thermique, la fabrication d’amiante ciment, et de matériaux de friction (13).

Moins de 2 % des cas de CBP sont liés a ’amiante et I’exposition agit de fagon
synergique avec le tabagisme qui semble augmenter la pénétration des fibres
d’amiante a travers la muqueuse bronchique. Ces fibres d’amiante peuvent activer la
protéine kinase C et activer les proto-oncogenes c-fos et ¢c-jun comme I’expression de
génes dépendant du facteur nucléaire NF-xB et le proto-oncogéne c-myc. (28).
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3.3.2 Lasilice

Le risque relatif de CBP associe a I’exposition professionnelle a la silice cristalline est
généralement compris entre 1,2 et 1,4. Ce risque relatif, en présence de silicose, est
compris entre 2 et 2,5, et est d’environ 1,6 aprés ajustement sur le tabagisme (13).

3.3.3 Lecadmium

En milieu de travail, le risque de CBP est observé dans les populations ayant eu les
expositions les plus anciennes, et des niveaux d’exposition cumulées
vraisemblablement les plus élevées, avec éventuellement une association a d’autres
agents cancérogeénes (13).

3.3.4 Autres

Arsenic et uranium : notamment pour les mineurs, fondeurs de minerai et dans la
production et I’utilisation des pesticides (35).

Hydrocarbures : provenant du charbon et du pétrole : ouvriers d’usine chimique,
imprimeurs, travailleurs du goudron (36).

Nickel, chrome : travailleur a I’affinage, frittage, chromage, tannage et soudeur (37).

3.4 Facteurs environnementaux

3.4.1 Leradon

L'isotope le plus fréquent (et relativement le plus "stable™) est le radon 222.
L’inhalation du radon, gaz naturel radioactif omniprésent dans I’environnement et
provenant du centre de la Terre, reste la principale source d’exposition a la
radioactivité dans le monde, et est considérée comme la 2= cause de cancer du
poumon aux Etats-Unis (38) (39).

3.4.2 Pollution atmosphérique

Une grande étude européenne a établi un lien entre la pollution de I’air extérieur et le
CBP et suggere une fraction attribuable a ce type d’exposition d’environ 10,7% (40).

La proportion mondiale de déces par CBP attribuables a la pollution de l'air extérieur
par les particules fines était de 14 % en 2017, allant de 4,7 % aux Etats-Unis et a 20,5
% en Chine (41).

Le diesel serait 'un des 1% facteurs, ainsi Plusieurs études semblent montrer un
risque accru de CBP en cas d’exposition aux vapeurs et aux fumées du diesel (42).

L’EPA (US-Environmental Protection Agency) reconnait que les études

épidémiologiques sur le risque du CBP associe & I’exposition aux fumées diesel
montrent des évidences cohérentes avec un lien causal (13).
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3.5 Antécédents personnels et familiaux

Les antécédents personnels concernent en particulier les personnes atteintes de
broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), de silicose, de berylliose et de
tuberculose.

L’existence de facteurs génétiques protecteurs est fortement probable et pourrait
expliquer qu’un grand nombre de fumeurs (plus de 80%) ne développent pas de CBP
car ils ont la capacité de mieux métaboliser les constituants cancérogénes contenus
dans la fumée de cigarette. il existe également des facteurs de susceptibilité génétique
favorisant ce cancer (21).

Un cas de cancer pulmonaire familial augmente également le risque de survenue de ce
cancer (43).

Certains polymorphismes de genes sont connus pour étre associes a un risque accru de
CBP. C’est le cas des geénes codant pour les sous-unités a3, a5 et 4 des récepteurs
nicotiniques a I’acetylcholine, pour lesquels certains polymorphismes nucléotidiques
sont fortement liés a la dépendance tabagique et au cancer pulmonaire (44) et pour le
gene TERT qui code pour la telomerase reverse transcriptase (45).

4 Histologie et classification anatomopathologique
4.1 Histologie de la muqueuse bronchique.

L’arbre respiratoire, du larynx sous-glottique jusqu’aux bronchioles terminales, est
tapissé par un revétement respiratoire pseudo stratifié cilié associant trois types
cellulaires : des cellules epithéliales ciliées, des cellules muco-sécrétantes et des
cellules basales.

La muqueuse bronchique contient aussi de rares cellules neuro-endocrines porteuses
de granules de type neuro-sécrétoire.

La bronchiole terminale posséde un revétement cylindrique cilié appelé cellules de
Clara et Les bronchioles terminales s’ouvrent sur les alvéoles pulmonaires, tapissées
de pneumocytes de type | et 1l (46) (47).
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Figure 14: Histo-pathogenése des CBP (47)

4.2 Anatomie pathologique

Il existe deux grands types histologiques du CBP : les cancers bronchiques non a
petites cellules (CBNPC) qui représentent environ 85% des cancers diagnostiqués et
les cancers bronchiques a petites cellules (CBPC) qui représentent les 15% restants
(48).

4.2.1 Le cancer bronchique a petites cellules (CBPC)

Le CBPC est une tumeur maligne épithéliale neuroendocrine de haut grade de
malignité (49).

En effet c’est la forme la plus agressive du CBP et représente 15% de tous les cancers
primitifs du poumon. Il est associe a I’exposition au tabac (50) et Apparait
fréquemment sou forme d’une masse centrale, et environ 25% sont présents en
périphérie (13).

Ces Tumeur sont d’origine neuroendocrine, présentent un temps de doublement
extrémement rapide de I’ordre de 30 jours. Elles ont un pouvoir métastatique tres
important, par voie lymphatique et sanguine.

Elles présentent une trés grande sensibilité a la chimiothérapie et a la radiothérapie
mais avec une forte probabilité de rechute (51).
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Figure 15: Carcinome a petites cellules. (hématéine-éosine x 100) (52)

4.2.2 Les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC)

Localisé souvent dans les tissus pulmonaires périphériques (53) (54). Le CBNPC est
caractérisé par un temps de doublement plus long (55).

Il existe plusieurs sous types pathologiques dont les 3 principaux sont: les
adénocarcinomes (qui représentent environ 45% des cas), les carcinomes
épidermoides (environ 30-35% des cas), et les carcinomes indifférenciés a grandes
cellules (environs 5-10% des cas) (48).

En anatomie pathologique, il est recommandé d’utiliser le moins possible le terme
"carcinome pulmonaire non a petites cellules NOS (not otherwise specified)" car le
carcinome non a petites cellules doit étre classé dans un type plus spécifique, comme
I'adénocarcinome ou le carcinome épidermoide dans la mesure du possible (56) (57).

Le terme “carcinome non-épidermoide” ne devrait pas étre utilisé par les
pathologistes. Il s’agit en effet d’une catégorisation clinique (56).

En IHC (immuno-histochimie) et devant un CBNPC, il est recommandé d’étudié
I’expression de TTF1, spécifique des adénocarcinomes (95 %) et celle de la p40
fortement spécifique des carcinomes épidermoides (98 %) (58).

Carcinome Non a Petites Cellules sans morphologie glandulaire, malphigienne ou neuro
endocrine en histologie standard

\4
4 €———— Mucines (neutres et/ou acides) ————> =

|

IHC anti TTF1 et P40

]
v v v 4

TTF1+ TTF1- TTF1+ TTF1-
P40- P40- PAO+ P40+

Figure 16: Arbre décisionnel pour le diagnostic des carcinomes non a petites 17
cellules sur biopsies ou Cytobloc (56)




4.2.2.1 Les adénocarcinomes (ADK)

Ce groupe de tumeurs épithéliales malignes présente des signes de différenciation
glandulaire ou de production de mucine (59).

Les adénocarcinomes se développent a tous les niveaux depuis les bronches
périphériques jusqu’aux alvéoles et peuvent donc donner des processus tumoraux
proximaux ou périphériques. Ils peuvent provenir d’une part des cellules caliciformes
de I’épithélium bronchique et bronchiolaire et d’autre part des glandes bronchiques.
Ils peuvent aussi provenir des cellules de Clara bronchiolaires et des pneumocytes de
type 11 des alvéoles pulmonaires (49) (21).

L’expression IHC du TTFlsigne 1’origine bronchopulmonaire de 1’adénocarcinome
(60).

Les principaux sous-types histologiques sont 1’ADC solide, acinaire, papillaire et
Iépidique (61).

0 ':1. . "_ - %"'vf"' i;’"‘;' i‘;y-' v s
Figure 17: Coupes histologiques de différentes formes d'adénocarcinome: A :
acinaire, B : papillaire, C : lépidique et D : solide (61)

4.2.2.2 Les Carcinomes épidermoides

Appelés aussi carcinomes squameux, ce sont des tumeurs malignes épithéliales avec
signe de keratinisation, c’est la tumeur classique du grand fumeur (62).

Ces tumeurs sont proximales car elles se développent surtout au niveau des

principales branches. Les carcinomes épidermoides peuvent étre bien différenciés,
moyennement et peu différenciés (63).
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Figure 18: Carcinome épidermoide bien différencié (64)

Ces tumeurs se développent a partir des cellules basales qui n’expriment pas le facteur
de transcription TTF1 (60).

4.2.2.3 Les carcinomes a grandes cellules

Il s’agit d’une tumeur épithéliale indifférenciée dépourvue de composante
épidermoide ou glandulaire. Se développent également trés majoritairement chez
des sujets fumeurs (65).

Certains de ces carcinomes a grandes cellules correspondent a des carcinomes
neuroendocrines a grandes cellules avec I’expression des marqueurs neuroendocrines

Les cellules tumorales du Carcinome a grandes cellules n’ont pas de marqueurs d’THC
spécifique (60).

4.2.2.4 Autres sous types histologiques

Carcinomes sarcomatoides : Les carcinomes sarcomatoides primitifs pulmonaires
représentent 1% des CBNPC. Selon I’OMS c’est tout carcinome ayant un comme
point commun de comporter des cellules d’aspect pseudo-sarcomateux (60).
-Carcinomes adénosquameux : Ces tumeurs sont plut6t de localisation périphérique.
Ils associent une composante épidermoide et adénocarcinomateuse qui peuvent étre de
type et différenciation variable dans le méme foyer tumoral (60) .
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Tableau 3: Classification antomopathologique de ’OMS 2021 du cancer du CBP

(56)

TUMEURS EPITHELIALES
[...]
Lésions glandulaires pré-invasives
Hyperplasie adénomateuse atypique
Adénocarcinome in situ
Non mucineux
Mucineux
Adénocarcinome
Adénocarcinome minimalement invasif
Non-mucineux
Mucineux
Adénocarcinome invasif non-mucineux
Adénocarcinome |épidique
Adénocarcinome acinaire
Adénocarcinome papillaire
Adénocarcinome micro papillaire
Adénocarcinome solide
Adénocarcinome Invasif mucineux

Adénocarcinome invasif mixte mucineux et non-mucineux

Adénocarcinome colloide
Adénocarcinome fecetal
Adénocarcinome entérique
Adénocarcinome NOS
Lésions épidermoides pré-invasives
Carcinome épidermoide in situ
Dysplasie malpighienne légere
Dysplasie malpighienne modérée
Dysplasie malpighienne sévere
Carcinome malpighien (ou épidermoide)
Carcinome malpighien NOS
Carcinome malpighien kératinisant
Carcinome malpighien non kératinisant
Carcinome malpighien basaloide
Carcinome lymphoépithélial
Carcinome a grandes cellules
Carcinome a grandes Cellules

Carcinomes adénosquameux
Carcinome adénosquameux
Carcinomes sarcomatoides
Carcinome pléomorphe
Carcinome a cellules géantes
Carcinome a cellules fusiformes
Blastome pulmonaire
Carcinosarcome
Autres tumeurs épithéliales
Carcinome NUT

TUMEURS NEUROENDOCRINES PULMONAIRES
Lésions pré-invasives
Hyperplasie diffuse idiopathique a cellules neuroendocrines
Tumeurs neuroendocrines
Tumeur carcinoide NOS / tumeur neuroendocrine NOS
Tumeur carcinoide typique / tumeur neuroendocrine de grade 1
Tumeur carcinoide atypique / tumeur neuroendocrine d & grade 2
Carcinomes neuroendocrines
Carcinome a petites cellules
Carcinome a petites cellules composite
Carcinome neuroendocrine a grandes cellules
Carcinome neuroendocrine a grandes cellules composite
TUMEURS MESENCHYMATEUSES SPECIFIQUES AU POUMON
Hamartome pulmonaire
Chondrome
Lymphangiomatose diffuse pulmonaire
Blastome pleuropulmonaire
Sarcome intimal
Tumeur myofibroblastique congénitale péri bronchique
Sarcome myxoide pulmonaire avec fusion EWSR1-CREB1
PECome
Lymphangioléiomyomatose
PECome bénin
PECome malin

(]

Tumeur thoracique indifférenciée SMARCA4 déficiente

Tumeurs de type glandes salivaires
Adénome pléomorphe
Carcinome adénoide kystique
Carcinome épithélial-myoépithélial
Carcinome mucoépidermoide
Carcinome a cellules claires hyalinisant
Myoépithéliome
Carcinome muyoepithélial
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5 Classification TNM et stadification

5.1 Classification TNM

Cette classification est une classification clinique et topographique, avec des données
anatomopathologiques, La derniére version est celle de 2016 (8eme édition) . Notons
qu’une 9¢me édition est en cours d’élaboration (56).

Tableau 4: Classification TNM du CBP (56)

Tx

Tumeur primitive non connue ou tumeur prouvée par la présence de cellules malignes dans les sécrétions
broncho-pulmonaires mais non visible aux examens radiologiques et endoscopiques.

T0

Absence de tumeur identifiable.

Tis

Carcinome in situ.

Tl

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

Tla(mi) Adénocarcinome a invasion minime

Tla <lem

Tib >1cmet<2cm

Tic >2cmet<3cm

T2

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

OU avec un quelconque des éléments suivants

-envahissement d'une bronche souche quelle que soit sa distance par rapport & la caréne mais sans
envahissement de la caréne,

-envahissement de la plévre viscérale,

-existence d'une atélectasie ou pneumonie obstructive

T2a >3 cmmais<4cm

T2b >4 cmmais<5cm

T3

T = Tumeur (plus grande dimension)

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

OU associée a un(des) nodule(s) tumoral(aux) distinct(s) dans le méme lobe,
OU envahissant directement :

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

-le nerf phrénique,

-la plévre pariétale ou le péricarde pariétal.

T4

Tumeur de plus de 7 cm

OU associée a des nodules tumoraux séparés dans deux lobes différents du méme poumon,
OU envahissant directement :

-le médiastin,

-le coeur ou les gros vaisseaux,

-la trachée, ou la caréne

-le diaphragme,

-le nerf récurrent,

-I'cesophage,

-un(des) corps vertébral(ux).

Nx

Envahissement locorégional inconnu.

NO

Absence de métastase dans les ganglions lymphatiques régionaux.

N1

Métastases ganglionnaires péri-bronchiques homolatérales et/ou hilaires homolatérales incluant une extension
directe.

N2

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

N3

N - Adénopathies

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

MO0

Pas de métastase a distance.

M1

Métastases

Existence de métastases :

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

M1lb  Une seule métastase extra-thoracique dans un seul organe

Mlc Plusieurs métastases extra-thoraciques dans un seul ou plusieurs organes
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5.2  Classification par stade

Tableau 5: Classification par stade du CBP (56)

M1la-b Mlc
Tout N Tout N

A

1A A

6 Signes cliniques et diagnostic

Le CBNPC est souvent diagnostiqué a un stade avancé (67). Il peut présenter
plusieurs symptomes et les signes peuvent étre parfois discrets ou tardifs. Tout signe
clinique, indépendamment de son importance doit étre un signal d’alarme chez un
fumeur de plus de 40 ans (68).

6.1 Signes cliniques
6.1.1 Symptdmes liés a une atteinte locale

La toux est un symptdme commun présent chez 50 a 75 % des patients, suivi d'une
hémoptysie, de douleur thoracique et de dyspnée (69).

6.1.2 Symptomes d’envahissement locorégional

Pleurésie, dysphonie, syndrome cave supérieur, dysphagie, Syndrome apico-costo-
vertébral (appelé aussi syndrome de Pancoast Tobias : pour les tumeurs de 1’apex qui
se manifestent par des douleurs du membre supérieur de type radiculaire C8-) et
syndrome de Claude Bernard Horner homolatéral (se manifeste par un myosis, un
ptosis et une enophtalmie) (21).

6.1.3 Symptdomes liés & des métastases a distance

Plus de la moitié des CBP sont métastatiques d’emblée notamment au niveau du
cerveau, de 1’0s, du foie et des surrénales (70).
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6.1.4 Syndromes paranéoplasiques

Hippocratisme digital, hypercalcémie paranéoplasique, hyponatrémie du syndrome de
Schwartz-Bartter (syndrome de sécrétion inappropriée d'ADH), syndrome de
Cushing.... (28).

6.2 Bilan diagnostic
S’articule autour d'un examen clinique et d’examens d’imagerie.

6.2.1 Examen clinique

L’interrogatoire du patient recherche systématiquement I’exposition a des facteurs de
risque, en particulier le tabagisme (actif ou passif), une exposition professionnelle et
une éventuelle altération de 1’état général.

L’examen clinique recherche principalement les éléments en faveur d’une localisation
métastatique et les urgences (syndrome cave supérieur, hémoptysie de moyenne a
grande abondance et 1’hypertension intracranienne (HIC) (21).

6.2.2 Examen d’imagerie

6.2.2.1 Radiographie thoracique

De face et de profil. Les images suspectes sont les images a projection hilaire ou
juxta-hilaire, les opacités arrondies intra-parenchymateuses, les opacités systematisées
rétractiles, les images cavitaires néoplasiques. ... (28).

La normalité de la radiographie thoracique standard est rare en présence d'un
carcinome bronchique avéré (< 5 %). elle permet en outre souvent de différencier
d'emblée les cancers proximaux des cancers periphériques (71).

6.2.2.2 Tomodensitométrie thoracique (TDM)

Le TDM doit étre réalisé avant 1’endoscopie bronchique et doit étre réalisé avec
injection de produit de contraste (72).

Les CBNPC ont une présentation polymorphe. Le siége périphérique, I’aspect en
verre dépoli, les condensations alvéolaires systématisées orientent beaucoup plus vers
le type Adénocarcinome.

Les carcinomes épidermoides sont le plus souvent de topographie centrale et excavée,
nécrotique, que les adénocarcinomes, mais en pratique il n’y a pas de distinction
formelle (73) (74).

6.2.3 Fibroscopie bronchique
La bronchoscopie souple est réalisée dans le cas de tumeur centrale, elle permet la

visualisation de la tumeur ainsi que ses caractéristiques. Dans le cas de tumeur
périphérique la fibroscopie est souvent sans anomalies (75).
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6.2.4 Préléevement tumoral et examen anatomopathologique

Plusieurs prélévements sont possibles en fonction de la localisation de la tumeur :
-Biopsie bronchique : réalisée au cours d’une fibroscopie pour les tumeurs centrales

-Biopsie sous Echo-endoscopie .

-Biopsie transthoracique scanno-guidée : appelée aussi transpariétale, pour les
tumeurs périphériques.

-Biopsie ganglionnaire ou d’une métastase : pleurale, hépatique, osseuse....

-Biopsie chirurgicale : si les autres techniques précédemment décrites ne permettaient
pas un diagnostic de certitude.

-Biopsie liquide : si les autres alternatives sont impossibles a réaliser (76) (77).
6.2.5 Bilan d’extension

Permet notamment la réalisation de la classification TNM et donc la stadification de
la maladie.

6.2.5.1 Extension intra thoracique

TDM thoracique, IRM thoracique.
Fibroscopie bronchique.
TEP-TDM (Tomographie par émission de positon couplée au scanner)

6.2.5.2 Extension extra thoracique

TDM thoracique abdomino pelvien, TDM ou IRM cérébrale.
Scintigraphie osseuse (71) (21).
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Chapitre Il : Altérations moléculaires et addiction
oncogénique du CBNPC

1 Carcinogenése et anomalies génétiques

Les CBP se développent selon un processus de plusieurs étapes, avec tout d’abord une
prolifération cellulaire, suivi d’une abolition de I’apoptose, une néo-angiogenese puis
un envahissement et la dissémination & distance (78).

L’acquisition d’altérations génétiques ou moléculaires confere a la cellule un
avantage prolifératif considérable. La plupart de ces altérations ont bien une
responsabilité non seulement dans I’initiation mais également dans la progression
tumorale ainsi que dans la mise en place de sous clones tumoraux (79). On estime que
95% des CBP ont de multiples anomalies génétiques acquises: mutations,
amplification géniques, pertes d’alléle, instabilités chromosomiques, surexpression
des génes et extinction de 1’expression (80).

Ces anomalies sont responsables de I’acquisition, par la cellule de nouvelles
propriétés (81):

-Autosuffisance en signaux de croissance
-Insensibilité aux signaux antiprolifératifs
-Echappement a l'apoptose

-Potentiel replicatif illimité

-Angiogenese soutenue

-Invasion et métastases des tissus.

Plusieurs facteurs peuvent influencés les types et les fréquences de ces altérations
moléculaires notamment lorsqu’il s’agit du type histologique. Ainsi ces altérations
sont plus fréquentes dans les formes non épidermoides (plus particulierement les
adénocarcinomes) que dans les carcinomes épidermoides (82) (83).

Adenocarcinoma

Squamous cell
= No oncogenic driver detected (36%)

m KRAS (25%)

™ EGFR (17%)

HALK (8%)

W Mutation>1 gene (3%)

= HER2 (3%)

W BRAF (2%)

 PIK3CA (1%)
" MET (1%)

= NRAS (1%)

= AKT (1%)

MEK (<1%)

M FGFR1 amp.(22%)

= KRAS (6%)

m EGFR (5%)

m DDR2 (4%)

m PIK3CA (4%)

 BRAF (2%)
Unknown (60%)

Figure 20:Anomalies moléculaires en fonction du sous type histologique
(Adenocarcinoma=Adénocarcinome, squamous cell= épidermoide) (82)
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D’autres facteurs aussi peuvent avoir un impact sur la prévalence de ces anomalies
tels que 1’age, le sexe, le statut tabagique et ’ethnie (84).

Aujourd'hui, les altérations moléculaires prédictives sont identifiées chez environ
60% des patients atteints d'adénocarcinome pulmonaire dans les populations
occidentales et 80 % dans les populations asiatiques. Ces mutations oncogéniques
sont essentiellement fréquentes chez les non-fumeurs, les est-Asiatiques et les
patients jeunes (85).

Fumeurs Non-fumeurs
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Figure 21: Biomarqueurs en fonction du statut tabagique dans I’étude
«Biomarqueur » en France (86)

2 Altérations moléculaires d’intérét thérapeutique

Plusieurs altérations moléculaires ont émergé en tant que marqueurs predictifs et
pronostiques du CPNPC. Un marqueur pronostic renseigne sur la survie du patient,
indépendamment du traitement recu, car il est indicateur du comportement intrinseque
de la tumeur (57).

Un marqueur prédictif renseigne sur l'efficacité thérapeutique ou la résistance au
traitement, car il existe une interaction entre ce marqueur et la thérapie en question
(87).

Ainsi, plusieurs classes thérapeutiques ont été developpées dont le but de cibler les
conséquences de ces altérations moléculaires qu’on appelle aussi « drivers
oncogéniques ». Ces médicaments sont qualifiés de « thérapie ciblée » utilisée dans
le cadre de ce qu’on appelle « la médecine de précision » (85).

L’identification des altérations moléculaires ciblables jouant un rdle d'addiction
oncogénique est aujourd’hui un pré-requis avant toute prise en charge des patients
atteints d’un CBNPC (88) (7).

Les altérations moléculaires recherchées peuvent étre des mutations ponctuelles
(substitution d’une paire de base conduisant au changement d’un acide aminé au
niveau de la protéine — exemple : la mutation L858R de I’EGFR), des petites
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délétions/insertions exemple: Déletions 19 de ’'EGFR), des amplifications géniques
conduisant généralement a une surexpression de la protéine (exemple : amplification
du géne MET) ou des réarrangements chromosomiques conduisant a des transcrits de
fusion (juxtaposition de 2 genes ou parties de génes éloignés — exemple : fusion
ALK-EML4) (88).

INCIDENCE OF ONCOGENIC DRIVER ALTERATIONS

KRAS Q61X; 2% pas G13X; 5%

Others/Unknown;
24%
KRAS G12V; 6%

KRAS G12C; 13%
RET fusion; 1.20%

ROS1 fusion; 2.60
MET amp; 2%

MET splice; 4% EGFR (typical); 21%

Figure 22: Incidence des principales altérations responsable d’addiction oncogénique

(85)

« Seront discutées dans ce travail les altérations moléculaires d’intérét
thérapeutique seulement ».

Parmi ces altérations moléculaires d’intérét thérapeutique les plus pertinentes
actuellement, on retrouve: les mutations de PEGFR ,les réarrangements ALK, les
réarrangements ROS1, la mutation BRAF V600Es , les fusion du NTRK 1/2/3 ,
les mutations de I’exon 14 du MET , les rearrangements RET , la Mutation G12C
de KRAS et les altération de ’HER2. D’autres altérations d’intérét thérapeutique
sont toujours en cours d’évaluation : autres altérations de MET et réarrangements
NRG1 (57) (89).

Il est important de signaler que les altérations moléculaires de : ALK, BRAF V600E,
EGFR, KRAS, METex14 skipping, les réarrangements RET et les réarrangements
ROS1 sont mutuellement exclusifs, c’st a dire qu’ils ne sont pas présent
conjointement. Ainsi, rechercher les mutations KRAS (Les plus fréquentes) peut
permettre d'identifier les patients qui ne bénéficieront pas des autres tests moléculaires
cette approche est également connus sous I’appellation « approches de tests par
paliers » (57).

27



2.1 EGFR et altérations de PEGFR

2.1.1 Physiologie de TEGFR

L’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) est une glycoprotéine de 170-kDa
qui constitue un récepteur transmembranaire a activite tyrosine kinase. Il fait partie de
la famille des récepteurs des facteurs de croissance impliqués dans le développement
et le fonctionnement normal de différents organes (90).

Il appartient a la famille des récepteurs des facteurs de croissance épidermique
ERBB/HER qui sont au nombre de quatre récepteurs: erbBl=Herl nommé
communément EGFR, erbB2/Her2/neu, erbB3/Her3 et

erbB4/Her4 (90) (91).

Cette protéine est présente dans les conditions physiologiques, dans les cellules
d’origine méso- et ectodermiques a un taux de 2x10*a 2x10° récepteurs par cellule.
Au niveau de I’appareil respiratoire, I’expression de '’EGFR est forte dans les cellules
épithéliales bronchiques et modéree dans les cellules épithéliales alvéolaires (92).

La partie extracellulaire de 'EGFR se divise en 4 domaines : deux domaines de
liaison au ligand (I et III) et deux domaines riches en Cystéine (II et IV). L’EGFR
possede plusieurs ligands dont les plus importants sont I’EGF, TGFo., la
bétacelluline et I’épirubiline (90).

La partie intracellulaire comporte un domaine de régulation et un domaine tyrosine
kinase faisant de L’EGFR un récepteur a activité tyrosine kinase (93).

Figure 23: Structure schématique de PEGFR (90)
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La fixation de son ligand au niveau du domaine extracellulaire induit une
homodimérisation ou bien une hétérodimérisation avec un autre recepteur (HER2,
HER3, HER4) permettant I’activation par autophosphorylation ATP dépendante du
résidus tyrosine qui induit I’activation des voies de signalisation intracellulaire, qui
sont la voie RAS-RAF-MEK-MAPK qui contrdle la transcription de genes, la
progression du cycle cellulaire et la prolifération cellulaire.

La voie PI3K-Akt active une cascade de signaux anti-apoptotiques via bFGF, HB-
EGF, MAPK, PI3K, TGFo et VEGF. Ces voies permettent la régulation et
I’amplification du signal EGFR, et controlent ainsi les processus de différenciation, de
prolifération, de survie, d’adhésion et de migration cellulaire (90) (94).

NRGs NRGs __

_ B-cellulin
Amphiregulin HB-EGF
B-cellulin
HB-EGF
Epiregulin

7 4 Cell proliferation

Cell survival
Invasion and metastasis
Tumor-induced neoangiogenesis

Figure 24: Voies de signalisation de "TEGFR !(95)
2.1.2 Le géne de TEGFR

Le gene de I'EGFR est situe sur le chromosome 7p (13.12) est constitué de 28 exons
(200kb) (96).

Il présente une forte homologie avec un oncogéne viral (VErbB) en fit aussi ’'un des
premiers « proto-oncogenes » ou oncogeénes cellulaires caractérisés (90).

2.1.3 Altérations moléculaires de PEGFR

2.1.3.1 Lasurexpression

L’EGFR est surexprimé dans de nombreuses tumeurs solides comme les tumeurs
gliales, les carcinomes mammaires et les carcinomes coliques.

Dans les CBNPC, La surexpression de ’EGFR est retrouvée dans environ 60 % des
carcinomes épidermoides et 40 % des adénocarcinomes et carcinomes a grandes
cellules. A noter qu’aucune surexpression d’EGFR n’est notée dans le cancer
bronchique & petites cellules (97). Le mecanisme le plus fréquent en cause dans cette
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expression importante est I’amplification du geéne de récepteur de 'EGFR en
plusieurs copies. (98)

La valeur pronostique de I’expression de ’EGFR dans le CBNPC n’est pas clairement
démontrée et son expression ne serait pas corrélée au statut mutationnel de 'EGFR.
Par conséquent la recherche d’une amplification du gene et de la surexpression de la
protéine EGFR ne sont pas retenues dans la sélection des patients a traiter par TKI
(99).

2.1.3.2 Les mutations du géne de ’EGFR

Les mutations de ’EGFR et leurs impacts en thérapeutique dans le CBNPC sont de
loin les plus documentés (9) (57).

Les mutations de ’EGFR ont été décrites dans le CBNPC dans les années 2000 et ont
constituées les premieres cibles d’une thérapie ciblée basée sur la recherche
d’altérations genétiques, approuvée par la FDA (85).

Les mutations de ’EGFR sont somatiques et apparaissent précocement au cours de la
carcinogenese pulmonaire (100).

Dans le CBNPC ont compte plus de 200 différentes mutations de ’EGFR (89).

Ces mutations surviennent spécifiquement dans les 4 premiers exons (exons18 , 19,20
21) du geéne codant pour le domaine tyrosine kinase , c’est a dire au niveau du site de
fixation de I’ATP qui est aussi celui des TKI, ce qui a permis de les classer en
mutations dites activatrices ou bien de résistance aux TKI (101).

Les altérations de ’EGFR, correspondent a des délétions respectant le cadre de
lecture, des insertions ou des mutations ponctuelles faux-sens (102).

Les délétions de I’exon 19 et la mutation ponctuelle L858R de 1’exon 21 sont de loin
les plus fréquentes des mutations activatrices de I’EGFR « Commun mutations » (plus
de 85%). les autres sont plus rares et sont appelées « Uncommun mutations », elles
comprennent les insertions de I’exon 20 (6% des mutations de I’EGFR) et les
mutations ponctuelles G719X, L861Q and S768l (85) (103).

Il est recommandé de rechercher toute mutation de 'EGFR dont la fréquence est
estimée étre supérieure a 1% (104).

- Exon 18

il s’agit essentiellement de mutations touchant le codon 719 qui est a I’origine d’une
substitution d’une glycine par une cystéine, une alanine ou une sérine (G719X)
représentant 4 % des mutations. La mutation S720F a aussi été décrite au niveau de
cet exon (105) (83).

-Exon 19

Il s’agit de délétions, intéressant toujours la leucine en 747 et la glutamine en 749,
représentant 44 % des mutations de ’EGFR. Il existe plus de 20 variants de délétion
de I’exon 19 (9, 12, 15, 18, 24 pb ou délétions-insertions, ....) .

Il existe également des insertions qui représentent 1 % des mutations (106) (82).
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- Exon 20

Il s’agit d’insertions représentant jusqu’a 6% des mutations. Il est possible de
retrouver la substitution T790M de maniére innée (107) , c'est-a-dire chez des patients
qui ne sont pas prétraités par des TKI, dans cette situation la mutation T790M est dite
germinale et est considérée comme facteur de risque de développer un cancer
bronchique (57).

La fréquence de cette mutation T790M augmente a 50% chez les patients développant
une résistance sous TKI anti-EGFR de 1 et de 2°™ génération (108).

Moins de 1% des mutations concernent les mutations ponctuelles V765A et T783A
(107).

Les mutations de I'exon 20 (autres que EGFR p.T790M) forment un groupe
hétérogeéne, Il existe actuellement des preuves sur le manque de sensibilité de ces
mutations au TKI (exception faite pour la mutation p.A763_Y764insFQEA) (56) (57)
(85).

Pour ces raisons, Il est recommandé actuellement de rechercher ces mutations par
NGS vu que la PCR pourrait ne pas détecter certains variants (57).

La présence de plusieurs mutations a la fois est rare mais possible, ont parle dans ce
cas de mutations combinées ou multiples (56) (103).

- Exon 21:

La mutation ponctuelle L858R de I’exon 21 représente 41 % des mutations
activatrices de ’EGFR et la mutation ponctuelle L861Q représente 2 % des cas. La
mutation L861R a aussi été décrite dans I’exon 21 (107).

2.1.4 Différences pronostic des mutations de ’EGFR

La valeur pronostique des mutations de ’EGFR dans le CBNPC n’est pas clairement
démontrée et toutes les mutations ne seraient pas équivalentes d’un point de vue
pronostic. Les délétions de I’exon 19 seraient associées a une meilleure survie que la
mutation ponctuelle L858R de 1’exon 21 (105).

Les insertions de I’exon 20 seraient moins sensibles au TKI notamment de 1°¢¢

génération comparées aux mutations classiques de ’EGFR (deletion19 et mutation
L858R) (109).
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Figure 25: Altérations moléculaires de PEGFR des exons 18,19,20 et 21 (110)

2.1.5 Profil des patients présentant une mutation de ’EGFR

Il n’existe pas aujourd’hui d’indicateurs clinico-pathologiques fiables du statut
mutationnel, méme si certains profils sont plus souvent associés a certaines altérations
moléculaires, ceci reste insuffisant pour décider de rechercher ou non une altération
moléculaire (76) .

Toute fois La fréquence des mutations de I’ EGFR peut dépendre de plusieurs

caractéristiques et parameétres notamment :

-origine ethnique : plus fréquentes chez les d’Asiatiques (40 a 50 %) contre (10
a 20 %) chez les Caucasiens (101), et 30% chez les latino-américains (82).

-le sexe : plus fréquentes chez les femmes 38 % contre 10 % chez les hommes.
-le statut tabagique : plus fréquentes chez les non-fumeurs 47 % contre 7 % des
fumeurs (111).

- le type histologique : plus fréquentes dans les adénocarcinomes (30 %) (112), avec
une fréquence de 50 % chez les patients asiatiques et 15-25 % chez les autres
patients. elles sont plutdt rares dans les carcinomes épidermoides (moins de 5 %)
(101) (113).

Les sous types histologiques de type adénocarcinomes Iépidiques non mucineux et les

adénocarcinomes papillaires/micropapillaires sont plus souvent associés a des
mutations de ’EGFR chez les caucasiens (10—13 %) (76).
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2.1.6 Mutations de résistance de PEGFR

Les mutations innées sont plutét rares, par contre une grande partie est acquise suite a
un traitement par TKI.

La mutation la plus documentée reste la T790M de 1’exon 20, qui consiste en une
substitution d’une threonine 790 par une methionine (114) et qui apparait chez 40%
a4 50% des patients prétraités par des TKI de 1% ou 2°™ génération (89).

Cette mutation est responsable d’une modification de I’architecture du site de liaison
du récepteur a I’ATP, augmentant ainsi I’affinit¢é du domaine tyrosine kinase pour
I’ATP , ce qui réduit I’affinité pour les TKI de 1% et 2°™ génération (114) (115).

Ce mécanisme de résistance a conduit au développement des TKI de 3™ génération
(notamment 1’Osimertinib) actifs y compris en présence de mutations de résistance
T790M (116).

D’autres mutations ont ét¢ rapportées comme les mutations D761Y dans I’exon 19,
T854A dans I’exon 20 et L747S dans I’exon 21 qui fragiliseraient la liaison des TKI
a leur site liaison de ’EGFR (117).

La mutation C797S est observée chez environ 10 a 20 % et 7% des patients en
progression sous Osimertinib en 2°™ ligne et 1 ligne respectivement, ce qui confére
une résistance acquise envers les TKI de 3°™ génération (118).

Il important de noter qu’il peut y avoir d’autres mécanismes de résistance acquise
aprés traitement par TKI qui ne sont pas lies a ’EGFR, mais plutdét médiés par
d'autres modifications moléculaires, tels que le réarrangement ALK, I'amplification du
MET et du HER2 (117).

Un autre mécanisme de résistance original est la transformation histologique d’un
CBNPC a un CBPC dans 6% des cas ou bien méme d’une forme épithéliale a une
forme mésenchimateuse (57) (119).

2.2 Réarrangements du gene ALK

Le géne ALK code pour un récepteur a activité tyrosine Kinase. Il a été identifié pour
la premiére fois en 1994 dans les lymphomes anaplasiques. Il conduit a la
juxtaposition d’un domaine « hétérologue » en N-terminal au domaine kinase ALK en
C terminal (120).

Les genes partenaires impliqués dans ces réarrangements sont nombreux (KIF5B,
TFG, KLC1, PTPN3...). Dans les CBNPC, les réarrangements les plus fréqguemment
observés sont des inversions d’un segment chromosomique du bras court du
chromosome 2 dont le plus fréquent est celui résultant de la fusion avec le gene
codant pour ’EML4 « echinoderme microtubule-associated protein like 4 » dans sa
portion N-terminale (120) (121).

Cette anomalie est a 1’origine de I’expression d’une protéine chimérique qui possede
une activité ALK tyrosine kinase permanente, donnant des signaux de prolifération
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des cellules tumorales, de migration et de survie via les voies de signalisation des
MAPK, JAK - STAT et PI3BK-AKT (122).

Ces mutations sont mutuellement exclusives des mutations EGFR, KRAS, HER2 et
BRAF (123).

On retrouve la translocation ALK- EML4 dans 3 & 7 % des CBNPC, plus
fréquemment chez les patients ayant un adénocarcinome et chez les patients plus
jeunes (médiane 55 ans) et non ou petits fumeurs (120) (121).

Contrairement aux mutations d’EGFR, les réarrangements d’ALK ne sont pas
associés au sexe des patients ni a leur origine ethnique (101).

EML4

ML4/ALK
ALK _ Fusion

E

Figure 26:Translocation ALK- EML4 (11)

La recherche des rearrangements du gene ALK peut se faire par IHC, mais la
technique de référence reste I’hybridation in situ avec fluorescence (FISH).
L’échantillon est considéré comme ALK positif si un réarrangement est observé dans
au moins15 % des cellules tumorales (avec un minimum de 50 cellules analysables)
(76).

Le premier inhibiteur de la tyrosine kinase ALK mis sur le marché est le Crizotinib,
ensuite plusieurs inhibiteurs de ALK ont fait preuve de leur efficacité clinique et ont
obtenus une AMM dans les CBNPC avec réarrangement de ALK (molécules dites de
2°Me gt 38Me génération) (7).

Tableau 6: Différents réarrangements du gene ALK (120)

Geéne RTK Geéne partenaire Variants*

ALK EML4 V1 : E13-A20 (54,5%)

V3a/b : E6-A20 (34%)

V2 : E20-A20 (10%)

V5a: E2-A20 (1,5%)

Autres : E2/3/10/14/15/17/18/20/21-A20 ; E6-A17 ; E6-A19
KIF5B K24-A20 ; K15-A20

Autres : TFG, KLC1, CRIM1, STRN, CLTC, PTPN3, HIP1, TPR, BIRC6, DCTN1, SQSTM1,
BCL11A, NPM1, SEC31A

2.3 Réarrangements ROS 1

Le géne ROS1 est un proto-oncogéne qui code pour un récepteur transmembranaire
de type tyrosine kinase, dont la structure est proche de celle de I’ALK (122).
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Les réarrangements chromosomiques du géne ROS1 ont été d’abord identifiés dans
les glioblastomes et ont été décrits dans le CBNPC début 2012 (124). Il est a I’origine
de la production d’une protéine chimérique dont I’activité tyrosine kinase est active de
fagon constitutive (121).

Les rearrangements chromosomiques du gene ROS1 impliquent de nombreux
partenaires, le plus fréquent étant le gene CD74 (109).

La fréquence des réarrangements touchant le géne ROS1 est de 1-2,5 % des CBNPC
et sont associés a un profil de patients d’un age plus jeune et un tabagisme absent ou
faible (124).

Les caractéristiques histologiques de ces tumeurs sont similaires a celles des tumeurs
réarrangées ALK et elles présentent souvent, comme les tumeurs réarrangées ALK,
une forte expression du PD-L1 (120). Les deux (réarrangement ALK et ROS1) ne
surviennent jamais ensemble (121).

La proteine de fusion est détectable en IHC et les transcrits peuvent également étre
détectés par RT-PCR mais La FISH peut étre considérée comme le « gold standard »
pour la détection des réarrangements de ROS1, sans nécessiter une connaissance a
priori de la fusion partenaire (76).

De nombreux inhibiteurs de tyrosine kinase ont montré leur efficacité sur les tumeurs
réarrangées ROS1, notamment ceux actifs dans les réarrangement ALK (Crizotinib)
et la fusion NTRK (Entrectinib) (89) (109).

Tableau 7: Réarrangements des génes ROS1, NTRK1/2 et RET dans le CBNPC
(120)

Geéne RTK | Genes partenaires

ROS1 ' CD74 (40-45%), EZR, SLC34A2, SDC4, TPM3, GOPC(FIG), LRIG3, CCDC6, MSN,
| LIMA1, TMEM1068, TPD52L1, KDELR2, CLTC

NTRK1 | CD74, MPRIP, TPM3

NTRK2 | TRIM24

RET | KIF5B, CCDC6, NCOA4, TRIM33, RUFY2, CUX1, KIAA1468

2.4 Mutation BRAF V600E

Pour Raf murine sarcoma viral oncogéne homolog B. Le BRAF est une sérine-
thréonine kinase qui relie les kinases Ras aux protéines MAP kinases de la cascade
sous-jacente, contrdlant la prolifération cellulaire (125).

La mutation de BRAF V600E , la plus freguemment trouvée (50% des Cas) se situe
sur I'exon 15 (substitution d'une glutamine pour une valine au niveau du résidu 600
(V600E) du chromosome 7 (120).

Les mutations somatiques ont été décrites dans un premier temps dans les mélanomes,
puis dans le CBNPC avec environ 1 a 3 % des adénocarcinomes pulmonaires (126) .
La mutation BRAF V600E serait plus fréquente chez les fumeurs (109).

Il existe des données discordantes sur la coexistence des mutations du BRAF en cas
de mutation de ’EGFR (57) (120) (127).
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Plusieurs molécules antiBRAF ont démontré leur efficacité seules (Vémurafénib) ou
en association avec des antiMEK Dabrafenib (ciblant BRAF)+ Trametinib (ciblant
MEK) (13) (128).

2.5 Rearrangements du gene RET

Pour «rearranged during transfection». Le géne RET est un membre de la
superfamille des cadhérines et code pour un récepteur tyrosine kinase. Le géne est
localisé sur le chromosome 10 (129).

Ces réarrangements sont décrits depuis trés longtemps dans les cancers papillaires de
la thyroide. Le réarrangement KIF5B-RET dans les CBNPC était le premier décrit,
depuis d’autres partenaires ont été identifiés (CCDC6, NCOA4, TRIM33, RUFY?2,
CUX1, KIAA1468). Ces réarrangements sont globalement rares (1-2 % des CBNPC)
et généralement absents dans les tumeurs présentant d’autres altérations moléculaires
(120) (130).

Les patients présentant ce type d’anomalie sont plus de sexe féminin (7) (130) avec
un age plus jeune et un tabagisme absent ou faible (109) (129).

Les réarrangements de RET peuvent étre détectables par FISH. L’IHC n’est pas
validée comme méthode de screening (76).

Les tumeurs réarrangées RET sont susceptibles de répondre a des traitements utilisant
des TKI a large spectre (Crizotinib), mais des inhibiteurs plus spécifiques ont éte
développes (Selpercatinib, Praseltinib) (57) (129).

2.6 La fusion NTRK

Les genes NTRK 1/2/3 pour neurotrophic tyrosine (Tropomyosin) receptor kinase ,
permettent la production de 3 protéines, TRKA, TRKB et TRKC, jouant un réle dans
la différenciation, la survie et la prolifération des cellules ainsi que leur migration
dans l’organisme (131) en activant les voies classigues MAPK, RAS ou PISKCA
(132).

En cas de processus tumoral, la protéine de fusion NTRK est anormalement active
menant a un déreglement cellulaire et au développement de divers types de cancers
(132).

Ces fusions sont rares, observées dans une grande variété de types de tumeurs chez
I'adulte et I'enfant (carcinome sécrétoire du sein ou le fibrosarcome infantile) (120).
Celles observées dans les CBNPC impliquent le plus souvent le NTRKL1, et différents
partenaires ont été identifiés (132), elles sont retrouvées chez moins de 1 % des
patients atteints de CBNPC (109).

La rareté de ces cas ne permet pas a ce jour d’identifier des caractéristiques cliniques
ou histologiques susceptibles d’orienter le criblage des tumeurs porteuses d’anomalie
des genes NTRK. Leur identification est néanmoins cruciale compte tenu de
I’efficacité clinique spectaculaire des inhibiteurs de NTRK (Larotrectinib ou
Entrectinib) (131).
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2.7 Les Altérations du Met

Met, pour mesenchymal-epithelial transition. Il peut s’agir de surexpressions,
d’amplifications ou de mutations ponctuelles (76).

Le c-MET est un géne localisé sur le bras long du chromosome 7 (7g21-31) qui code
pour un récepteur tyrosine kinase dont le ligand est I'Hepatocyte Growth Factor
(HGF). Le c-MET est I’initiateur d’une signalisation intracellulaire complexe qui
intervient dans la prolifération et la résistance a I’apoptose, la mobilité, I’invasion et
I’angiogenése (133) (134).

La protéine MET contribue a la résistance primaire et secondaire au traitement par
TKI antiEGFR et antiALK (135).

2.7.1 L'amplification du gene c-MET

Est associée a un mauvais pronostic dans différentes séries rétrospectives de CBNPC
136).

£’arr)1pliﬁcation du MET de haut niveau (high-level MET amplifications), constitue
un marqueur prédictif émergent, méme si la définition de I'amplification du MET de
haut niveau est en évolution et peut varier selon le test utilise. Ainsi pour les résultats
basés sur le séquencage génomique (NGS), un nombre de copies supeérieur a 10 est
considéré comme une amplification de MET de haut niveau (57).

2.7.2 Les skipping Mutations de I’exon 14 du c-MET

Sont prédictives de réponse et constituent ainsi une cible thérapeutique (57) (89).
Elles sont situées au niveau ou a proximité immediate des sites d'épissage de I'exon 14
du géne MET conduisant a un ARN messager dépourvu d'exon 14 (137).

Elles sont retrouvées chez 3-4% des patients atteints d’adénocarcinome bronchique,
elles peuvent étre présentes dans les autres types histologiques du CBNPC (1-2%)
(109).

Ces skipping Mutations de ’exon 14 du ¢ MET sont mutuellement exclusives avec
les autres altérations (EGFR, ROS,ALK, BRAF) (57) (137).

Plusieurs molécules ont démontrées leur efficacité dans les skipping Mutations de
I’exon 14 du ¢ MET, certaines molécules non spécifiques comme le Crizotinib et
d’autres plus spécifiques (Capmatinib, Tepotinib) (57) (89).

Ces mémes molécules sont proposées dans le CBNPC avec amplifications du Met de
haut niveau (high-level MET amplifications), mais les données cliniques quant a leur
efficacité restent insuffisantes, raison pour laquelle, elles ne sont toujours pas
approuves par la FDA dans cette indication (57).

2.8 Les mutations du KRAS

Pour Kirsten Rat Sarcoma virus. C’est une GTPase ancrée dans la membrane
plasmatique qui joue un rdle dans la transduction du signale entre le récepteur et les
kinases cytoplasmiques (RAF et PIK3) (138) (139).
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Le gene du KRAS est un Proto-oncogene dont les mutations surviennent
majoritairement dans le codon 12, mais d’autres localisations sont possibles (139).

Leur fréquence dans les adénocarcinomes est estimée a 35% dans la population
caucasienne et a seulement 10% environ dans la population est-asiatique et seraient
plus frequentes chez les fumeurs (76) (140).

Elles surviennent de fagon prédominante dans 1’adénocarcinome, rarement dans le
carcinome épidermoide et jamais dans le cancer du poumon a petites cellules (139).

La présence d'une mutation KRAS est considérée comme un facteur de mauvais
pronostic. Etant donné que ces mutations sont mutuellement exclusives des autres
mutations prédictives (EGFR, ROS1, BRAF, and ALK), leur recherche est
intéressante pour exclure la présence d’autres mutations prédictives si elles ne
peuvent étre recherchées (57).

L’une des mutations les plus fréquentes du KRAS est la mutation G12C (89), qui

représente a elle seule 40% des mutations KRAS (56), soit 13% des patients atteints
de CBNPC (109).

Cette mutation est considérée actuellement comme un marqueur préedictif. En effet,
plusieurs inhibiteurs spécifiques pour la mutation de KRAS G12C ont été développes,
en 1’occurrence Le Sotorasib et I’Adagrasib indiqués pour I’instant en 2°™ ligne (57)
(141).

2.9 Altérations du HER?2 (erbB2)

HER 2 (Human epidermal receptor 2) est un proto-oncogéne codant pour la protéine
HER2 faisant parti des récepteurs tyrosine kinase de la méme famille de 'EGFR
(HER1). II joue un rdle important dans la prolifération cellulaire par 1’activation des
voies de signalisation intracellulaire PI3K et MEK-ERK (90) (142).

Le HER2 est surexprimé dans 20% des CBNPC, quasi exclusivement dans les
adénocarcinomes. Cette surexpression est liée a une amplification génique qui est
associée a un faible pronostic (143).

Les mutations du géne sont beaucoup moins fréquentes (<3%), il s’agit
essentiellement d’insertion / duplication sur I’exon 20 et d’autres mutations
ponctuelles du domaine extracellulaire (tel que p.S310X). Ces mutations sont dites
activatrices de I’'HER2 (109).

Les mutations HER2 sont retrouvées dans le méme profil de population que celle des
mutations EGFR: les non-fumeurs et les femmes, Mais avec une population plus
jeune et elles sont mutuellement exclusives des mutations de I’EGFR et du KRAS
(57) (76).

Certains anticorps monoclonaux (antiHER2) conjugués ont démontré leur efficacité

en 2°™ ligne et au deld, notamment le Fam-trastuzumab deruxtecan et Ado-
trastuzumab emtansine (57) (144).
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Chapitre 111 : Recherche des mutations de PEGFR

L’émergence des thérapies ciblées et de I'immunothérapie a fait de 1’identification des
marqueurs et des altérations moléculaires ciblables un pré-requis avant toute prise en
charge des patients porteurs d’un CBNPC. La recherche de ces biomarqueurs
prédictifs de réponse est un enjeu important d’une part pour la décision thérapeutique,
mais également d’un point de vue pharmaco-économique étant donné le codt de ces
traitements (88).

1 Généralités

L’EGFR représente I’altération moléculaire la plus étudiée et la mieux documentée et
qui a permis I’utilisation des TKI antiEGFR dans le CBNPC. Ces méme TKI ont
élargi le champ de recherche des mutations dites activatrices pour englober aussi les
mutations de résistance secondaires au traitement par TKI, notamment la fameuse
mutation de résistance T790M (9) (56).

Toutes les sociétés savantes s’accordent sur la nécessité de rechercher les mutations
de ’EGFR avant toute décision thérapeutique (57) (89) (145).

Avant d’entamer la recherche d’anomalies moléculaires en général et de ’'EGFR en
particulier, plusieurs critéres doivent étre mis en place et qui doivent permettre
d’apporter des réponses aux questions suivantes :

Quels patients doivent bénéficier d’une recherche de mutation de ’TEGFR?
Quand réaliser la recherche de mutation de PEGFR?

Ces deux questions permettent de définir les critéres d’éligibilité a la recherche des
mutations de ’EGFR

Sur quel type de prélevements peut-on réaliser la recherche des mutations de
PEGFR?

Quelles mutations recherchées et avec quelle technique de biologie moléculaire?
(76) (146)

2 Criteres d’éligibilité a la recherche des mutations de "EGFR

Ces critéres inclus essentiellement, le sous type histologique et le stade de la maladie
mais aussi dans certaines situations, le statut tabagique et I’age du patient.

-Ainsi la recherche concerne tous les CBNPC non épidermoide (56) (57) (89) (145)
(147): Principalement les adénocarcinomes, les carcinomes indifférenciés a grandes
cellules, les carcinomes adénosquameux et les CBNPC NOS d’une maniére générale
(57).
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Les critéres d’éligibilités dans les formes du CBNPC épidermoide ne font pas
consensus. Ainsi, 11 est recommandé de rechercher les mutations de ’EGFR dans les
cancers épidermoides des non-fumeurs, car il peut s’agir de carcinomes
adénosquameux dont seul le contingent épidermoide est présent sur la biopsie (10)
(56) (147).

La recherche des mutations de ’EGFR dans les cancers épidermoides est étroitement
liée au statut tabagique et des précisions sont apporté par 'ESMO et le guide
thérapeutique Algérien en oncologie médicale (GTAOM), qui définissent la catégorie
des non fumeurs éligibles a la recherche : les jamais fumeur(Never smoker) (<100
cigarettes dans toute la vie), les petits fumeurs (Light smoker) _<15 paquet / an toute
forme de tabac, et les Ex fumeurs (sevrés depuis plus de 15 ans selon ’ESMO , 10
ans selon le GTAOM (89) (145).

A ¢a, TESMO recommande aussi a ce que la recherche soit effectuée dans les formes
épidermoides chez les personnes de moins de 50 ans. (89) (113) (89) (104).

Le NCCN dans sa mise a jour de 2024 recommande a ce que la recherche des
mutations de ’EGFR soit effectuée pour tous les sous types histologiques du CBNPC,
y compris les formes épidemoides et ce ci quelque soit I’dge, 1’ethnie ou bien le statut
tabagique du patient, puisque ces altérations peuvent exister dans les CBNPC
épidemoides méme si avec une fréquence plus faible que celle observée dans les
formes adénocacinomateuses (57).

Non-small cell lung carcinomas (advanced stage)

Non-squamous cell carcinomas
(AC, tumors with an AC component
or tumors where an AC cannot be reasonably excluded)

Squamous cell
carcinomas

Never- or light- smokers
or
< 50 years-old

| )
| l | |

PD-L1 EGFR ALK ROS1 BRAF V600E
expression mutation rearrangement rearrangement mutation

5 ZE =

Figure 27 : Algorithme diagnostic pour les tests des biomarqueurs chez les
patients atteints de CBNPC avanceé (104)

En cas de diagnostic histologique incertain, il est toujours recommandé de rechercher
les mutations de I’EGFR. (104)
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-Le stade de la maladie est un autre critére important méme si les recommandations
peuvent changer en fonction des sociétés savantes et d’un pays a un autre (en fonction
des indications validées des TKI notamment en situation adjuvante).

Ainsi, la recherche des mutations de ’EGFR est indiquée systématiquement dans les
stades localement avancés et métastatiques cela inclus les stades I11 non résécables (en
générale I1IB et 111C) et les stades IV (56).

Etant donné que certains TKI sont validés pour une utilisation dans des stades
précoces (notamment 1’osimertinib en situation adjuvante), la recherche des mutations
de ’EGFR peut étre réalisee chez les non épidermoides au stade précoce avec
tumeurs résécables (de stade IB a 111) (56) (147) (148) (149).Les stades Il1 concernent
essentiellement les 1A (56) (147), mais peut aussi peut inclure dans certaines
situations les stades 111B notamment les T4N2 de la classification TNM8eme édition
(56). Dans cette situation La recherche peut se limiter aux mutations les plus
fréquentes de ’EGFR en I’occurrence les délétions 19 et la mutation LS8R (148) .

Cette recommandation pour une utilisation lors de stades précoces, apparait aussi dans
la mise a jour de 2024 du guide thérapeutique en oncologie Algérien qui recommande
a ce que la recherche soit effectuée dans les CBNPC non épidermoides de stade pIB a
plI1A notamment pour la délétion 19 et la mutation ponctuelle L858R (145).

3 Les types de prélévements pour la recherche des mutations de
PEGFR

Plusieurs supports biologiques ou prélevements peuvent étre utilisés pour la
recherche des mutations de I’EGFR : prélevement tissulaire, Prélevement
cytologique et prélevement sanguin (plasmatique). (76)(33)

La condition la plus importante et que ce prélevement doit étre de bonne qualité afin
de permettre I’obtention d’un matériel génétique (ADN) en quantité suffisante et avec
une qualité optimale (104).

3.1 Prélévements tissulaires

Souvent les prélevements sont obtenus par biopsie ou bien rarement par exérése
chirurgicale (146), en raison de la présentation clinique a un stade avancé de la
maladie. Ces biopsies peuvent étre obtenues par fibroscopie, par ponction
transpariétale, transbronchique ou transoesophagienne. Il peut également s’agir de
biopsie de la tumeur primitive ou biopsie des localisations métastatiques comme des
biopsies osseuses ou bien hépatiques (76).

La recherche des mutations de ’EGFR est souvent réalisée sur des tissus fixés au
formol et incluse en paraffine (FFPE= formalin-fixed, paraffin embedded) (146)
(147).

Pour la fixation il est recommandé de ne pas utiliser 1’acide picrique et d’éviter les
autres fixateurs qui contiennent de I’acide tels que I’AFA (alcool formol acide
acétique) (147).La fixation a I’alcool quant elle reste possible (146).
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Si une décalcification des tissus est nécessaire (biopsie de métastase osseuse), il
faudra privilégier 'TEDTA qui permet de conserver un ADN de meilleure qualité (76).

La recherche des mutations est rarement effectuée sur du tissus frais ou bien congelé.
(146) (147).

Il existe plusieurs protocoles de fixation qui peuvent tous altérer la qualité du

matériel génétique y compris ceux utilisant le formol notamment lorsqu’il s’agit
d’analyser de long fragments d’ADN (150).

En général pour les tissus fixés au formol, de meilleurs résultats d’ analyse
moléculaire, sont obtenus avec des fragments d'ADN inferieur a 300 pb, les résultats
sont moins constants avec des fragments d’ADN compris entre 300 et 1000 pb , alors
qu’ils sont souvent non concluants pour les fragments d'ADN dont la longueur est
superieure a 1000 pb (151).

Aussi, La fixation au formol provoque parfois des changements aléatoires des bases
nucléotidiques, ce qui peut conduire a des résultats faussement positifs, notamment en
cas de faible concentration d’ADN (146).

A noter que la fixation a I’éthanol 70° donne des résultats comparables, voire
meilleurs, que le formol pour les tests de biologie moléculaire, malgre ¢a l'alcool n'est
pas un fixateur privilégié en routine, pour des raisons d‘habitude de sécurité, de cotlit
et de compatibilité avec certains autres examens (par exemple : HER2 par FISH,
récepteur d'cestrogéne par IHC) (146) (152).

La durée de fixation peut influencer la qualité de I’ADN, des durées allant de 6 a 12
heures pour les biopsies et de 8 a 18 heures pour les pieces chirurgicales donnent
généralement de meilleurs résultats. D’une maniére générale une durée de fixation
comprise entre 6 a 48 heures est acceptable, alors que des durées de fixation tres
longues affectent la qualité de I’ADN (146) (153).

La cellularité est un autre critére important conditionnant la quantité et la qualité
d’ADN, méme si ¢a dépendra aussi de la technique de biologie moléculaire utilisée
par la suite pour la recherche des mutations (89).

Toute fois, ce n’est pas le nombre absolu de cellules tumorales qui est important mais
la proportion de cellules tumorales par rapport aux cellules stromales, cellules
inflammatoires et aux cellules saines. On estime que le taux de cellules tumorales
doit étre >20% dans I’idéale, et qu’un taux d’au moins 10% de cellules tumorales est
nécessaire pour des techniques de biologie moléculaire avec une limite de détection
<5% (89) (147).

Notons qu’actuellement avec certaines techniques de biologie moléculaire trés
sensibles, une cellularité tumorale méme inférieure a 5% peut donner des résultats
pertinents (89).

3.2 Prélevements cytologiques

Ils sont obtenus par aspiration bronchique, brossage, ponctions pleurale, cytoponction
ganglionnaire ou pulmonaire (76).
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Ils sont trés adaptés pour des tests moléculaires, en particulier lorsqu’il s’agit de
blocs cellulaires appelés aussi cytobloc (ou cell bloc) qui peuvent constituer une
alternative aux biopsies tissulaires y compris pour le diagnostic. Ces blocs cellulaires
sont obtenus en enrobant dans un gel, un produit de cytoponction, le culot de
centrifugation d’un liquide ou des microfragments tissulaires, afin de réaliser des
coupes sériées pour coloration ou permettre la réalisation de réserve de cellules fixées
en vue de techniques spéciales (154).

Ils présentent I’avantage d’étre assez purs en cellules tumorales et doivent étre fixés
dans alcool. Ce qui convient généralement pour les tests moléculaires, méme si il faut
bien s’assurer d’avoir bien éliminé a la fin toute trace d’éthanol car il peut inhiber la
réaction de PCR (146).

3.3 Prélévement sanguin

Qualifie le plus souvent de biopsie liquide par opposition aux preléevements
tissulaires qui constituent les biopsies solides.

Les biopsies liquides sont un concept large qui englobe Ianalyse des acides
nucléiques circulants (ADN et ARN), des cellules tumorales circulantes (CTCs) ou
des exosomes en tant que support biologique permettant de rechercher les marqueurs
moléculaires des tumeurs (155).

De nouvelles entités ont éte rajoutés a ce concept large de biopsie liquide tels que : les
plaquettes TEPs (tumor-educated platelets), ’ADN methylé, et les marqueurs
métabolomiques et protéomiques (metabolomic and proteomic markers) (156).

Toute fois, les acides nucléique circulants notamment I’ADNc (circulant), restent de
loin le mateériel génétique le plus exploité notamment pour I’identification des
marqueurs predictifs en cancérologie (155).
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Figure 28: sources de matériel génétique de la biopsie liquide (156)
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3.3.1 ADN circulant

Plusieurs terminologies sont retrouvées dans la littérature: cfDNA (cell free DNA) ,
ccfDNA( Circulating cell free DNA) pour désigner I’ADN circulant provenant de
I’ensemble des cellules de 1’organisme ou bien le ADNct (cell tumor DNA) pour
désigner la fraction d’ADN provenant des cellules tumorales (157).

3.3.1.1 Historique de la recherche de I’ADNc

La présence d’acides nucléiques dans le plasma a été décrite par Mandel and Metais
depuis1948 (91) et La sécrétion d’ADN par les lymphocytes humains in vitro a été
observee dés 1975 (157).

Toutefois, ce phénomeéne n'a pas suscité beaucoup d'attention jusqu'en 1977, Lorsque
Leon et al ont démontré que la concentration d'’ADN circulant était beaucoup plus
élevée chez les patients atteints de cancer par rapport aux autres et que le niveau
d’ADN circulant diminue chez certains patients ayant répondus aux traitements
anticancéreux (91).

En 1994, Sorenson et al et VVasioukhin et al ont démontré l'existence de mutations de
proto-oncogeénes dans le plasma de patients atteints d'un cancer du pancréas et du
syndrome myélodysplasique , ce qui a fortement étayé I'nypothése de la présence
d’ADN dérivé des cellules tumorales dans le plasma déja suggerée par Stroun et al
(158).

3.3.1.2 Origines et caractéristiques de I’ADNCc et de I’ADNct

Dans la circulation sanguine, une grande partie de ’ADN circulant provient des
cellules saines de I’organisme, essentiellement des cellules hématopoiétiques et en
moindre degrés des autres tissus. Cet ADNCc est essentiellement libéré suite a des
phénomeénes d’apoptose et de nécrose cellulaire (159).

L’augmentation de I’ADNc peut s’observer dans certaines situations physiologiques
tel que I’exercice physique, mais aussi dans certaines situations pathologiques comme
I’inflammation, les traumatismes, les infarctus, les maladies auto immunes et surtout
les maladies cancéreuses (157).

Chez une personne saine, 'ADNc se trouve dans le plasma a des concentrations
variables allant de quantités négligeables a une dizaine de ng /ml de plasma. Cet
ADN est souvent, liés a des protéines qui le protegent de la dégradation dans le sang
(155), il est sous la forme de fragments en double hélice dont la taille est inférieure a
200 pb avec une moyenne de 166 pb, Méme si certains fragments peuvent atteindre
plus de 10 000 bp lorsqu’ils proviennent de cellules en apoptose ou nécrosées (157).

I’ADNc se dégrade rapidement et sa demi-vie est relativement courte, moins d’une
heure en générale (160), méme si, des études récentes ont démontré que son
élimination est en fait biphasique. Une phase rapide avec une demi-vie de 10 minutes
a 1 heure et une autre phase lente avec une demi-vie qui peut éteindre les 13 heures.
Cette élimination est souvent hépatique mais peut étre en partie rénale (155).
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Au cours du processus tumoral, la concentration d’ADNc est souvent
significativement augmentée par rapport a celle retrouvée chez les sujets sains (161).

I’ADNct Consiste en une fraction variable de I'ADN plasmatique qui provient des
cellules tumorales. En théorie, 'ADNCct représente un mélange d'ADN libéré par les
différents sous-clones tumoraux, capturant I'hétérogénéité d'un cancer et donnant donc
une meilleure description du paysage génomique qui caractérise la tumeur (158).

La 1% 'hypothése avancée pour expliquer la présence d'’ADNct dans le plasma de
patients atteints de cancer était la lyse des cellules tumorales circulantes. Cependant,
le nombre de cellules tumorales circulantes ne correspond pas a la quantité totale
d'ADNCc retrouvée dans le plasma (91).

Rapidement on a compris que d’autres mécanismes sont impliqués dans la libération
de I'ADNct, notamment la nécrose tumorale et I'apoptose considérés comme des
meécanismes important a l'origine de 'ADNCct (157).

Par la suite des études ont aussi démontrée invivo et invitro que la libération active
d'ADNct dans la circulation par la cellule tumorale est possible et qu’elle constitue
une source non négligeable d’ADNct (162).
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Figure 29: Origine de ’ADN tumoral circulant (162)

Une fragmentation plus élevée de I'ADNc a été observée des patients cancéreux. En
effet, les fragments d'ADNct sont plus petits, autour de 143-145 pb (163).

Chez les patients atteints de cancer, la demi-vie de I'ADNCct est <2 heures (155).
Des études portant sur des patients atteints de CBNPC ont démontrés que la

concentration en ADNCc peut aller de quantités négligeables a 100ng/ml avec parfois
des concentrations atteignant méme les 1000 ng/mL (164).
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3.3.1.3 Facteurs influengant les concentrations de I’ADNct

Chez les patients cancéreux, la concentration d’ADNCct varie en fonction de plusieurs
parametres :

3.3.1.3.1 Facteurs liés a la maladie tumorale

- Le Stade et la localisation de la tumeur et des meétastases : On estime que la

fraction d’ADNct représente jusqu'a 1 % de 'ADNCc total aux stades précoces et peut
atteindre 40% aux stades avancés (165) voire plus (90%) (166).

Dans le CBNPC la concentration d’ADNct est plus importante lorsqu’il y a des
localisations extrathoraciques, les localisations cérébrales étant associées a des
niveaux plus faibles d’ADNct (155).

- le sous type histologique : dans les CBNPC, des concentrations plus élevées
d’ADNct sont observees dans les carcinomes épidermoides par rapport aux
adénocarcinomes (155) (161).

- Autres facteurs : la taille de la tumeur, les taux de prolifération et d'apoptose,
I'étendue de la nécrose, I'inflammation, le microenvironnement de la tumeur ainsi que

d’autres paramétres liés au patient peuvent influencer aussi la quantité d’ADNct
(155) (167).

3.3.1.3.2 Facteurs liés a au patient

Les facteurs spécifiques au patient comprennent les conditions physiologiques (par
exemple, un exercice physique intense), ou physiopathologique (I'inflammation ainsi
que les pathologies aigués ou chroniques (155) (168).

3.3.1.3.3 Facteurs liés a aux traitements

Les concentrations d'’ADNct peuvent étre affectées par les différents traitements tels
que la chimiothérapie, la thérapie ciblée, I'immunothérapie et la radiothérapie.

Une corrélation a été établie entre la réponse et les concentrations d'ADNct. D une
manire générale des concentrations d’ADNc plus faibles on été rapportées chez les
patients en rémission ou avec une maladie stable (169).

Par consequent, le moment du prélevement doit étre soigneusement planifié en
fonction du contexte clinique (155).
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Figure 30: Evolution des concentrations d’ADNct en fonction du stade de la
maladie cancéreuse (155)

3.3.1.3.4 Facteurs liés aux variables pré-analytiques

Ces facteurs peuvent influencer la quantité et la qualité de I'ADNCct. (Voir phase
préanalytique) :

Type d’échantillon biologique (plasma plutét que de sérum pour éviter la lyse
leucocytaire responsable d’une contamination par de I'ADN génomique) (165), le
volume de I'échantillon (volume important=concentration d’ADNc importante), la
nature de I’anticoagulant lors du prélévement, les conditions de conservation et la
méthode d’extraction utilisée sont autant de paramétres qui peuvent affecter la
quantité et la qualité d’ADNc (155).

3.3.2 Les cellules circulantes tumorales (CTC)

Décrites pour la premiére fois chez les patients cancéreux en 1869. Elles Peuvent
provenir de la tumeur primitive ou des sites métastatiques et peuvent aussi étre
présentes a différents moments de 1’évolution de la maladie (157).

Les CTC sont considérées comme la principale source de dissémination de la maladie
cancéreuse (165), elles sont retrouvees chez 46 % des patients atteints de CBNPC au
stade 1V (170).

Les CTC sont considérées comment rares (167), en moyenne 5 a 50 CTC sont
retrouvées dans 7,5 ml de sang dans les stades métastatiques (157), ce qui correspond
a une cellule par CTC par 10° a 7 de leucocytes. Cette faible concentration est aussi
expliquée par leur demi-vie courte estimée de 1 a 2.4h (170).

D’une maniere générale, un nombre élevé de CTC est corrélé avec une évolution
pronostique péjorative (157).

Via leurs acides nucléiques, les CTC peuvent apporter des informations sur la
structure de la tumeur, le degré d’invasion, la sensibilité et la résistance aux
traitements (168).
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Il existe différentes technologies pour la détection et I’isolement des CTC :

-Celles  utilisant des méthodes de sélection positive basées sur 1’utilisation
d’anticorps antimolécule cellulaire d’adhésion (« epithelial cell adhesion molecule »
;EPCAM) pour déceler les cellules épithéliales , des anticorps anti-N-cadhérine pour
les cellules mésenchymateuses ou encore des anticorps antiplastine 3 pour les étapes
transitionnelles entre ces deux.

Cette recherche peut se faire également par sélection négative par élimination des
cellules hématopoiétiques normales par anticorps anti-CD45.

Une fois isolées, les CTC sont identifiées par cytologie, analyse biochimique ou
génomique et peuvent étre mises en culture pour obtenir des lignées cellulaires (157).

Malgré un nombre croissant de technologies, I’é¢tude des CTC reste encore du
domaine de la recherche. Une meilleure connaissance de leur biologie, ainsi qu’une
connaissance de leur devenir lors des différents essais thérapeutiques devraient
permettre d’aider a répondre a de nombreuses questions (168).

3.3.3 Les exosomes

Sont des vésicules extracellulaires de 40 a150 nm provenant de I’endosome cellulaire
et libérées dans la circulation sanguine. Ils contiennent de I’ADN, de I’ARN ainsi que
des protéines (157).

Leur concentration dans le sang est généralement supérieure & 10° exosomes par ml
de sang et la quantité totale dépend de la charge tumorale et du stade de la maladie
(158).

La combinaison de certains marqueurs tels que le CD63, CD9 ou CD81 sur les
vesicules peut contribuer a leur identification (157).

L’exploitation en pratique clinique en cancérologie, reste un challenge important, car
on manque de marqueurs spécifiques permettant de différencier les exosomes des
cellules tumorales de ceux des autres cellules (167).

4 Intéréts de la biopsie liquide

La biopsie liquide représente une alternative ou une méthode complémentaire a la
biopsie tissulaire dans la prise en charge du cancer pulmonaire et ceci grace aux
nombreux avantages qu’elle offre au clinicien et au patient (157).

4.1 Facilité du prélevement

L’un des avantages le plus évident est la faisabilité¢ et la facilité du prélévement
sanguin, compar¢ a la biopsie tissulaire qui reste une technique invasive qu’elle soit
réalisée par bronchoscopie ou par voie transpariétale (76).
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Cette facilité peut permettre de procéder a un suivi tout au long du traitement et rend
la biopsie liquide beaucoup plus répétable que la biopsie tissulaire (171).

4.2 Alternative si mauvaise qualité de la biopsie tissulaire

Dans certaines situations en biopsie tissulaire, la qualité du prélévement ne permet pas
d’avoir assez de tissu tumoral pour avoir des résultats fiables. Aussi, le bloc tissulaire
peut étre épuisé suite aux nombreux tests réalises (notamment coloration spécifique et
IHC) (153).

La qualité de I’ADN peut se retrouver altérée par la fixation au formol et I’enrobage
par la paraffine, ou bien lorsque le tissu provient de métastases notamment le tissu
0sseux (89).

L’utilisation de la biopsie liquide comme Alternative & la biopsie tumorale a été
démontrée dans l'essai EURTAC, qui a démontré que la survie sans progression
(PFS), la survie globale (OS) et la réponse au traitement sont corrélés au type de
mutations de ’EGFR détectées grace a la biopsie liquide (156).

4.3 Meilleure représentation de I’hétérogénéité tumorale

Le tissu tumoral est hétérogéne, des variations entre les cellules tumorales peuvent se
présenter au sein de la tumeur et/ou bien avec les métastases (171).

Gerlinger et al. a montré que lors de I’analyse de différentes biopsies tissulaires pour
une méme tumeur, difféerentes anomalies acquises peuvent apparaitre au cours du
processus de carcinogenese (173).

La biopsie liquide permet de se défaire de cette limite puisque elle permet de refléter
I’ensemble du matériel génétique de la tumeur (171).

Ainsi, chez les malades atteints de CBNPC traités par des TKI de 1°¢ et 2¢me
génération et en progression, environ 30 % des prélevements tissulaire avec T790M-
positifs ne sont pas détectés sur biopsie liquide et un taux similaire de résultats
T790M-positifs sur biopsie liquide seraient négatifs sur tissus, rendant ces deux
approches complémentaires (156).
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Figure 31: Illustration de ’hétérogénéité tumorale (174).

49



4.4 Suivi tout au long du traitement et monitoring

La faisabilité de la biopsie liquide, fait en sorte qu’elle soit facilement répétable, ce
qui permet de procéder au suivi pour adapter le traitement tout au long de la prise
charge du patient que ce soit dans le cadre d’une évaluation de la maladie résiduelle
MRD ou bien dans le cadre d’une recherche de résistance qui expliquerait 1’échec
d’une thérapeutique notamment lorsque cette résistance peut étre acquise comme dans
le cas de la mutation de résistance T790M dans le CBNPC (155).

5 Réalisation des tests de détection des mutations de PEGFR sur
biopsie liquide (ADNCc)

Les tests de détection des mutations du gene de '’EGFR sont des tests dits «
compagnons » ou « théragnostiques », car ils sont associés a une thérapie ciblée dont
la mise en ceuvre dépend de leurs résultats prédictifs de 1’efficacité ou de la résistance
au traitement selon les cas (87).

Un test compagnon de biologie moléculaire se déroule en trois phases :

une phase pré-analytique, comprenant le prélevement d'un échantillon, le recueil
des éléments cliniques pertinents, la préparation, le transport et la conservation de
I'échantillon biologique jusqu'a I'endroit ou il est analyse.

une phase analytique, correspondant au processus technique permettant I'obtention
d'un résultat d'analyse biologique ; correspond a I’extraction des acides nucléiques et
I’analyse par technique adaptée.

une phase post-analytique, comprenant la validation, linterprétation et la
communication des résultats au prescripteur et au patient, dans un delai compatible
avec la situation clinique (87).

Tout facteur influengant ces trois phases, peut affecter les résultats de recherche sur
biopsie liquide. Contrairement aux idées recues, la plupart des erreurs sont de sources
pré-analytiques (46 % a 68,2 %) tandis que les erreurs en phase analytique et post-
analytique correspondent respectivement a (7 % a 13,3 %) et (18,5 % a 47 %) des cas
d’erreurs (175).

5.1 Parametres pré-analytiques et extraction de ’ADNc

Des paramétres généraux et spécifiques doivent étre pris en considération pour
I’obtention d’une quantité et d’une qualité d*ADNc optimale.

5.1.1 Le Prélevement

Une des premieres difficultés a I’extraction d'’ADNc est ’obtention d’une quantité
élevée en ADNCc tout en évitant toute contamination par I'ADN génomique des
cellules sanguines.
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Il est recommandé d’utiliser des aiguilles de gros calibre (gauge 21-23) pour garder
les cellules sanguines aussi intactes que possible et prévenir la contamination de
I'ADNCc par 'ADN génomique (163).

Le sérum et le plasma ont déja été utilisés comme sources biologiques d’ADNc, mais
La coagulation augmente la libération de I’ADN et des concentrations plus élevées
d'ADN génomique sont retrouvées dans le sérum que dans le plasma.

Par conséquent, l'utilisation de plasma reste préférée, puisque cela permet de
minimiser la contamination par I'ADN génomique leucocytaire, optimisant ainsi la
sensibilité des tests et 'hnomogénéité des résultats (175).

5.1.2 L’anticoagulant

I’anticoagulant le plus recommandé est I’EDTA ( K:EDTA) car I'héparinate de
lithium inhibe les réactions de PCR ( inhibition dose-dépendante) (163).

Une contamination par I'ADN génomique est possible avec les tubes EDTA s'ils sont
conservés trop longtemps a température ambiante. Pour cette raison, des tubes
contenant des stabilisateurs de cellules ont été développés afin d’inhiber la lyse des
cellules sanguines (176).

Il est recommandé de mélanger les tubes doucement par inversion entre 8 a 10 fois et
en évitant toute agitation brusque (163).

5.1.3 Volume sanguin a prélever

La quantité d’ADNc est directement proportionnelle au volume de plasma utilisé et
par consequent, le volume prélevé doit étre soigneusement défini, afin de garantir une
quantité suffisante de plasma et par conséquent d’ADNc (155).11 est recommandé
d’utiliser au moins 12ml de sang total pour la séparation de plasma (176).

L’utilisation des tubes stabilisateurs de cellules peut conduire a un volume de plasma
Iégerement plus faible que les tubes EDTA (163).

5.1.4 Délai Entre le prélévement et la séparation du plasma

Lorsque des tubes K2EDTA sont utilisés, la séparation du plasma doit étre le plus
rapide possible, avec un délai ne dépassant pas les 4 heures (176), jusqu’a 6 heures
(155).

Si la séparation du plasma doit étre retardée, le prélevement peut étre conservé dans
des tubes K2EDTA a 4 °C jusqu'a maximum un jour. Si la recherche moléculaire
concerne 'ADNc d’origine mitochondrial, la conservation a 4 °C doit étre évitée car
elle augmente la libération d’ADN des éléments plaquettaires (163).

Si des tubes avec agent stabilisant les cellules (tube Streck*, tube PAXgene*, Tube
Roche cell free DNA*) sont utilisés, le délai de séparation de plasma peut aller
jusqu'a 5 a 7 jours a des températures comprises entre 10 °C a 30 °C (163) (177).

51



5.1.5 Préparation du plasma

5.1.5.1 Séparation du plasma

Lo et al. et Chiu et al. ont proposé une procédure de séparation du plasma en 2 étapes.
La premiére étape correspond & la methode conventionnelle, consistant en une
centrifugation du sang total a basse vitesse (1600 g pendant10 min ) pour concentrer
les cellules sanguines dans le culot, puis une deuxiéme centrifugation a vitesse plus
élevée (16000 g pendant 10 min ) pour éliminer les organites cellulaires et les débris
(163) (176).

Plusieurs méthodes ont été proposées, notamment par une double centrifugation a
2000g pendant 10 minutes, ou par centrifugation répétée a 1350g pendant 12 minutes
suivie d'un stockage a — 80 °C jusqu'a I'analyse (176).

Mas la méthode la plus utilisée consiste en une premiére centrifugation a 800 a 1200g
a 4 °C pendant 10 minutes et une deuxiéme centrifugation a 14000 a 16000g a 4 °C
pendant 10 minutes (178).

Lors de la récupération du plasma , Il est recommandé de s’¢loigner de la couche
leucocytaire . Les conséquences de L’utilisation du Ficoll sur de 'ADNc ont éteé peu
étudiés et donc sont utilisation est peu recommandée (163).

Il est recommandé d'effectuer ces 2 étapes de centrifugation consécutivement. Toute
fois d'autres études n'ont pas retrouvé d’impact significatif lorsque la deuxieéme étape
est effectuée apres conservation du plasma a -20 °C ou -80°C (178).

5.1.5.2 Controle de qualité du plasma

Toute trace d'hémolyse visible sous la forme d'une couleur orange ou rouge du
plasma et peut correspondre a une lyse cellulaire (163).

Le plasma ictérique peut étre caractériseé par une couleur jaune ou verte intense,
dérivant d'un exces de bilirubine. Il a été constaté une inhibition possible avec la
réaction de PCR en utilisant 'ADNCc extrait du plasma de patients ictériques (179).

De faibles concentrations d'’ADNc ont été obtenues lors d’extraction a partir de
plasma opaque ou trouble. Cela peut étre d0 a la présence de triglycérides apres un
repas trop gras, ce qui pourrait diminuer le rendement de la méthode d'extraction de
I'ADNCc (163).

Le contrble de qualité du plasma est important. Les échantillons peuvent étre
contrélés visuellement et ce contrdle de qualité peut étre effectué apres la premiere ou
la deuxieme étape de centrifugation de la préparation de plasma, bien que ces
observations n‘aient pas été étayées par des statistiques (en raison de la trés faible
fréquence de ces plasmas anormaux), il est néanmoins recommandé que les
échantillons de plasma hémolysé, ictérique ou opaque ne soient pas traités a moins
que le prélevement sanguin ne puisse pas étre refait (175).
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5.1.5.3 Conservation du plasma

L'ADNCc est soumis a une sorte d’homéostasie dans la circulation sanguine, ou la
quantité d'’ADNc détectée dépend de I'équilibre entre le niveau de libération et de
dégradation. Cette dégradation se poursuit dans le plasma ex vivo, et un
refroidissement immédiat a 4 °C puis une congélation sont nécessaires pour minimiser
l'activité des nucléases (178).

I1'y a eu plusieurs études sur la stabilité de 'ADNc dans le plasma & -20 °C ou -80°C
dont certains résultats peuvent étre incohérents (163) (176) (178), puisque la durée de
conservation a long terme dépend des objectifs cliniques et analytiques (163).

Des études ont démontré qu’il est possible, pour la recherche d'une séquence d'ADN
spécifique, de congeler le plasma a -80 °C jusqu'a 10 ans (163). Toute fois, une
conservation de plus de 3 ans peut entrainer une réduction de la concentration de
I’ADNCc (176).

L’étude de El Messaoudi S, et al, a révélé que la concentration d’ADNc était stable
dans du plasma congelé pendant au moins 09 mois a —20 °C ou —80 °C (178).

Raison pour laquelle une durée de conservation de 9 mois est retenue pour une
analyse quantitative de I’ADNCc (163).

5.1.6 Extraction de I'ADNc

L’ADNCc est souvent présent a de faibles concentrations dans le plasma, sachant que
cet ADNc est souvent fixé aux constituants biologiques et mélangé a des
concentrations élevées de protéines (170).

Selon les objectifs cliniques, le choix de la méthode d'extraction impliquera plusieurs
facteurs : l'efficacité de l'extraction de 'ADNc de faible poids moléculaire, la pureté
requise, la répétabilité, la reproductibilité, le temps nécessaire pour 1’extraction et le
cott de la méthode d’extraction (178).

Diverses méthodes d'extraction d'ADNc existent, mais les Kkits commerciaux
d'extraction préts a lI'emploi semblent étre une bonne solution pour l'application en
routine. L'utilisation de ces kits (avec ou sans automatisation) est souvent nécessaire
pour assurer une homogénéité analytique, un bon rendement, une rapidité et une
facilités de I'extraction de I'ADNc (177).

Actuellement, les méthodes les plus utilisées sont basées soit sur I’utilisation de
membrane de silice, les billes magnétiques ou bien les deux en méme temps (163).
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Des différences d’efficacité entre les différents kits peuvent exister. La principale
raison de cette différence est li€ la taille du fragment d’ADN¢ (179).

La nature des réactifs utilisés lors de 1’extraction doit aussi étre prise en considération,
en effet certaines méthodes d’extraction utilisent 1’ethanol dont les traces résiduels
peuvent inhibés la polymérase et ainsi le déroulement de la PCR. Ce ci ne
contrindique pas son utilisation mais une étape de séchage efficace est dans ce cas
necessaire (155).

5.1.7 Contréle de qualité de I'extraction

Il est recommandé d’effectuer un contrdle de qualité de l'extrait d'ADNc avant son
utilisation par une évaluation de la quantité et du niveau de fragmentation (163).

Une lecture rapide et précise de la concentration et de la pureté de I'ADN peut étre
effectuée en utilisant la spectromeétrie en mesurant I'absorbance a 260 nm et le rapport
d’absorbance 260/280 nm (178).

L'utilisation du NanoDrop® pour mesurer la concentration d’ADNc permet la
préservation de ce dernier. Cependant, la mesure de I'absorbance est principalement
limitée aux concentrations d’ADN double brin dont la concentration est supérieure a 2
ng/uL  (seul le Thermo Scientific™ Nano-Drop™ One® peu aller a des
concentrations de 0,2 ng/pL d’ADN double brin) (163).

La quantification par fluorimétrie (en utilisant le Qubit®) est I'option préferée pour
I'analyse des échantillons avec une concentration relativement faible d’ADNc (180).

L'utilisation de Tapestation® permet la quantification fluorimétrigue mas aussi de
déterminer la taille des fragments 'ADNc (181).

Ces méthodes decrites ci-dessus, sont considérées comme simples, rapides et peu
couteuses (176).

Les méthodes basées sur la gPCR (PCR quantitative) et de digital droplet PCR
(ddPCR), permettent d’obtenir des niveaux de sensibilité et de spécificité plus élevés
lors de la détermination de la concentration d'’ADNc (181).

5.1.8 Conservation de I'extrait d'ADNCc

Une fois extrait 'ADNc pur obtenu, il est beaucoup moins sensible a la dégradation
que I'ADNc au niveau du plasma, et les recommandations pour la conservation des
extraits d'’ADNc rejoignent celles des extraits d'ADN génomique, méme si, la
fragmentation élevée spécifique a I'ADNCc pourrait entrainer une sensibilité accrue a la
dégradation (176).

En général, la dégradation de I'ADN augmente avec la dilution, la durée de
conservation et les cycles de congélation-décongélation répétés. 1l est recommandé
que les extraits soient congelés dans des tubes en polypropylene a -20 °C ou-80 °C, et
qu'ils ne subissent pas plus de 3 cycles de congélation-décongélation (163).
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L’¢étude d’El Messaoudi S, et al, a révélé que La concentration moyenne de I'extrait
d’ADNc semble diminuer légerement aprés 03 mois de conservation a —20 °C.
Néanmoins, une plus grande diminution de la concentration a été observée au niveau
du plasma congelé par rapport aux extraits congelés d’ADNc. Selon cette méme
étude la conservation de I’extrait d’ADNc est possible jusqu'a 09 mois a —20 °C ou
—80 °C pour la recherche d'une séquence spécifique, et jusqu'a 03 mois a —20 °C pour
la quantification et la mesure de la fragmentation de I’ADNc (178).

En résume, la durée possible de conservation d’ADNc dépendra certes des conditions
de conservations mais aussi de son application clinique et des utilisations possibles
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5.2 Variables analytiques influengant la recherche des mutations sur
biopsie liquide
5.2.1 Les faux négatifs

De nombreux patients, méme atteints d'un cancer a des stades trés avancés, peuvent
présenter de faibles taux d’ADNct dans leur plasma. L'incapacité a détecter un variant
(mutation) lors d'un essai peut étre due a l'absence du variant recherché (un vrai
négatif) ou a de faibles taux d’ADNct qui empéchent la détection du variant (un faux
negatif).

De nombreux facteurs doivent étre pris en compte dans I'éventualité d'un résultat
faussement négatif, tels que la quantité d’ADNc analysée et la sensibilité de la
technique, qui peut méme varier selon les différents types d’altérations recherchées.

Ainsi, Un technique qui détecte les mutations, les petites insertions ou les délétions
avec une sensibilité élevée peut avoir une sensibilité plus faible pour la détection des
variations du nombre de copies ou des fusions de genes (155).

L'interprétation des résultats des essais basés sur I'ADNc doit toujours tenir compte de
la possibilité que le plasma ne contienne pas des niveaux suffisants d’ADNCct pour
détecter differents types de mutations (182).

5.2.2 Les Faux positifs

L'ADNCc provient aussi en grande partie des cellules hématopoiétiques et des clones
cellulaires hématopoiétiques peuvent entrainer des résultats faussement positifs lors
de I'utilisation de 1'ADNct. Le nombre de ces clones hématopoiétiques au potentiel
indétermine appelés CHIP (clonal hematopoiesis of indeterminate potential) augmente
avec l'age, les traitements anticancéreux recus et le tabac (155).

Ces CHIP sont source de variants somatiques de genes courants chez les cellules
souches hématopoiétiques vieillissantes et leur présence est associée a un risque plus
élevé d'hémopathies malignes ultérieures, de maladies cardiovasculaires, et
éventuellement a un pronostic défavorable dans les cancers avancés (183).

Ces genes mutés des CHIP peuvent se chevaucher partiellement avec les oncogenes
des tumeurs solides. 1l a été démontré que les variants CHIP sont détectables au sein
de I'ADNCc et pourraient conduire a des faux positifs notamment avec les genes
suppresseurs de tumeurs (comme TP53) ou les génes associés a la réparation de
I'ADN (exemple ATM) notamment chez les patients atteints de cancer avancé de la
prostate, du poumon et du sein (184).

Des CHIP avec des altérations moléculaires responsables de faux positifs des
mutations de I'EGFR dans le CBNPC et des mutations PIK3CA et ESR1 dans le
cancer du sein non pas été décrites et donc sont qualifiés de « peu probable ». D'autres
mutations, comme les mutations du gene KRAS, peuvent étre détectés dans les CHIP,
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mais avec une faible incidence, chez les patients atteints de cancer colorectal ou de
CBP (155).

Ces faux positifs peuvent étre facilement identifiés grace au séquengage de I'ADN
génomique, ou minimisés par le séquencgage apparié d'un échantillon de tissu tumoral,
bien que la grande majorité des techniques actuellement utilisées pour un usage
clinique n'analysent que I'ADNc d’origine plasmatique. Ainsi, de nouvelles approches
impliquant I'apprentissage automatique (machine learning ) sont actuellement a I'étude
afin d’éviter I’analyse concomitante de I’ADN génomique qui pourrait étre fastidieuse
(156).

6 Techniques de biologie moléculaire appliquées a la recherche des
mutations de PEGFR sur biopsie liquide

La sensibilité analytique d’une méthode de détection de 'ADNct est exprimée par la
MAF/VAF (fraction d'alleles mutants/variant) qu'elles sont capables de détecter. Par
exemple, un VAF de 10% correspond a de 1 copie ADNct détecté pour 10 copies
d’ADNc génomique (type sauvage). (158)(91)

L’analyse peut étre ciblées sur certaines régions génomiques ou non. Dans I’approche
ciblée, une seule ou quelques mutations spécifiques de la tumeur sont utilisées ce qui
nécessite des informations détaillées sur 1’altération recherchée. C’est une approche
extrémement sensible car ces mutations peuvent étre détectées a une VAF de 0,01 %,
avec une grande spécificité et avec un rythme rapide et rentable (185).

Dans I’approche non ciblée, on réalise une analyse de l'ensemble d’une région
génomique a la recherche d’altération par séquencage (186).

Actuellement, deux grands types de technologies sont utilisées pour la recherche des
mutations de ’EGFR sur biopsie liquide, celles basées sur la PCR de séquence ciblée
(essentiellement la PCR en temps réel ou quantitative (QPCR) et PCR digitale
(dPCR)) et celles basées sur le séquencage de nouvelle génération (NGS) (170).

Tableau 8: Avantage et inconvénients des différentes techniques de biologie
moléculaire appliquées a la recherche des mutations de PEGFR sur biopsie

liquide (158).
Méthodes Avantages Inconvénients
qPCR Rapide, peu cotteux, spécificité élevée Sensibilité faible, ne détecte que
les mutations ponctuelles connues
dPCR Sensibilité et spécificité élevées Cofiteuse, ne détecte que les
mutations ponctuelles connues
NGS Analyse a haut débit, détection de Sensibilité variable, Cotliteuse
mutations inconnus, structurelles et du
nombre de copies
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Etant donné que les concentrations d’ADNct varient considérablement et peuvent
représentés moins de 0,01 % de I’ADNe, les techniques de détection doivent avoir
une sensibilité éleveée pour détecter les altérations moléculaires, les valeurs les plus
couramment observées varient de 15% a 0,01 % . Certaines technique ou variantes
des techniques standards permettent d’atteindre ces seuils de sensibilité comme la
PCR ARMS (systéeme d'amplification réfractaire aux mutations), la PCR digitale
droplet (ddPCR), les techniques de BEAMing (billes, émulsions, amplification et
magnétisme) et certaines variantes du NGS. Les recherches basées sur I’ADNct
doivent avoir une spécificité élevée (104).

6.1 PCR entemps reel

La PCR en temps réel est une méthode d'amplification des acides nucléiques (ADN
ou ARN) qui permet d’enrichir un fragment d'ADN spécifique de longueur définie
tout en suivant en temps réel ’amplifiant de 1’allele muté et ’allele sauvage grace a
des sondes nucléiques spécifiques marquées avec des molécules fluorescentes (170) .

la PCR en temps réel est une méthode largement utilisée pour I'analyse de I'ADN, qui
permet également la semi-quantification des échantillons : PCR quantitative (qPCR).
La PCR peut étre multiplexe c'est-a-dire qu’elle utilise plusieurs amorces S'hybridant
a differentes séquences cibles. Cela permet l'analyse simultanée de plusieurs cibles
dans un seul échantillon (187).

C’est une technique rapide, peu cotliteuse mais peut manquée de sensibilité (VAF peut
étre supérieur a 10 %) et ne peut détecter qu’un nombre limité de variants connus.

Cependant, pour surmonter cette faible sensibilité, plusieurs variations basées sur la
PCR ont eté développées tel que la PCR spécifique d’alleles (AS-PCR) dont le seuil
de détection atteint le 1% (158).

Plusieurs études ont démontré que les mutations détectées dans le plasma présentent
une forte concordance (entre 60 et 90 % ) avec celles détectées dans les tissus chez les
patients atteints de CBNPC (188). Par exemple, dans I'étude ASSESS, la concordance
globale du statut mutationnel était de 89 % (187).

Plusieurs kits commerciaux de qPCR sont approuvés par la FDA et IlEMA pour la
recherche des mutations du gene EGFR (activatrice ou bien de résistance) sur biopsie
liguide dans le CBNPC (170), dont Les plus utilisés restent, le test Cobas® EGFR
mutation v2 (Roche, Bale, Suisse) et le TheraScreen® EGFR plus RGQ PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Allemagne) (156).

6.2 PCR digitale

Cette technique est plus sensible qu'une gPCR. La PCR digitale en gouttelettes
(Digital Droplet PCR- ddPCR) est 1'une des approches standards actuelles utilisées
pour la détection des mutations avec des seuils de détection inférieurs a 0,1 % (158).
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Dans la ddPCR, une émulsion d'échantillon est fractionnée dans de I'huile en plusieurs
milliers de gouttelettes, sur lesquelles une PCR est ensuite réalisée dans les
compartiments individuels d'une plaque de microtitration (189).

La dPCR permet de détecter méme des événements mutationnels rares et de les
quantifier au niveau d'une seule molécule, elle constitue la référence pour la
quantification absolue de 'ADNCct (170).

Tableau 9: Sensibilité des Méthodes utilisées en recherche clinique pour la
détection d’altérations moléculaires. *La sensibilité de la qPCR en temps réel est
dépendante du type de test utilisé (119)

Méthode de détection Sensibilité
Séquencage par la méthode Sanger >10%
Pyroséquencage 5-10 %
High resolution melting (HRM) 5%
Séquencage nouvelle génération 2%
qPCR en temps réel* ' 1-10%
BEAMing, PCR digitale <0,01%

La technique du BEAMing a encore permis 1’amélioration de la sensibilité de la
dPCR en utilisant des sequences d'ADN liés a des billes magnétiques permettant
d’atteindre ainsi des seuils de détection compris entre 0,01 et 0,1% avec un taux de
concordance de 90% entre le tissu tumoral et I’ADNc (158).

Dans I'étude AURA, la dPCR semblaient détecter un nombre plus élevé de mutations
T790M par rapport aux autres techniques. Cependant, la comparaison entre
plateformes a montré que le test de mutation Cobas EGFR* et le BEAMing dPCR
avaient des résultats fortement concordants, avec une sensibilité élevée (73-81 %)
pour la détection de la mutation T790M et une spécificité comprise entre 58 et 67 %
(185).

6.2.1 Le Séquencage de nouvelle génération (NGS)

Le séquencage de nouvelle génération « next-generation sequencing » (NGS) est une
méthode qui permet une analyse génomique a haut débit (186).

Sa sensibilité est variable selon la technologie utilisée, ainsi la limite de détection peut
aller de 0,001 a 2 % et présente ’avantage de pouvoir détecter méme des altérations
génétiques inconnues en utilisant de petits fragments d’ADN (170).

Le NGS est basé sur I'analyse simultanée de plusieurs millions de courtes séquences
d'’ADN en parallele, suivie soit d'un alignement de séquences sur un génome de
référence, soit d'un assemblage de données des séquences. Cette technologie nécessite
une étape pré-analytique et une analyse bio-informatique plus complexe que les
autres méthodes (158).
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Jusqu'a présent, seules les approches NGS basées sur la capture par hybridation
(hybrid capture) et la capture par amplicon (PCR capture) sont régulierement utilisées
dans les tests de routine en I\VVD (190).

Le séquencage profond associé a un séquencage ciblé permet aujourd’hui une grande
sensibilité de détection des variants alléliques, allant jusqu’a une résolution de 0,005
% (157).

Bien que la sensibilité et la spécificité peuvent étre élevées, le NGS présente un taux
d'erreur aléatoire élevé compris entre 0,1 % et 1 % selon la plateforme utilisée, ce qui
peut rendre difficile la détection des mutations rares (<1% dans I'ADNCc) (158).

Les résultats obtenus par le NGS, ont un délai de rendu plus long que celui de la
gPCR ou la ddPCR, qui peut aller de 1 a 2 semaines (170).

[  Mutations de PEGFR recherchées dans le cadre d’un CBNPC

-Dans le CBNPC ont compte plus de 200 différentes mutations de ’EGFR (89).
Il est recommandé de rechercher au moins toute mutation de I’EGFR dont la
fréquence est supérieure a 1% (104).

Ce ci correspond essentiellement aux déletions19, les mutations ponctuelles L858R,
L861R, L861Q, G719X, S768I, C797S, T790M et les insertions de I’exon 20 (118).

Les insertions de l'exon 20 (autres que EGFR p.T790M) forment un groupe
hétérogene, Il existe actuellement des preuves sur le manque de sensibilité de
certaines de ces mutations au TKI (56) (57).

Pour ces raisons, Il est recommandé actuellement de rechercher ces mutations par
NGS vu que la PCR pourrait ne pas détecter certains variants (57).

8 Délai de rendu des résultats

-Le délai de rendu idéal recommandé pour les résultats de I’analyse moléculaire est
de 7 jours a partir du diagnostic anatomopathologique, avec un maximum de 14
jours (148).

Sachant que normalement le délai de rendu du diagnostic anatomopathologique est
lui-méme recommandé a 7 a 10 jours (56).

Pour les analyses en NGS, le délai de rendu ne doit pas excéder 3 semaines
calendaires (148).
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Chapitre IV : prise en charge thérapeutique du
CBNPC

La conduite thérapeutique devant un CBNPC dépend du sous type histologique de la
tumeur, des marqueurs moléculaires, de son extension loco-régionale et a distance
mais aussi des antécédents, de 1’état général et de I’opérabilité du patient (56).

1 Armes thérapeutiques utilisées dans le CBNPC
1.1 La Chirurgie

Constitue un traitement qui peut garantir une rémission compléte d’un CBP, mais son
indication est limitée aux stades précoces Stade I, Il et éventuellement I11A, tout en
prenant en compte 1’opérabilité du patient ce qui représentent moins de 20% de
I’ensemble des malades (21) (145).

Elle consiste en une résection large associée a un curage ganglionnaire systématique
en fonction du volume et du siege de la tumeur (145).

1.2 La Radiothérapie

Constitue un traitement locorégionale, elle peut étre complémentaire a une chirurgie
dans le cadre d’un traitement adjuvant ou associée a une chimiothérapie dans les
formes localement avancées (21).

La radiotherapie délivrant de 60 a 66 Gy avec un fractionnement conventionnel a
2 Gy par fraction, concomitante a une chimiothérapie a base de sels de platine suivie
ou non d'une immunothérapie de consolidation, est le traitement standard actuel
des CBNPC de stade 1l inopérables (191).

Dans les stades avancés : elle peut étre indiquée dans les métastases cérébrales et pour
le controle des symptémes des métastases, telles que la maladie douloureuse de la
paroi thoracique et les métastases osseuses douloureuses (145).

1.3 Traitements pharmacologiques

1.3.1 Lachimiothérapie

Elle trouve ses indications dans le CBNPC quel que soit le stade de la maladie, en
situation néoadjuvante, adjuvante, en palliatif, en concomitant ou en séquentielle a la
radiothérapie (56).

La chimiothérapie cytotoxique reste la base du traitement de la grande majorité des
patients pour lesquels il n’existe pas d’addiction oncogénique accessible a un
traitement spécifique, aprés progression a un traitement spécifique d’une addiction
oncogénique et /ou en cas de contre-indication d’une immunothérapie (7).

Les sels de platine, Cisplatine ou Carboplatine en association a d’autres molécules
dites de troisieme génération (vinorelbine, docetaxel, paclitaxel, gemcitabine ou
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pemetrexed si histologie non épidermoide) ont longtemps constitués les protocoles de
référence dans traitement du CBNPC notamment pour les stades avancés (192).

1.3.2 L’Immunothérapie

L’avénement de I’immunothérapie a révolutionné le traitement et la survie des
cancers réputés immunogénes comme le mélanome et le cancer du rein. En ce qui
concerne le CBP, les premiéres molécules d’immunothérapie développées étaient des
vaccins. Plusieurs d’entre eux (antiMAGEA3, anti BLP25, belagenpumatucell) ont
méme fait I’objet d’études de phase III qui se sont toutes avérées négatives (101).

Toute fois, le développement des inhibiteurs de points de contr6le immunitaires
(check points inhibitors) a modifié la stratégie thérapeutique des patients atteints de
CBP notamment ceux ne présentant pas d’addiction oncogénique. Parmi ces
inhibiteurs de points de contrle immunitaires, on retrouve: les antiCTLA4, les
antiPD 1 et les antiPDL1 (193).

En 1% ligne, L’immunothérapie trouve sont indication dans le CBNPC sans addiction
oncogénique. Pour les CBNPC avec addiction oncogénique, notamment avec
mutations activatrices de ’EGFR, la place de I’immunothérapie en 2°™ ligne aprés
progression sous TKI anti EGFR et en absence de mutation de résistance T790M, ne
fait pas consensus (56).

PD-1 blockade

CTLA-4 blockade

LIS anti PD-1 or anti PD-LT.

Dendritic cell T-cell TFcell Tumour cell

Figure 33: Mécanisme d’action des Check point inhibitors (194)
1.3.2.1 Les Anti CTLA 4« cytotoxic T lymphocyte antigen 4 »

Le CTLA-4 est une molécule exprimée par les LTC activés par les cellules
présentatrices d’antigene en présence d’antigénes tumoraux. L’augmentation de
I’expression du CTLA-4 est un des mécanismes d’échappement des cellules tumorales
au systéme immunitaire. L’ Ipilimumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé
contre le CTLA-4 développés dans le traitement de plusieurs cancers.

Dans une étude préliminaire chez des patients atteints de CPNPC a un stade avancég,
la survie globale médiane avec Nivolumab plus Ipilimumab était de 17,1 mois contre
14,9 mois pour la chimiothérapie (101).

Dans I'étude CheckMate 227, les patients atteints de CPNPC a un stade avancé ayant
recu du Nivolumab, associé a de I'lpilimumab en premiére ligne pendant au moins
quatre ans, ont continué a montrer une efficacité durable a long terme, méme apres
avoir cessé I'immunothérapie depuis au moins deux ans. Le taux de survie a quatre
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ans avec nivolumab plus ipilimumab était de 29 %, contre 18 % pour la
chimiothérapie (109).

1.3.2.2 Les Anti PD-1 et anti PD-L1

Pour « programmed cell death 1 » et « programmed cell death-Ligand 1 ».

Le PD-1 et sont ligand le PD-L1, exercent des effets immunomodulateurs par leur
liaison. Des études ont démontré que I'expression de PD-L1 est élevée dans divers
cancers, y compris le CPNPC, et que cela est associé a un mauvais pronostic (195).

1.3.2.2.1 Le Nivolumab

Est un anticorps monoclonal anti PD-1 a été étudié dans plusieurs essais ouvert
(CheckMate 057, CheckMate 026, CheckMate 017) , les résultats ont montré que le
Nivolumab améliore la survie globale et présente un meilleur profil de tolérance que
celui de la chimiothérapie.

Ainsi, une analyse combinée des études CheckMate 017 et CheckMate 057 a révélé
que les taux de survie globale a cing ans pour le nivolumab comparé au docétaxel
étaient de 13,4 % contre 2,6 %, et que les taux de survie sans progression (SSP) a cing
ans pour le Nivolumab comparé au Docétaxel étaient de 8,0 % contre 0 %
respectivement. le Nivolumab a entrainé une réduction de 28 % du taux de mortalité
par rapport au Doceétaxel, et ses effets indésirables étaient également moins fréquents
que ceux du Docetaxel (109).

L’intérét de la mesure de I’expression de PDL1 a la surface des cellules tumorales
comme facteur prédictif d’efficacité du Nivolumab a été évalué. Dans les
adénocarcinomes 1’efficacité du Nivolumab était supérieure chez les patients avec
expression tumorale de PDL1 quel que soit le seuil de positivité choisi (196).

Toute fois, le seuil de 1% pour une utilisation en 2°™ ligne n’est pas retenu comme
est le cas pour le Pembrolizumab (197).

1.3.2.2.2 Le Pembrolizumab

Est un autre anti-PD 1, lui aussi a démontré une efficacité remarquable dans le
CBNPC (195).

L’¢tude KEYNOTE-001 a rapporté une survie globale médiane de 22,3 mois chez les
patients n’ayant jamais été traités et de 10,5 mois chez les patients ayant déja recu un
traitement. L’¢tude KEYNOTE-024 a permis au Pembrolizumab d’étre utilis¢ comme
un traitement de premiére ligne en monothérapie pour les patients atteints de CPNPC
avancé avec un score de PD-L1 > 50 % (109).

Un taux de PDL-1 supérieure a 1% est retenu pour une utilisation en monothérapie en
2°™ ligne dans le CBNPC (197).

1.3.2.2.3 L'Atezolizumab

Est un Ati PDL-1, a été étudie dans I’essai POPLAR, qui a inclus 287 patients atteints
de CPNPC avancé ayant progressé sous une chimiothérapie a base de sels de platine,
le groupe traité avec I'Atezolizumab a montré une survie globale médiane meilleure
de 12,6 mois par rapport au groupe Docétaxel, dont la survie globale médiane était de
9,7 mois (198).
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L’étude multicentrique OAK a démontré 1'efficacité et la sécurité de I'Atezolizumab.
La survie globale médiane de I'Atezolizumab dans cette étude était de 13,8 mois
contre 9,6 mois pour le Docétaxel. Les patients traités avec I'Atezolizumab ont
présenté moins d'effets indésirables de grade 3 ou 4 par rapport aux patients traités
avec le Docétaxel. En 2020, I’étude IMpowerl10 a démontré [I’efficacité de
I'Atezolizumab comme traitement de premiere ligne du CPNPC avec expression de
PD-L1, quel que soit le type histologique (109).

Un seuil d’expression du PDL-1 pour une utilisation en monothérapie en 2°™ ligne
n’est pas retenu (199).

1.3.3 La Thérapie ciblee

On distingue d’une part les antiangiogéniques dont 1’utilisation ne nécessite pas un
profil moléculaire, et d’autre part les Inhibiteurs des signaux de prolifération (101).

1.3.3.1 Les antiangiogéniques

Nombreuses molécules antiangiogéniques ont été développées pour le traitement des
tumeurs solides dont le CBP. Parmi ces molécules, certaines sont des anticorps
monoclonaux ciblant le VEGF, le VEGFR ou des composantes de la membrane
cellulaire (200).

1.3.3.1.1 Le Bévacizumab

Est un anticorps monoclonal ciblant le VEGF (facteur clé de la de I’angiogenése) et a
été pendant longtemps le seul antiangiogénique validé dans le traitement du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) (201).

I1 a d’abord été étudié en premiére ligne en association avec la chimiothérapie :

Deux études de phase Il1 (ECOG 4599 et AVAIL) ont évaluée la combinaison du
Bévacizumab a une chimiothérapie standard versus chimiothérapie seule pour les
stades avancés. Ces deux études ont permis au Bévacizumab 1’obtention d’une AMM
en premiére ligne thérapeutiqgue des CBNPC de stade avancé non épidermoides en
association avec un doublet de chimiothérapie a base de sel de platine (101).

le Bévacizumab est aussi validé en traitement de maintenance chez les patients
atteints de CBNPC avancé ne progressant pas apres une premiére ligne thérapeutique
associant un doublet de chimiothérapie a base de sel de platine et du Bévacizumab
(202).

1.3.3.1.2 Le Ramucirumab

Est un anticorps monoclonal humanisé ciblant le VEGFR2. A été a étudié en
association avec une chimiothérapie de type Docétaxel en chez les patients atteints de
CBNPC de stade IV en deuxiéeme ligne thérapeutique, tous types histologiques
confondus. L’ajout du Ramucirumab a permis un allongement significatif de la SG de
maniére significative (202).
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A P’heure actuelle, aucun biomarqueur prédictif de I’efficacité des antiangiogéniques
n’a pu étre identifi¢ pour améliorer I’efficacité et la sélection des patients recevant ces
traitements (101).

1.3.3.2 Inhibiteurs des signaux de prolifération

La découverte d'anomalies moléculaires des cellules tumorales du CBNPC jouant un
role d'addiction oncogénique a modifié considérablement la prise en charge de ces
tumeurs (7).

Actuellement, il existe plusieurs molécules qui ciblent ces anomalies moléculaires du
CBNPC et qui sont devenues des traitements standards des patients atteints de
CBNPC aux stades avances(101).

Au point que la prise en charge du CBNPC est classée actuellement en fonction de la
présence ou bien I’absence d’addiction oncogénique (89) (145).

E anotm/b\ C?;%a?mm Tepotinib|
(ROST] Crizotinib| | Loﬂatmlbl \Entrect/nlb

(BRAF™ Afaﬁnib (Osimertinib| Dabmfemb] Vemurafemb [Mobocerﬂnlb(exon 20)|
([EGFR) | Geﬂn'nlbj Erlotmlb [Gefitinib| Dacomitinib Amlvantamab(exon on 20)
Ee—— &

L.

[NTRK] ’ Repotrectlmb (Entrectinib)

[KRAS™ Lamtrectlmb Sotorasib| (Adagrasib|
|HER-2| | Trastuzumab deruxtecan) Pyrotinib
Fowd

Figure 34 : Chronologie de I’approbation des thérapies ciblant des addictions
oncogéniques par la FDA (109)

Parmi ces anomalies, Les mutations de I'EGFR restent de loin les plus étudiées et les
mieux documentées constituant ainsi une cible thérapeutique de choix dont les
premiéres molécules les ciblant (TKI) remontent aux années 2000 (9) (56).

2 Les TKI anti EGFR

Les premiéres études qui se sont intéressées a I’utilisation des TKI dans CBNPC aux
stades avanceés ont montré une baisse de 10 a 15% de la taille de la tumeur. En
examinant en détails ces résultats, certaines catégories de population semblaient avoir
de meilleurs résultats, L hypothése d’une variabilité de la cible des EGFR a été émise
et le séquencage du géne EGFR fut alors réalisé (203) (204).

Des mutations responsables d’une activation de la fonction de phosphorylation du
récepteur ont ainsi eté identifiées et les TKI ont démontré une meilleure efficacité en
cas de mutation notamment L858R et de délétions de I’exon 19 (85).

Les TKI agissent selon un mode compétitif avec I’ATP bloquant ainsi la tyrosine
kinase (90).
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Plusieurs mutations ont été découvertes depuis, et plusieurs TKI développés qui sont
actuellement classés en Générations :

« 1° génération: Gefitinib, Erlotinib

. 2°M génération: Afatinib, Dacomitinib

« 3°M génération: Osimertinib (9), Lazertinib et Almonertinib, (en chine et
Corée) (89).

4% génération : toujours en phase de développement (118).

Tableau 10: Différentes générations des TKI anti-EGFR dans le CBNPC (118)

= EGFR =
Class Drugs Clinical Trial Approval £ , Sensitizing !.:GF.R
Concentration - Binding
Mutations
Gefitinib NCT01203917 FDA/EMA approved
First Erlotinib NCT00446225 FDA/EMA approved i Del19/1858R Reversibie
generation Competitive
Icotinib NCT01040780 Approved in China
Second Afatinib NCT01466660 FDA/EMA approved Low Del19/L858R/ Irreversible
generation Dacomitinib NCT01774721 FDA/EMA approved ow T790M Covalent
WZ4002 NA Preclinical NA
Rociletinib NCT01526928 Rejected Low
Osimertinib NCT02296125 FDA/EMA approved High
Lazertinib NCT03046992 :\Pl"l‘i‘\’l’d in South High
Korea
Olmutinib NCT01588145 L iy NA Del19/L858R/ ‘
Third Korea T790M Irreversible
generation Avitinib NCT02330367 Phase 1/11 (Active) Low Covalent
Nazartinib NCT02108964 Phase I/1I (Active) NA
)] 9
Mavelertinib NCT02349633 Phase I/11 NA
(Terminated)
Naquotinib NCT02588261 Phase III (Terminated) NA
Almonertinib NCT02981108 Approved in China Effective in Del19/L858R/
- — = = atient with BV G719X/L861Q/
Alflutinib NCT03127449 Approved in China B ‘]_,li‘”\“ ©
EAI001 NA Preclinical NA
= - v y L858R/T790M/ Reversible
: Praclinic.
EAI045 NA Preclinical NA C797S Allosteric
JBJ-09-063 NA Preclinical NA
Fourth e
generation BLU9%45 NCT04862780 : h‘j‘_J_/” NA
(Recruiting)
Del19/L858R/
TR ] -
BBTI76 NCT04820023 ALl NA T700M/ C7975 Unknown
(Recruiting)
TQB3804 NCT04128085 Phase I (Unknown) NA

2.1 TKI anti EGFR de 1°" et 2°™ génération

Ces molécules améliorent la RO (réponses objectives) et de la SSP (survie sans
progression) par rapport a la chimiothérapie quelque soit I'age, sexe, statut tabagique
et le PS (performance statut).

L’¢tude IPASS (Iressa Pan-Asia Study) par Mok en 2009 est la premiere grande étude
en Asie a avoir évalué la survie sans progression de deux groupes randomisés, un

traité par Gefitinib et 1’autre par carboplatine+ pacltaxel.

Les résultats montrent une SSP meilleure par Gefitinib chez les patients EGFR muté
que chez les patients EGFR non muté (205).
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Tableau 11: Etudes évaluant les TKI antiEGFR de lére et 2éme génération
versus chimiothérapie (101)

Ftudes Race Nombre de patients avec Résultats ITK d’EGFR versus chimiothérapie
une mutation d’EGFR
ITK d’EGFR Type de TRO (%) SSP (mois)
chimiothérapie
TPASS 1201 Asiatiques 261 Géfitinib Carboplatine/paclitaxel 71/47 9,5/6,3
(n=132) (n=129) HR=0,48
WITOG3405 21 Asiatiques 117 Géfitinib Cisplatine/docétaxel 62/32 98,2/6,3
(n=58) (n=59) HR=0,49
NEJ0oo2 22 Asiatiques 228 Géfitinib Carboplatine/paclitaxel 74/31 10,8/5,4
(n=114) (n=114) HR=0,30
OPTIMAL 123 Asiatiques 154 Erlotinib Carboplatine/gemcitabine 83/36 13,1/4,6
(n=82) (n=72) HR=0,37
EURTAC [ Caucasiens 173 Erlotinib Doublets a base de 71/47 9,58/5,5
(n=86) platine HR=0,37)
(n=87)
LUX-LUNG 3 123 Caucasiens 345 Afatinib Cisplatine/pémétrexed 56/23 11,1/6,9
(n=230) (n=115) HR=0,58
ENSURE 281 Asiatiques 217 Erlotinib Cisplatine/gemcitabine 63/34 11,0/5,5
(n=110) (n=107) HR=0,34
LUX-LUNG 6 1271 Asiatiques 364 Afatinib Cisplatine/gemcitabine 67/23 11,0/5,6
(n=242) (n=122) HR=0,28

Les molécules de 1%¢ génération sont des inhibiteurs réversibles alors que celles de
2°M¢ genération sont irréversibles (118) (206) (207).

Les molécules de 1% et de 2 ®™ génération ont les mémes indications dans leur libellé
d’AMM (206) (208) (209).

I ne semble pas exister de différences significatives d’efficacité entre ces molecules
de 1°® et de 2°™ génération notamment pour les mutations les plus fréquentes a
savoir L858R et les délétions 19 (9).

Seul le Dacomitinib ferait mieux en termes de SSP, méme si cette supériorité est
essentiellement observée chez la population asiatique dont la SSP médiane était de
16,5 mois pour le bras Dacomitinib et de 9,3 mois pour le bras Géfitinib. Chez les
patients non asiatiques, la SSP médiane était de 9,3 mois pour le bras Dacomitinib et
de 9,2 mois pour le bras Géfitinib (207).

Tableau 12: Etudes évaluant les TKI antiEGFR de lere et de 2éme génération
entre eux (9)

Molécules Médiane Hazard ratio pour la Médiane Hazard ratio pour la
Auteur, étude (REF) Lighe Population N de SSP - de SG .
(effectif dans le bras) ) SSP (1C95%), P Value ' SG (IC95%), P Value
(mois) (mois)
Yang, CTONG (60) . 2’:‘2:31"95 Gefitinib (N=128) 104  0,81(0,62-1,05), 201 0,84 (0,63-1,13),
& Erlotinib (N=128) 13,0 P=NR 22,9 P=0,250
Exon 21
Mt dans -
Paz-Ares, LUX-LUNG 1 Exon 19 Afatinib (N=146) 11,0 0,74 (0,57-0,95), 27,9 0,86 (0,66-1,12),
7 (61) Gefitinib (N=151) 10,9 P=0,0178 24,5 P=0,258
Exon 21
Mt dans e
Wu, ARCHER 1050 1 Exon 19 Dacomitinib (N=227) 14,7 0,59 (0-47-0-74), 34,1 0,760 (0,582-0,993),
(62,63) Gefitinib (N=225) 9,2 P<0,0001 26,8 P=0,044
Exon 21
Ramalingam, Mt dans
ARCHER 1009 & 2 Exon 19 Dacomitinib (N=66+53) 10,9 0,815 (0,542-1,224), 26,6 0,958 (0,596-1,538),
A7471028 (analyse . 2 Erlotinib (N=55+48) 9,6 P=0,320 24,1 P=0,861
groupée) (64) xon
Tous statut .
Urata, WJOG 5108L 2 EGFR (MT Erlotinib (N=198) 10,0 1,093 (0,879-1,358), 26,5 1,189 (0,900-1,570),
(65) Gefitinib (N=203) 83 P=0,424 31,4 P=0,221
71,7%)*.

*|’analyse ne porte que sur les EGFR mutés. NR : Non rapporté.
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Il est important de noter que pour les mutations les moins fréquentes (uncommun
mutations) tels que la G719X , la S768I et la L861Q , 1’Afatinib reste préféré aux
molécules de 1°® génération et au Dacomitinib, (57) (145).

En effet Les données de réponse avec les autres molécules sont plus rares ou moins
probantes chez les patients présentant ces mutations, considérées comme moins
fréquentes (208).

Les molécules de 2°™ génération ont été initialement développées dans I'espoir de
surmonter la résistance médiée par la mutation T790M. Ils ont montré une activité
prometteuse contre la mutation EGFR-T790M dans des modéles précliniques.
Cependant, malgré des données encourageantes in vitro, ces TKI n'ont pas démontré
d’efficacité in vivo pour empécher I'émergence de cette mutation (118).

Aussi, pour les insertions de I’exon 20, les données actuelles suggerent un manque
d’efficacité des TKI et les recommandations actuelles penchent plutdét pour
I'utilisation d’un doublet de platine ou si disponible chimiothérapie avec
Amivantanab (9) (56) (57) (109).

2.2  TKI anti EGFR de 3°™ génération

L’Osimertinib est le TKI anti EGFR de 3°™ génération le plus utilisé dans le monde
(89). Il est enregistré en Algérie depuis juillet 2023 (210) et apparait dans la derniere
mise a jour du guide thérapeutique Algeérien d’oncologie médicale, méme s’il n’est
toujours pas disponible au niveau des hopitaux (145).

Le Lazertinib et I’ Almonertinib sont deux autres TKI anti EGFR de 3°™ génération
utilisées en chine et en Corée du Sud (89) (118).

L’Osimertinb se caractérise par une efficacité supérieur aux TKI de 1%¢ génération
pour les mutations activatrices de ’EGFR mais présente aussi une efficacité en cas de
mutation de résistance T790M retrouvée rarement de maniere innée mais apparait
chez 40% a 50% des patients en progression apres traitement par TKI anti EGFR de
1% ou 2™ génération (56) (89) (211).

L’essai AURA a deémontré la supériorit¢ d’ I’Osmertinib par rapport a la
chimiothérapie en 2°™ ligne chez les patients traités en 1°¢ ligne par Géfitinib ou
Erlotinib et qui présentent la mutation de résistance T790M (211).

L’essai FLAURA quant a lui a démontré la supériorité de 1’Osimertinib par rapport
au Géfitnib et a I’Erlotinib en 1% ligne chez les patient avec mutation activatrice de
I’EGFR et ce ci avec une amélioration significative de la SSP et de la SG (survie
globale) (56) (118) (211).
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Tableau 13: Résumé des études AURA3 et FLAURA évaluant Pefficacité de
I’Osimertinib (56)

AURA3 Patients avec Osimertinib Vs sel de 71 % Vs 31 %, HR=5,4 10,1 Vs 4,4 26,8 Vs 22,5
mutation platine + pemetrexed 1C95% = (3,5;8,5); P (HR=0,30 1C95% =[0,23 ; HR=0,87, IC95% =
T790M +/- pemetexed en < 0,001 0,41] p<0,001) (0,67;1,13);P=
prétraités par maintenance 0,277
ITK anti EGFR

FLAURA Patients avec Osimertinib Vs 80 % Vs 76 % , HR=1,3 18,9 mois vs 10,2 mois ; 38,6 mois vs 31,8
mutation Géfitinib ou Erlotinib 1C95% =(0,9;1,9);P= HR=0,46 [0,37-0,57] ; mois ; HR=0,799
activatrices de 0,2421 p<0.001) (0,641-0,957) ;
I’EGFR (non p=0,0462)
prétraités)

Il est & noter la réponse importante a I’osimertinib au niveau cérébral par
comparaison au bras contrdle (56) (118).

Pour cette raison, en cas de mutation activatrice de 'EGFR, il est recommandé
actuellement de proposer un traitement de 1ére ligne par Osimertinib (56) (57) (89)
(145).

Pour les mutations rares de 'EGFR (S7681, L861Q et G719X) I’Afatnib et
1I’Osmertinib ont le méme niveau de recommandation (57) (145).

L’Osimertinib est aussi validé en adjuvant apres résection tumorale complete
CBNPC stade IB — 1A avec mutations activatrices de (EGFR) (Délétion de I’exon
19 et mutation ponctuelle L858R) (56) (211).

2.3 Latolérance au TKI

Les TKI sont largement mieux tolérés que la chimiothérapie en général et les sels de
platine en particulier, ce qui en fait un point positif de plus et qui justifie la place
actuelle qu’occupent ces molécules dans la prise en charge du CBNPC avec mutation
de ’EGFR (212).

Les effets indésirables les plus fréquents sont: les diarrhées et les vomissements
généralement légére ou modérée (CTCAE grade 1 ou 2), des rashs (éruption
pustuleuse) légére ou modérée (CTCAE grade 1 ou 2), L’asthénie essentiellement
légere (CTC grade 1) (213).

Comparé aux molécules de 1°¢ génération, les molécules de 2™ génération sont
associées a plus de toxicités (Rashs, stomatites et diarrhée) ce qui peut nécessiter une
adaptation posologique (89).

I’osimertinib quant a lui a démontré un profil de tolérance meilleur que les molécules
des générations précédentes notamment en ce qui concerne les effets indésirables
graves (89) (211).
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Figure 35: Profil de tolérance du Géfitinib versus chimiothérapie (214)

Tableau 14: Profil de tolérance des TKI de 1ére et 2éme génération (215)

Patients (%)

Adverse event Gefitinib Erlotinib Afatinib
(all grades) (250mg/day)  (150mg/day) (50mg/day)
Nausea 17 40 23
Vomiting 13 25 20
Rash 37 75 78
Stomatitis 6 19 62
Diarrhoea 27 55 86

Notons aussi que les TKI ameliorent la qualité de vie en comparaisons a la
Chimiothérapie. Cette amélioration est liée au profil de tolérance et a la voie
d’administration (Per Os) (208) (214).
Dans I’é¢tude IPASS , les malades sous Géfitinib présentaient beaucoup moins de
fatigue (16,8%) que les malades mis sous carboplatine —Paclitaxel (44,0%) (214).
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Figure 36: Evaluation de la qualité de vie des patients sous Géfitinib Versus ceux
sous chimiothérapie (214)

3 Classification des CBNPC en fonction de la conduite
thérapeutique

3.1 Les CBNPC résécables et opérables

Il s’agit de cancers localisés correspondant aux stades I et II et certains stades II1A
chez des patients opeérables, et représentant 20% des CBNPC (216) (56) (145).

La chirurgie reste la meilleure option thérapeutique. La résection carcinologiquement
recommandée consiste au minimum en une lobectomie et parfois en une
pneumonectomie, en respectant les limites anatomiques et en un curage ganglionnaire
complet et systématique (56) (145).

La mortalité péri-opératoire est tres faible en cas de lobectomie (< 1%) et non
négligeable en cas de pneumonectomie (moins de 4% a gauche mais jusqu’a 10% a
droite) (217).

Le traitement adjuvant dépend des résultats anatomopathologiques et moléculaires
(analyse de la piéce opératoire). La chimiothérapie adjuvante est le standard dans les
stades Il et I1IA (ou elle améliore la survie a 5ans de 5 a 10%, et n’est pas indiquée
dans les stades I si la résection est compléte (145).

L’immunothérapie adjuvante n’est pas indiquée, mais en cas de mutations de 'EGFR
(L858R ou Dell9), 1’Osimertinib est indiqué pour les patients de stades pIB, pll et
pIIIA réséqués, apres chimiothérapie adjuvante lorsqu’elle est indiquée ou réalisable,
et restant PS 0-1, pour une durée de 3ans (56) (145).

Si la chimiothérapie n’est pas réalisable, I’Osimertinib est prescrit d’emblée (145).

In n’y a pas d’indication de radiothérapie médiastinale post-opératoire pour les pNO-1
et les pN2 réséqués en totalité (145).

Si la Résection est incomplete, plusieurs options sont possibles en fonction des limites
de la résécabilité: Surveillance, reprise chirurgicale si elle est possible, radiothérapie
ou bien Association chimio-radiothérapie (9) (145).
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3.2 CBPNC non résécables ou patients inopéerables

Les cas non résecables représentent environ 35% des CBNPC et correspondent aux
stades localement avancés non résécables (certains IIA,I1IB et IIIC), a ¢a, s’ajoute
certains patients aux stades précoces inopérables (216) (56).

Il est proposé une association radiothérapie/chimiothérapie de maniére concomitante
et en cas d’impossibilit¢ de maniére séquentielle, suivie d’une immunothérapie si
I’état du patient le permet (56). L’immunothérapie adjuvante n’est pas retenue dans
les recommandations Algériennes (145).

3.3 CBNPC métastatiques

Ils correspondent aux stades IV et représentent 45% des cas. La conduite dépond des
addictions oncogéniques présentes et du taux d’expression du PDL-1.
Le traitement reposera essenticllement sur la thérapie ciblée, I’'immunothérapie et la

chimiothérapie (9) (145) (216).

La chirurgie et la radiothérapie peuvent avoir un role comme traitement localise de
certaines métastases (Exp : metastases cérébrale) (56).

4 Recommandations actuelles en matiere de conduites
thérapeutiques chez les patients atteints de CBNPC aux stades
avancés avec mutations de PEGFR.

4.1 Places des TKI anti EGFR

Les TKI anti EGFR restent le gold standard en matiere prise en charge des CBNPC
aux stades avancés avec mutations activatrices de 'EGFR malgré les progrés en
matiére d’Immunothérapie, toute fois 1’évolution des recommandations concerne
I’aspect générationnel notamment celui de I’Osimertinib proposé dorénavant en 1°°¢
intention, mais aussi la distinction actuelle faite entre les différents types de mutations
activatrices de I’EGFR qui ne sont plus considérées de la méme maniére, ainsi on
distingue actuellement les conduites en fonction du type de mutations retrouvées (57)
(89) (145):

1) les mutations fréquentes de ’EGFR : délétions de I’exon 19 et mutation L858R
de ’exon 21

2) les mutations rares (uncummun mutations) : S7681, L861Q et G719X

3) les insertions de I’exon 20
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Figure 37: Recommandations du NCCN en 2013 (218)

Selon les recommandations du NCCN en 2013, ’ensemble des mutations activatrices
de PEGFR faisait ’objet d’une seule et méme conduite thérapeutique (218).
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Figure 38: Recommandations du NCCN en 2020 (219)

Selon les recommandations du NCCN en 2020 I’ensemble des mutations activatrices
de 'EGFR faisant I'objet d’une seule et méme conduite thérapeutique mais avec,
1I’Osmertinib préféré en 1°¢ intention (219).

-En 2024, les Recommandations du NCCN prennent en considération trois groupes
de mutations (fréquentes, rares et les insertions de I’exon20). Cette distinction entre
les différentes mutations de ’EGFR a conduit a une distinction en matiére de
molécules préconisées et I’exclusion des insertions de 1’exon 20 du spectre des TKI
anti EGFR (57).
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Ainsi actuellement, il est recommandé qu’en cas de :

-Mutations fréquentes de I’EGFR type Délétion de 1’exon 19 ou mutation L858R, de
proposer un traitement de 1ére ligne par osimertinib. Les TKI de 1°® ou bien de 2°™®
génération gardent leurs indications en absence d’Osimertinib (57) (89) (145).

-En cas de mutation rares type : S7681, L861Q et G719X, seuls ou combinées a des
mutations fréquentes, il est recommandé de proposer en 1°¢ intention un traitement
par Afatinib ou bien Osimertinib (57) (89) (145) .

-Concernant les Insertions de I’exon 20 : La plupart des patients présentant des
mutations d'insertion de I'exon 20 d'EGFR ont des taux de réponse faibles (<9 %)
avec I' Afatinib, I'Erlotinib ou le Gefitinib (Exception faite pour la mutation
p.A763_Y764insFQEA). I'Osimertinib(160 mg/jour), est associé a des taux de
réponse d'environ 25 % ce qui est beaucoup plus faible que les taux observés avec les
délétions de I'exon 19 ou la mutation L858R de ’EGFR (56).

Des inhibiteurs spécifiques on été développés tel que I’Amivantanab (Anticorps
monoclonal Bispécifique anti EGFR et antiMet - non enregistré en Algérie) et qui
devrait constituer le traitement de 1°® intention en association avec la chimiothérapie
(57).

Le guide thérapeutique en Algérien oncologie médicale dans sa version de 2024,
recommande pour les insertions de I’exon 20, une conduite thérapeutique identique a
celle qu’en cas d’absence d’addiction oncogénique (145).

4.2 L’association de TKI Anti EGFR avec chimiothérapie et ou

AntiVEGF dans le CBNPC
L’association TKI (Géfitinib) et chimiothérapie par doublet carboplatine-pemetrexed
a été comparée au Gefitinib seul. Les resultats des études sont concordants, avec une
amélioration de la survie globale et de la survie sans progression au prix d’une
majoration (attendue) de la toxicite.

L’association constitue une option thérapeutique de 1°¢ ligne selon les
recommandations de ’ESMO (89).

Tableau 15: Etudes comparants I’association Géfitinib carboplatine-pemetrexed
versus Géfitinib seul (9)

Survie sans progression Survie globale
N Médiane Médiane
HR (1C95%) HR (1C95%)
(mois) {mois)
. Gefitinib 172 11,2 38,8
Hosmi Y et al. NEJ- 0,49 (0,39-0,62) 0,72 (0,55-0,95)
009 (69) Carboplatine- P<0,001 P=0,021
[} . 170 20,9 50,9
'é Pemetrexed Gefitinib
-
B)
< Gefitinib 176 8,0 17,0
S 0,51 (0,39-0,66) 0,45 (0,31-0,65)
£ NoronhaVetal. (70) - _
= Carboplatine- P < 0,001 P < 0,001
o . 174 16,0 NR
Pemetrexed Gefitinib
Gefitinib 65 10,9 0,68 (0,48-0,96)
Cheng Y et al. (71) ——
Pemetrexed - Gefitinib 126 15,8 P=0,029
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L’association Erlotinib-Bevacizumab a démontré un bénéfice en survie sans
progression par rapport a I’Erlotinib seul.

Le Ramucirumab (anti-VEGFR) a également été testé dans cette indication, en
association a I’Erlotinib dans un essai randomisé contr6lé contre placebo. L’essai
retrouve une amélioration de la survie sans progression (89).

Tableau 16: Etudes comparants I’association Erlotinib+Bevacizumab ou
Ramicirumab versus Erlotinib seul (9)

Survie sans progression Survie globale

N Médiane Médiane

: HR (1C95%) : HR (1C95%)
(mois) {mois)
Zhou Q, CTONG Erlotinib 154 11,2 -
— - 0,57 (0,44-0,75) — -
1509, ESMO 2019 Erlotinib-Bevacizumab 157 18,0 -
= ] Erlotinib 114 13,3 0,61 (0,42-0,38) -
T Saito H, NEJ-026 (67) — . - -
< Erlotinib-Bevacizumab 114 16,9 P=0,016
= Yamamoto N et al, Erlotinib 77 9,7 0,54 (0,36-0,79) 47,4 0,81(0,53-1,23)
=
,% JO25567, ASCO 2018  Erlotinib-Bevacizumab 75 16,0 P=0,0015 47 P=0,327
Nakagawa K et al. Placebo + erlotinib 225 12,4 0,59 (0,46-0,76)
RELAY, (68) Ramucirumab + erlotinib 224 19,4 P<10-4

L’association Erlotinib +Bévacizumab constitue une option de 1 ligne selon
’ESMO” (89).

4.3 Progression sous TKI anti EGFR

En cas de progression sous TKI, il important de vérifier d’abord 1’observance et les
interactions médicamenteuses (dont thérapies non conventionnelles) (9).

S’il existe un bénéfice clinique de TKI en cours, il est possible de maintenir ce
traitement méme en cas de progression radiologique.

En cas de progression sur un seul site accessible a un traitement local, il doit étre
discuté en RCP la réalisation de ce traitement local et la poursuite du TKI (56).

L’identification du mécanisme de résistance est une approche primordiale. Une
recherche de la mutation T790M doit étre réalisée sur sang ou tissu si utilisation en
1% ligne de TKI de 1%¢ ou 2™ génération.

Sa détection permet de proposer un traitement de seconde ligne par Osimertinib (si
non utilisé en 1ére ligne) qui constitue le standard thérapeutique dans cette indication
(56) (57) (89) (145).

Chez les patients en progression sous traitement par Osimertinib, 1’idéal est de
procéder a une nouvelle biopsie avant de considérer une thérapie systémique de
deuxiéme ligne, afin d'exclure une transformation histologique (notamment en
CBPC), un phénomene qui survient dans environ 4-5 % des cas. (56) (57) (26) (27)
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Tableau 17: Mécanismes de résistance a I’Osimertinib (56)

Piotrowska et al.

Mécanisme Type Schoenfeldetal. p\\05, EsmO Ri'::;:iim
20227
£ Pléiomorphique 4%
§ -% Carcinome épidermoide 7%
: cpC 4%
Fusion RET 4%
Fusion BRAF 4%
Amplification de MET 7% 17% 15%
Mutation KRAS 4% 3%
Mutation BRAF 3%
Del CDKN2A ou B 15%
2 Del MTAP . ‘ 15%
- Fusion ALK 2%
é Amplification CDK4/5 5%
| Amplification HER2 [ | [ 2%
| Amplification ARAF [ [ 4% [
| Amplification CCND [ [ [ 3%
| Amplification CCNE | [ 7% [ 2%
| Amplification NKX2.1 | [ 11% |
| Mutation PIK3CA | [ [ 7%
e Amplification d’EGFR 4% 11%
53 EGFR C797X 15% 7%
EGFR C724S 4%

La mutation C797S est un autre mécanisme de résistance affectant '’EGFR et qui
apparait apres I'utilisation de I’Osimertinib. Elle est observee chez environ 10 a 20 %
des patients en progression sous Osimertinib en 2™ ligne.

Cette mutation peut émerger en cis ou en trans avec la mutation T790M. La
coexistence de C797S et T790M sur le méme allele (en cis) confere une résistance a
toutes les générations de TKI AntiEGFR, tandis que lorsque ces mutations sont
présentes sur des alleles différents (en trans), les tumeurs conservent une sensibilité a
la combinaison TKI anti EGFR de premiére et de troisieme génération (118).

Si ’osimertinib est utilisé en 1%¢ ligne, elle apparait chez 7 % des patients méme en
absence de T790M et ne semble pas affecter la sensibilité des TKI de premiére
génération (118).

En deuxiéme ligne aprés Osimertinib ou bien en 1’absence de détection de mutation
T790M aprés TKI 1%€ /2éme génération et en absence de mécanisme de résistance
ciblable, il est recommandé une chimiothérapie a base de sels de platine, en 1’absence
de contre-indication, et qui obéit aux mémes régles d’évaluation de 1’¢ligibilité au
Bevacizumab et a un traitement de maintenance qu’une premiere ligne chez les
patients sans mutations de I’EGFR (56) (145).

Afin d’éviter tout risque d’effet « rebond » a I’arrét des TKI, il est recommandé

d’arrter le TKI un a sept jours avant I’administration de la premiére cure de
chimiothérapie (145).
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4.4 ldentification du statut mutationnel de PEGFR en cours de

traitement

Chez les patients ayant débutés une chimiothérapie de premiére ligne avant
I’identification des mutations de I’EGFR il est recommand¢ de :

-Poursuivre la chimiothérapie jusqu’a 4 ou 6 cycles (sauf progression, qui sera
¢évaluée a 2 cures, ou toxicité) et de ne pas introduire d’immunothérapie.

-Si Le TKI disponible est de 1% ou 2°™ génération, il pourrait étre introduit soit en
traitement de maintenance, ou en traitement de deuxiéme ligne (aprés progression)
9).

-Si disponibilité de 1’Osimertinib : introduction de I’osimertinib, dés connaissance du
statut EGFR muté (56).

Chez les patients ayant recu une chimio-immunothérapie, il est recommandé d’arréter
I’immunothérapie pour éviter le risque de toxicité pulmonaire notamment a
I’introduction de 1’osimertinib (56).

45 Place de P'immunothérapie dans le CBNPC avec mutation de
PEGFR

Malgré les avancés majeurs de I’immunothérapie dans le traitement CBNPC, son réle
dans la prise en charge du CBNPC avancé avec mutation de ’EGFR reste controverse
(56) (89).

Les TKI présentent généralement de meilleurs taux de réponse (80 % avec
1I’Osimertinib), que I’immunothérapie (faibles taux de réponse) en premiére ligne, tout
en étant mieux tolérées (57).

L’existence d’une mutation de I’EGFR était un critére d’exclusion de 1’essai
Keynote-189 (Pembrolizumab et chimiothérapie a base de platine en premiere ligne)
(56).

L'étude IMMUNOTARGET registry est une analyse rétrospective sur I'efficacité de
I’immunothérapie en monothérapie chez des patients avec addiction oncogenique.

La réponse tumorale chez les patients avec des mutations EGFR était de 12 %, avec
une survie sans progression médiane (mSSP) de 2,1 mois et une survie globale
médiane (mSG) de 10,0 mois (89).

En 2éme ligne, aprés TKI anti EGFR, Les données suggerent que la monothérapie par
inhibiteurs de PD-1/PD-L1 est moins efficace dans le CBNPC avec délétion de I'exon
19 ou mutation L858R de I'exon 21 d'EGFR, quel que soit le niveau d'expression du
PD-L1. Aussi, apres traitement par Osimertinib, les études de chimio-immunothérapie
en 2eme ligne ne montrent pas de supériorité par rapport a la chimiothérapie seule
(56).

Les résultats de I’analyse du sous-groupe de I’essai IMPower 150 qui a évalué
I’association de 1’Atezolizumab a 1la combinaison carboplatine-paclitaxel et
bevacizumab chez les patients avec une mutation de ’EGFR , suggérent la possibilité
d’un bénéfice en termes de survie globale. Toutefois, ce bénéfice n’a pas été retrouvé
dans I’analyse finale de 1’étude (56).
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I’Atézolizumab en association au carboplatine-paclitaxel et au bevacizumab est
considéré comme une option thérapeutique en 2éme ligne post TKI AntiEGFR dans le
CBNPC aux stades avancés chez les patients avec mutation de 'EGFR (89), méme si
la commission de la transparence de la haute autorité de santé frangaise (HAS) a jugé
le service médical rendu (SMR) de cette association, comme étant insuffisant suite
aux nombreux effets indésirables importants (56) (220).

Les recommandations Algériennes selon le guide thérapeutique en oncologie dans sa
mise a jour de 2024, recommandent qu’en cas de progression sous Osimertinib ,
d’opter pour une chimiothérapie a base de sels de platine (sans immunothérapie), en
I’absence de contre-indication, quel que soit le statut PD-L1 (145).

En 3éme ligne Aprés traitement par Osimertinib puis chimiothérapie seules,
I‘immunothérapie n’a pas montré de bénéfice par rapport au Docetaxel. Toute fois,
une analyse post-hoc de I’essai de phase 2 ATLANTIC évaluant le Durvalumab en
3°™M ligne (une immunothérapie non encore enregistrée en Algérie), retrouve que la
grande majorité des patients présentant une réponse objective étaient dans le groupe
EGFR muté avec un PD-L1>25% . Par conséquent, I’utilisation de I’immunothérapie
seule chez ces patients, pourrait étre considérée apres traitement par TKI puis
chimiothérapie a base de sels de platine (56) (221).
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C. Etude Pratique
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La recherche des mutations de ’EGFR en Algérie se fait actuellement sur biopsie
tissulaire, qui constitue une méthode de référence mais présente tout de méme
plusieurs limites notamment liées & la difficulté de la réalisation de la biopsie
tissulaire , I’hétérogénéité tumorale et la possibilité d’avoir un matériel génétique de
mauvaise qualité et inexploitable, (10) d’ou le nécessité de recourir a des méthodes
alternatives notamment celles basées sur la recherche des mutations au niveau de
I’ ADN circulant sur prélévement sanguin (biopsie liquide). (11)

1 Objectifs
1.1 Obijectif principal

Le but de notre travail est de rechercher les différentes mutations de 'EGFR sur
prélevement sanguin (biopsie liquide), chez des patients atteints de CBNPC a des
stades avancés qu’ils soient naifs de TKI ou bien aprés progression sous TKI de 1°
ou 2°M génération afin d’orienter le clinicien dans le choix du traitement sur la base
des resultats retrouvés.

1.2 Objectifs secondaires
1) Evaluer la concordance des résultats obtenus sur biopsie liquide avec ceux de
la biopsie tissulaire.

2) Evaluer I'impact des résultats de recherche des mutations de 'EGFR sur les

conduites thérapeutiques.
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2 Matériel et méthode
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2.1 Type d’étude

Etude transversale & recrutement prospectif portant sur la recherche des mutations de
I’EGFR chez les patients atteints d’un cancer bronchique non a petites cellules a un
stade avance.

2.2 Population d’étude

Patients présentant un cancer bronchique non a petites cellules a un stade avancé,
suivis au niveau du :

-Service d’oncologie médicale : CLCC de Sétif.

-Service de pneumologie du CHU Sétif.

2.2.1 Criteéres d’inclusion

. Age supérieur a 18 ans.

= cancer bronchique non a petites cellules, confirme par une
étude anatomo-pathologique

" Stade avancé : localement avance (Stade I111) ou métastatique
(Stade 1V).

2.2.2 Criteres de non inclusion

" Autre Type histologique du cancer bronchique (Non CBNPC)
" Type histologique épidémidermoide du sujet fumeur.
" Patients sans preuve anatomo-pathologique de CBNPC.

" Stades précoces accessibles a la chirurgie.

2.3 Durée de I’étude

la recherche des mutations sur biopsie liquide a debuté de maniere effective le
03/06/2024 jusqu’a épuisement du nombre total de tests disponibles (96 tests : 72
pour échantillons et 24 contrdles) ce qui correspond a la date du 08 /03/2025 , soit une
durée de 09 mois et 5jours.

2.4 Lieu de I’étude

La recherche des mutations de ’EGFR sur prélévement sanguin, était effectuée au
niveau du Laboratoire central du CLCC Sétif.
Le recrutement des patients correspond aux structures du :

-Service d’oncologie médicale CLCC de Sétif.
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-Service de pneumologie du CHU Sétif.

2.5 Recueil des données

La collecte des données a été effectuée grace a une fiche de renseignement (Annexe
1), qui faisait aussi office de Fiche de demande remplie par le médecin traitant dans
laquelle figurent:

-Les données du patient :Age, sexe, adresse, profession, antécédents meédico-
chirurgicaux, statut tabagique.

-Les renseignements sur la maladie : date de diagnostic, type histologique,
localisations métastatiques, statut performance.

-Les données concernant le profil moléculaire tissulaire éventuel

-Les données des traitements recus et/ou en cours

-Le type de mutations a rechercher sur biopsie liquide

Une autre Fiche technique (Annexe Il), dans laquelle figurent les informations
concernant le prélevement, I’extraction de I’ADNCc et les résultats de la PCR, remplie
a chaque extraction d’ADNCc et de PCR.

2.6 Variables étudiées

Caracteristiques démographiques et cliniques: sexe, age, résidence, service
/établissement de suivi, profession, antécédents médico-chirurgicaux, statut tabagique,
sou type histologique, localisation et technique du prélevement tissulaire, stade de la
maladie au diagnostic et au moment de 1’¢tude, nombre et localisation des métastases,
statut performance.

Statut moléculaire : statut de "EGFR au niveau tissulaire et sur biopsie liquide, type
de mutation de 'EGFR, délais de rendu des résultat de recherche des mutation de
EGRR au niveau tissulaire et sur biopsie liquide, volume plasmatique, aspect
plasmatique et concentration d’ADNc obtenues .

Prise en charge thérapeutique : antécédents thérapeutiques (chirurgie, radiothérapie
et traitement pharmacologique spécifique), délais de prise en charge thérapeutique,
conduites thérapeutiques appliquées aprés obtention des résultats de ’EGFR sur

biopsie liquide.

84



2.7 Protocole de recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide.

2.7.1 Prélévement sanguin et extraction de ’ADN

Les prélevements étaient réalises sur des tubes EDTA vaccutainer. Le volume prélevé
variait de 12ml & 20ml en fonction des patients, avec des aiguilles G23 ou bien G21.

La séparation plasmatique était effectuée dans moins de 2H suivants le prélevement
en respectant les recommandations du Kit d’extraction et ce ci par a une 1°®
centrifugation a 3000tr/min a 4°c pendant 10min pour I’élimination de la couche
leucocytaire suivi d’une 2°™ centrifugation a4 16600g pendant 10min a 4°c pour
I’élimination des débris cellulaires. (222)

Le volume plasmatique final obtenu était soit congelé a -20°C, ou bien passait
directement a la phase d’extraction d’ADNc.

Pour I’extraction d’ADNc, on a utilis¢ le Kit d’extraction QIAamp® MinElute®
ccfDNA Qiagen* Allemagne dans sa forme Mini (volume plasmatique 2ml a 4ml) et
sa forme Midil (volume plasmatique 4ml a 10ml).

Ce kit utilise une procédure rapide d’extraction d’ADNc par une lére étape de
concentration de ’ADNCc via la fixation sur des billes magnétiques. I’ ADNc était par
la suite libéré lors d’une étape de prélavage et retenu par des colonnes de silice
(QlAamp UCP MinElute®). Il était ensuite récupéré par une étape de lavage suivi
d’une centrifugation a tres grande vitesse (222).
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QlAamp MinElute ccfDNA Kit
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Figure 42: : les ét-z-lpes d’extraction de I’ADNc selon le KIT QIAamp®
MinElute® ccfDNA Qiagen* (222)

L’extrait d’ADN ¢était dos¢ immédiatement aprés extraction par méthode
fluorométrique Qubit* (méme si, les kits d’extraction et d’amplification utilisés,
n’exigent pas le dosage des concentrations de I’ADNC).

L’extrait d’ADNc de chaque patient était par la suite congelé a -20c. La recherche des

mutations étaient effectuées une fois un nombre d’au moins 6 échantillons a tester
atteint pour une meilleure optimisation de I’utilisation du réactif.

2.7.2 Amplification et détection des mutations de PTEGFR
La recherche des différentes mutations de 'EGFR était réalisée par technique de
gPCR qui est une méthode de PCR en temps réel, en utilisant le kit therascreen®
EGFR Plus RGQ PCR sur appareil Rotor-Gene® Q MDx 5plex HRM.

Le KIT therascreen® EGFR Plus RGQ PCR est un kit d’amplification / détection des
mutations de I’EGFR validé 1VD (in vitro diagnostis) & la fois pour la recherche sur
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plasma (biopsie liquide) et tissu (FFPE). Ce KIT est approuvé par la FDA et TEMA
pour la recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide (156).

Quantifi-
cation/
normalisation

d’ADNg

Extraction

d’ADN

Plasma ou

FFIP

Détection

* Uniquement pour les * therascreen EGFR Plus  * Insirument
échantillons FFIP RGQ PCR Kit Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM et
Rotor-Gene
AssayManager,

plug-in Gamma
avec profils du
dosage dédiés

Figure 43: Déroulement des étapes de recherche des mutations de ’EGFR avec
le KIT Therascreen® EGFR Plus RGQ PCR (223)

Ce Kit permet la détection qualitative et 1’identification de 42 mutations des exons
18, 19, 20 et 21 de P’EGFR a l'aide des technologies ARMS (Amplification
Refractory Mutation System) et clamp PCR .

Ce kit permet aussi une mesure semi-quantitative des mutations des exons 18, 20 et
21 du géne de ’EGFR. (223)

2.7.2.1 Principe général de la gPCR

La qPCR ou PCR en temps réel permet de détecter la fluorescence générée pendant
I’amplification de ’ADN. Le KIT therascreen® EGFR Plus RGQ PCR utilise des
sondes d’hydrolyse pour identifier des mutations spécifiques du géne de ’EGFR.

Lors de I’amplification des amorces spécifiques s’hybrident a I’ADN cible,
accompagnées d’une sonde fluorescente marquée par un rapporteur et un Quencher.
Tant que la sonde reste intacte, la fluorescence est inhibée. Si la cible est présente, la
Taq polymérase exerce son activité exonucléase 5°—3’, coupant la sonde et séparant
le rapporteur du Quencher. Cela libére un signal fluorescent qui augmente a chaque
cycle, indiguant une amplification spécifique de la séquence cible. (223)
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Figure 44: Principe de la gPCR selon le KIT therascreen® EGFR Plus RGQ

PCR (223)

# Quencher EEEE 2 @ Tagq polymérase

2.7.2.2 Principe de la technologie ARMS

L’ARMS exploite la capacité du Taq ADN polymérase a distinguer un appariement
d’un mésappariement a ’extrémité 3' d’une amorce de PCR. Lorsque I’amorce est
enticrement appariée, I’amplification s’effectue avec une -efficacit¢ maximale.
Lorsque la base en 3' est mésappariée, seule une faible amplification de fond se
produit. Par conséquent, une séquence mutée est amplifiée sélectivement, méme dans
les échantillons dans lesquels la majorité de I’ADN ne porte pas la mutation.
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WT O —>  Amplification faible ou

Q . inexistante

Mutant e — Amplification
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[ Séquence WT ¥ Séquence mutante ciblée @ Autre séquence mutante

Figure 45: Identification des mutations spécifiques par ARMS PCR.WT : type
sauvage. Q—F : sonde doublement marquée. D : amorces sens et antisens. (223)

2.7.2.3 Principe de la technologie Clamp PCR

Elle permet de détecter plusieurs variants localisés dans le méme point chaud (p. ex.
les délétions de I’EGFR au niveau de 1’exon 19). Le clamp associe les amorces et la
sonde standard avec un oligonucléotide supplémentaire dont ’extrémité 3' est bloquée
par I’ajout d’un groupe phosphate afin d’empécher I’¢longation de la PCR.

L’oligonucléotide clamp, de méme que les amorces et la sonde, sont propres a la
séquence de type sauvage (clamp PCR). Si la matrice de PCR contient la séquence de
type sauvage, le clamp s’hybride avant ’amorce car un Tm plus important entraine
une amplification faible ou inexistante. A contrario, si une séquence mutée est
présente, le clamp ne peut se lier, cela permet la renaturation et ’amplification de
I’amorce . (223)
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Q F < . .
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Oligonucléotide 3'-phosphate (clamp PCR)

Figure 46: Détection de mutation par la technologie clamp. WT : type sauvage.
Q—F : sonde doublement marquée. D : amorces sens et antisens. (223)

2.7.3 Mutations détectées par le Kit therascreen® EGFR Plus
RGQ PCR

-G719X dans I’exon 18 (détection et semi-quantification de G719S, G719A ou
G719C, mais sans distinction entre ces mutations)

-28 délétions dans 1’exon 19 (détection de n’importe laquelle de ces 28 délétions mais
sans distinction entre elles)

-S768I, T790M, C797Sa et C797Sb dans I’exon 20 (détection et semi-quantification
de ces quatre mutations mais sans distinction entre C797Sa et C797Sb)

-Cinq insertions dans 1’exon 20 (détection de n’importe laquelle de ces cinqg insertions
mais sans distinction entre elles) (223)
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Tableau 18: Liste des mutations et des identifiants COSMIC (223)

Exon Mutation COSMIC ID* Changement de base
18 G719A 6239 ¢.2156G>C
G719S 6252 c.2155G>A
G719C 6253 c.2155G>T
19 Délétions 26038 €.2233_2247del15
13550 €.2235_2248>AATTC
6223 €.2235_2249del15
6225 €.2236_2250del15
18427 €.2237_2257>TCT
6220 €.2238_2255del18
12367 €.2237_2254del18
12384 €.2237_2255>T
12678 €.2237_2251del15
13551 €.2235_2252>AAT
13552 €.2235_2251>AATTC
12386 €.2237_2252>T
12416 €.2237_2253>TIGCT
12728 €.2236_2253del18
12422 €.2238_2248>GC
12382 ¢.2239_2248TTAAGAGAAG>C
19 Délétions 6218 €.2239_2247delTTAAGAGAA
12387 €.2239_2258>CA
12370 €.2240_2257del18
12403 c.2239_2256>CAA
6255 €.2239_2256del18
12383 €.2239_2251>C
12419 ¢.2238_2252>GCA
6210 ¢.2240_2251del12
23571 €.2238_2252del15
123691 €.2240_2254del15
13556 €.2253_2276del24
12385 €.2235_2255>AAT
20 5768l 6241 ¢.2303G>T
Insertions 12376 ¢.2307_2308insGCCAGCGTIG
12378 ¢.2310_2311insGGT
12377 ¢.2319_2320insCAC
13428 ¢.2311_2312insGCGTGGACA
13558 ¢.2309_2310AC>CCAGCGTGGAT
T790M 6240 €.2369C>T
C7978a 6493937 c.2389T>A
C7975b 5945664 €.2390G>C
Exon Mutation COSMIC ID* Changement de base
21 L858R 6224 c.2573T>G
1861Q 6213 c.2582T>A

*COSMIC : Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (Catalogue des mutafions somafiques associées au cancer) :
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2.7.4 Interprétation et rendu des résultats

L’interprétation des résultats de la PCR était faite en automatique par logiciel
Rotor-Gene AssayManager® et reconfirmée en manuel par Vérifications des valeurs
de Ct des contréles internes, puis des Ct des controles positifs ensuite des Ct des
mutations détectées (Annexe III).

Il est important de noter que la validation repose sur la vérification directe des Ct qui
doivent étre inférieurs a des valeurs limites de référence proposées dans le manuel du
Kit (Annexe 1V), a I’inverse de la validation pour recherche sur FFPE qui correspond
au calcul d’un delta Ct (Ct echantillon-Ct contrGle Positif) et qui doit étre compris
dans un intervalle de référence. (224)

Les résultats étaient communiqués au clinicien, le soir méme par SMS et le lendemain
sous forme de rapport par mail et en format papier (Annexe V).

2.8 Saisie et analyse des données

2.8.1 Saisie et traitement des données

Chaque fiche a fait I’objet d’une vérification manuelle afin de compléter les données
manquantes, pour minimiser les erreurs de saisie et puis d’un codage des différents
types de variables pour faciliter la saisie et I’analyse des données.

L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du Microsoft Excel 2010 et processeur
IBM SPSS Statistics 28.0 .

Les résultats sont représentes sous forme de tableaux et de graphes.

2.8.2 Analyse des données

le calcul des fréquences, la moyenne (m), ’écart type (8), Les tests statistiques: le test
de khi-2 , le test de T de Student, TANOVA, le Test de Welsh, le test d’homogénéité
des variances , Test de la normalité de la distribution, test t des échantillons appariés

et test de classement de Wilcoxon.

Avec un risque d’erreur alpha égal cinq pour cent (5%).

2.8.3 Evaluation de la performance (225)

Plusieurs parametres évaluant la performance de la recherche des mutations de
I’EGFR sur biopsie liquide dans notre étude ont été calculés en prenant comme
référence la recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie tissulaire.

2.8.3.1 La concordance
Appelée aussi concordance observée, Il s'agit du pourcentage de cas ou les deux
méthodes donnent le méme résultat (mutation présente ou absente). Elle est mesurée
par le Calcul du taux de concordance globale (Overall Agreement Rate, OAR),

Nombre de résultats concordants
Taux de concordance = x 100
Nombre total de cas
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2.8.3.2 La Sensibilité et la Spécificité
La Sensibilité : est la capacité du test a détecter correctement les vrais positifs et
donc par déduction les faux négatifs.

La Spécificité : est la capacité du test a identifier correctement les vrais négatifs et
donc par déduction les faux Positifs.

La détermination de la sensibilité et la spécificité ont été faites selon les formules
suivantes :

Tableau 19: Croisement test référence vs test a évaluer (225)

Malade Non
(Test de malade
reférence) | (Testde Sensibilité (%) = 7p- gy % 100
référence) ‘ . s
Test Vrai Faux - Proportion des malades bien détectés par le test.
positif Positif Positif C e oo . VN
(VP) (FP) Spécificité (%) = ;X 100
Test Faux Vrai - Proportion des non-malades bien classés comme négatifs.
négatif Négatif Négatif
(FN) (VN)

2.8.3.3 Les Valeurs prédictives

La Valeur prédictive positive (VPP) : est la probabilité qu’un résultat positif en
biopsie liquide soit réellement positif en tissu.

VP

VPP = 5 Fp

x 100

Valeur prédictive négative (VPN) : probabilité qu’un résultat négatif en biopsie
liquide soit réellement négatif en tissu.

VN

VPN = N7 FN

x 100

2.8.3.4 La Concordance Aléatoire
Permet d’évaluer dans quelle mesure deux méthodes de diagnostic s'accordent par
pur hasard.
Elle est calculée dans le cadre de la statistique Kappa de Cohen par le calcule du
« Pe » qui représente la proportion d'accord attendue par hasard si les deux méthodes
étaient totalement indépendantes.

P — ((a+b)N><2(a+c)) N ((c+d)]\>;2(b+d))
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o a=Nombre de cas positifs selon les deux méthodes= 16 cas

e b= Nombre de cas positifs selon la premiére méthode mais négatifs selon la
seconde= 02 cas

e ¢ = Nombre de cas négatifs selon la premiere méthode mais positifs selon la
seconde= 0 cas

o d=Nombre de cas négatifs selon les deux méthodes=17 cas

o N=a+b+c+d (total des cas)

2.8.3.5 Le Coefficient Kappa
Permet d’ajuster l'accord observé en tenant compte de I'accord aléatoire

P,— P
K= ——

1-P,

e Po=Concordance observée
e Pc.=Concordance Aléatoire

Tableau 20: Degré d’accord et valeur de Kappa (225)

Accord Index de Kappa
Excellent >0,81
Bon 0,61-0,80
Modéré 0,41 -0,60
Médiocre 0,21 -0,40
Mauvais 0,01-0,20
Trés mauvais <0,0

94



3 Reésultats
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3.1 Caractéristiques démographiques et cliniques

Le nombre de patients dans notre étude est directement lié au nombre de tests
réalisés avec les kits de détection de I’EGFR sur biopsie liquide, soit 96 tests : dont 72
pour les échantillons a tester et 24 pour les contrbles positifs et négatifs.

Etant donné que 02 patients ont été testés deux fois, le nombre final de patients inclus
dans notre étude est de 70 patients.

3.1.1 Repartition selon le service/établissement de prise en
charge des patients

La majorité des patients (71,4 %) de notre étude sont pris en charge au niveau du
service oncologie médicale du CLCC Sétif et le reste au niveau du service de
pneumologie du CHU Sétif (28,6 %).

B Oncologie médicale CLCC
Sétif

B Pneumologie CHU Sétif

Figure 47: Répartition selon le service/établissement de prise en charge des
patients

3.1.2 Reépartition selon le sexe

Sur un total de70 patients, 54,3% sont du sexe masculin vs 45,7% du sexe féminin.
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B Femme

B Homme

Figure 48: Répartition selon le sexe

3.1.3 Répartition des patients selon I’age

L’age moyen des patients est de 62,66+ 11,45 ans allant de 30ans a 80 ans.

Tableau 21:Répartition des patients selon I’Age

Age Année
Moyenne 62,66
Médiane 64,50
Ecart type 11,452
Plage 50
Minimum 30
Maximum 80

3.1.4 Reépartition des patients selon les tranches d’age

64,2% de notre population d’étude a plus de 60 ans, 32,9% a entre 41ans et 60 ans,
seuls 2,9% ont moins de 40 ans.

40.0 37,1%
35.0
30.0 27,1%
25.0
20.0
15.0
10.0

5.0 2,9%

0.0

18,6%
14,3%

30-40 41-50 51-60 61-70 71-80

M Tranche d'age

Figure 49: Répartition des patients selon les tranches d’age
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3.1.5 Répartition des patients selon I’Age et le genre

La moyenne d’age chez les hommes est de 63,47+ 11,30, elle est de 61,69+11,73 chez
les femmes sans qu’il y ait de différence significative (P=0,391).

Méme si les sujets de moins de 40 ans sont exclusivement des femmes il n’y a pas de
différence significative entre le genre et la tranche d’Age (P=0,323).

Tableau 22: Répartition des patients selon la moyenne d’age et le genre

Age (Années) Homme | Femme

Moyenne 63,47 61,69
Médiane 66,00 63,00
Ecart type 11,301 11,735
Plage 39 48
Minimum 41 30
Maximum 80 78

Tableau 23: Répartition des patients selon les tranches d’age et le genre

Femme Homme
Tranche d’age | Effectif(n) | Pourcentage (%) | Effectif(n) | Pourcentage (%)
30-40 2 6,3 0,0 0,0
41-50 3 9,4 7 18,4
51-60 6 18,8 7 18,4
61-70 14 43,8 12 31,6
71-80 7 21,9 12 31,6
Total 32 100,0 38 100,0

3.1.6 Répartition selon la wilaya de résidence

72,9% de notre population réside au niveau de la wilaya de Sétif, suivi par BBA
(8,6%) et M’sila (4,3%).
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2.99
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B Annaba
2.9% M Batna
2.9% = BBA
1.4%
H Biskra
/- 1.4%

T A% ¥ Guelma
m Jijel

H M'sila
1 Mila

m Sétif

B Constantine

Figure 50: Répartition selon la wilaya de résidence

wilaya de Sétif

3.1.7 Répartition selon la commune de résidence au niveau de la

un tiers de notre population d’étude réside au niveau de la ville de Sétif, suivie par la
commune de Bougaa (15,7%) , la commune de Ainoulmen (9,8%) et les deux
communes d’El-Eulma et de Hamam Sokhna avec (7,8% )chacune.

Tachouda Ain Azel AINARNET
2.0% 3.9% 2.0%

Amoucha
2.0%

Beniaziz

2.0%
Birhadada

2.0%

Saleh Bay
3.9%

Hamem sokhna DIJEMILA
7.8% 2.0%

Figure 51: Répartition selon la commune de résidence au niveau de la wilaya de

Sétif
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3.1.8 Repartition selon la profession

Dans notre série, 37,1% des patients sont des femmes au foyer, 12,9% des chauffeurs
routiers, suivis par les commergants et les enseignants avec (7,1%) chacun.

40.0 37.1
35.0
30.0
25.0
20.0
15.0

50 |14 1.4 14 14 14 14 1.4 1.4 1.4 29 29 29

2 R T T S R T T SR S TS NS -2 -2 SN - N
& W@ RN eSS S ES SN
SO LS FEISETSFECL LE G L E
FPLTFEEE L TS P
s O <« & Q 9 X O & o Y
& & X ¢ & & & @
& IR <& &
e 2 <<e

B Profession (%)

Figure 52: Répartition selon la profession

3.1.9 Reépartition des patients selon le risque d’exposition
professionnel

Parmi les professions a risque de CBP retrouvées dans notre étude, figurent les
métiers de chauffeur routier (69%), Macon (16%) et mécanicien (15%).

La catégorie de patients a risque non précisé concerne les cuisiniers, les militaires et
les retraités.

60.0

50,0%

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0
A risque Sans risque Non précisé

M Risque_professionel

Figure 53: Répartition des patients selon le risque d’exposition professionnel
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15%

H Chauffeur
B Macgon

= Mécanicien

Figure 54: répartition selon les professions a risque de CBP

3.1.10 Repartition selon les antécédents médico-chirurgicaux

50% des patients présentent des antécédents médicaux et 27% d’antécédents
chirurgicaux.

Antécedents médicaux

H NON
mOUI

Figure 55: Répartition selon les antécédents médicaux

Antécedents chirurgicaux

H NON
HOUI

Figure 56: Répartition selon les antécédents chirurgicaux
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3.1.11 Repartition selon les antécedents médicaux par maladie

Dans notre étude un tiers (32,9%) des patients ont une HTA sous traitement, 21,4%
sont diabétiques et 8,6% présentent une Hypothyroidie sous levothyroxine.

35.0 32,9%
30.0
25.0
20.0
15.0
10.0
5.0 29% 29% 29% 4% 14% 14% 14% 14%
0.0
\e (2 e (2 4 3 < e 2 S o)
& & & & & & ,bo& & o“’é & <§(’ &
F & & & ¢ & © <
6\‘ ,‘,é\ & &Q/(’/ Q‘;\ ]
QﬂQ .Q,> Q,Q/ &' \Q’
& K el ,bb
> ¥ Vgz}
&
&

B Antécédents médicauxpar maladie (%)

Figure 57: Répartition selon les antécédents médicaux par maladie

3.1.12 Répartition selon le statut Tabagique (Tabagisme actif)

Dans notre étude, 56,5% des patients sont non fumeurs, 23,2% sont des EX-Fumeurs,
18,8% sont des fumeurs actifs et 1,4% seulement sont des petits fumeurs.

1.4%

W EX-Fumeur
B Fumeur actif
M non Fumeur

B Petit fumeur

Figure 58: Répartition selon le statut Tabagique (Tabagisme actif)
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3.1.13 Répartition selon le statut Tabagique actif par genre

Dans notre étude, 18,9% des hommes seulement sont non fumeurs, alors que 43,2%
sont des EX-Fumeurs, 35,1% sont des fumeurs actifs et 2,7% sont des petits fumeurs.
Toutes les femmes de notre étude (100%) sont non fumeurs.

2.7%

W EX-Fumeur
B Fumeur actif
™ non Fumeur

B Petit fumeur

Figure 59: Répartition selon le statut Tabagique actif chez les hommes

3.1.14 Répartition selon le Tabagisme passif

Dans notre étude 23,7% des patients non fumeurs présentent la notion de tabagisme
passif.

Tabagisme passif

H NON
HOUI

Figure 60: Répartition selon le Tabagisme passif
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3.1.15 Répartition selon le Tabagisme passif et le genre

16,7% des hommes présentent la notion de tabagisme passif, ce pourcentage est de
25% chez les femmes.

Tabagisme passif Homme

HNON
mOUl

Figure 61: Répartition selon le statut Tabagique passif chez les hommes

Tabagisme passif Femme

H NON
HOUI

Figure 62: Répartition selon le statut Tabagique passif chez les femmes
3.1.16 Répartition selon le sous type histologique
La grande majorité des patients de notre étude présentent un adénocarcinome

(94,2%), (2,9%) présentent des carcinomes a grande cellules, et les (2,9%) restants
présentent un carcinome pulmonaire type NOS (not otherwise specified).

Tableau 24: Répartition selon Sous type histologique
Sous type histologique Effectif(n) Pourcentage (%)
Adénocarcinome 66 94,3
Carcinome pulmonaire NOS 2 2,9
Carcinome pulmonaire a 2 2,9
grande cellule
Total 70 100,0
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3.1.17 Répartition selon I’origine du prélevement du tissu
tumoral

Les préléevements histologiques de 79% des patients concernent des localisations
tumorales primitives, et les 21% restants des localisations métastatiques.

B Métastase

B Prmitif

Figure 63: Répartition selon I’origine du prélevement du tissu tumoral

3.1.18 Répartition selon la technique de prélevements au niveau
des localisations tumorales primitives et métastatiques

La technique de prélevement transpariétale est la technique la plus fréquente (55,7%)
des techniques de prélévements suivi par le prélevement par biopsie au niveau des
sites métastatiques 21,4%. les prélevements bronchiques par fibroscopie représente
18,6%.

Un seul patient a bénéficié de 1’étude anatomopathologique au niveau de la picce
d’exérése. Notons que pour deux patients (2,9%) la technique de prélevement n’est
pas précisée.

60.0 55,7%

50.0
40.0

30.0
0,

21,4% 18,6%

20.0

10.0 2 9% ™

0.0

Transpariétal Biopsie Fibroscopie  Non précisé Piece
métastases d'exérese

Figure 64: Répartition selon la technique de prélévements au niveau des
localisations tumorales primitives et métastatiques
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3.1.19 Repartition selon les localisations tumorales secondaires
sieges des biopsies des métastases

Une grande partie (60%) des prélevements tissulaires au niveau des localisations
tumorales secondaires se situe au niveau pleural.

60,0%
13,3% 13,3%
Cerveau surrénale Foie Os Plévre

Figure 65:Répartition selon les localisations tumorales secondaires sieges des
biopsies des métastases

3.1.20 Répartition des patients selon le stade de la maladie au
moment du diagnostic

Dans notre étude 98,6% des patients étaient diagnostiqués a des stades avancés dont
82,% a des stades métastatiques. Seul un patient était diagnostiqué a un stade précoce.

Tableau 25: Répartition des patients selon le stade de la maladie au moment du
diagnostic

Stades
précoces Stades localement Avancés Stades métastatiques
1 11 58
Effectif (n)
1,4 15,7 82,9
Pourcentage %
1 Ila b Iic Iva Vb
1 6 4 1 18 40
Effectif (n)
Pourcentage % 1,4 8,6 5,7 1,4 25,7 57,1

3.1.21 Repartition des patients selon le stade actuel de la maladie

94,3% des patients sont a des stades métastasiques au moment de 1’étude, et seuls
5,7% sont a des stades localement avances.
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Tableau 26: Répartition des patients selon le stade actuel de la maladie

Stades localement Avancés Stades métastatiques

Effectif (n) 4 66
Pourcentage 7 94,3

%

Illa 11b Illc IVa Vb

Effectif (n) 2 1 1 23 43
Pourcentage 2,9 14 14 32,9 61,4

%

3.1.22 Repartition des patients selon le nombre de localisations
métastatiques
42,9% des patients présentent une seule localisation métastatique, 27,1% deux
localisations meétastatiques, 18,6% trois localisations métastatiques et 5,7% quatre
localisations métastatiques. Les 5,7% restant sont & un stade localement avancé et ne
présentent donc aucune métastase a distance.

Tableau 27: Répartition des patients par le nombre des localisations
métastatiques

Nombre de

localisations Effectif (n) Pourcentage %
Aucune 4 57
Une 30 42,9
deux 19 27,1
Trois 13 18,6
Quatre 4 5,7
Total 70 100,0

3.1.23 Répartition selon les organes sieges des localisations
métastatiques
42,9% des métastases sieégent au niveau osseux, 40,0% au niveau du poumon
controlatéral. Les localisations cérébrales représentent 28,6%, les localisations
pleurales 24,3%, les localisations hépatiques et surrénales 15,7% chacune et enfin
4,3% des localisations sont péritonéales.
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Figure 66: Répartition selon les organes sieges des localisations métastatiques

3.1.24 Répartition selon I’indice de statut performance (PS) de
I’OMS

Le PS de 46% des patients est de 1, pour 36% des patients le PS est de 2, le PS de
15% des patients est de 0, et enfin seuls 3% des patients ont un PS de 3.

Statut Performance PS

2.9%

O
m1
w2

m3

Figure 67:Répartition selon I’indice de statut performance de ’OMS

3.2 Profil moléculaire

3.2.1 Répartition des patients selon Dl’identification du statut
EGFR 18-21 au niveau Tissulaire

Le statut mutationnel de I’EGFR (18-21) est identifié au niveau tissulaire chez 50 %
des patients.
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Tableau 28:Répartition des patients selon I’identification du statut EGFR (18-21)
au niveau Tissulaire

Résultat Effectif(n) Pourcentage (%)

Non identifié 35 50,0%
Identifié 35 50,0%
Total 70 100,0

3.2.2 Répartition selon les motifs de D’absence de statut
EGFR(18-21) identifié au niveau tissulaire

Sur les 35 patients dont le statut EGFR (18-21) n’est pas identifié au niveau tissulaire,
49% ont une recherche du statut EGFR (18-21) tissulaire non contributive, 20% non
réalisée par absence de bloc tissulaire, 8% non demandée par le médecin, dans 8% des
cas pour absence de résultats communiqués au médecin, dans 6% des cas pour non
disponibilité de testing et pour les 6% restants les résultats sont toujours en attente.

M Bloc non disponible
B Absence de résultat
3% ® Non contributif

B malade transéféré

H Non demandée

H Testing non disponible

M En cours

Figure 68: Répartition selon les motifs de I’absence de statut EGFR identifié au
niveau tissulaire

3.2.3 Répartition des résultats des patients selon I’identification
du statut EGFR 18-21 au niveau Tissulaire

Sur les 35 patients dont le statut EGFR 18-21 est identifié au niveau tissulaire,
51,4% ont un statut identifié comme muté, et 48,6% un statut identifi¢ comme non
muté.
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Staut EGFR 18-21 tissulaire

H Non muté

B Muté

Figure 69: Répartition des résultats des patients selon I’identification du statut
EGFR 18-21 au niveau Tissulaire

3.2.4 Répartition selon le type de mutation EGFR 18-21
identifiée au niveau tissulaire

67% des mutations de I’EGFR (18-21) identifiées au niveau tissulaire sont des
Délétions de I’exonl9 , la mutation ponctuelle L858R est retrouvée chez 28% des
patients. Le type de mutation d’un seul patient n’est pas précisé.

H Del 19
H L858R

M Non précisé

Figure 70:Répartition selon le type de mutation EGFR (18-21) identifiée au
niveau tissulaire

3.2.5 Délais de rendu des résultats de recherche des mutations de
IPEGFR au niveau tissulaire
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Le délai de rendu moyen des résultats de PEGFR au niveau tissulaire est de
25,73+17,36 jours, avec un minimum de 8jours et un délai maximal de 81 jours.

Tableau 29: Délais de rendu des résultats de recherche des mutations de PEGFR
(18-21) au niveau tissulaire

Délais de rendu Jours
Moyenne 25,73
Médiane 20,50
Ecart type 17,363
Plage 73
Minimum 8
Maximum 81

3.2.6 Profil moléculaire au niveau sanguin (biopsie liquide)

Sur les 70 patients, 62 ont fait 1’objet de demande de recherche des mutations de
I’EGFR (exon 18-21).

08 patients ont fait ’objet de demande recherche de mutation de résistance T790M,
mais ont aussi bénéficié d’une recherche des mutations de I’EGFR 18-21.

70 patients

08 patients (progressant
sous TKI): recherche de la
Mutation de résistance
T790M + Mutation de
I'EGFR exon 18-21

62 patients: recherche des
mutations de I'EGFR exon
18-21

J J
Figure 71: Répartition des patients en fonction de la recherche des mutations de

IPEGFR sur biopsie liquide

3.2.7 Répartition selon le volume plasmatique utilisé pour la
recherche des mutations de ’EGFR par biopsie liquide

Les volumes plasmatiques utilisés, varient de 3ml & 8ml. Les volumes plasmatiques
les plus utilisés sont 4ml et 6ml avec respectivement un pourcentage de 42,9% et 40%
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des prélevements et sont obtenus a partir d’un volume sanguin de départ de 16ml. Le
volume plasmatique de 8ml est obtenu une seule fois, a partir d’un volume sanguin de
départ de 20ml.

45.0 42,9%

40.0
35.0
30.0
25.0
20.0

15.0 .
100 | %% 71%

5.0 - 1,4%

3ml 4 ml 5ml 6 ml 8 ml

40,0%

Figure 72: Répartition selon le volume plasmatique utilisé pour la recherche des
mutations de PEGFR sur biopsie liquide

3.2.8 Délais entre le prélevement sanguin et la séparation
plasmatique

Le délai moyen entre le prélevement sanguin et la séparation plasmatique est de
40,17+19,13 min sans jamais dépasser les 2H (120min) de temps.

Tableau 30: Délais entre le prélévement sanguin et la séparation plasmatique

Délai Temps
(min)

Moyenne 40,17
Meédiane 35,00
Ecart type 19,130
Plage 75
Minimum 15
Maximum 90

3.2.9 Répartition selon ’aspect plasmatique
Le controle qualité visuel du plasma utilisé pour la recherche des mutations de

I’EGFR retrouve que 89% des plasmas récupérés ont un aspect normal(Clair), et rares
sont les tubes avec un aspect légérement trouble, hémolysé ou bien jaunatre.
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M Légerement trouble
B Légerment hémolysé
i Légerment jaunatre

B Normal (Clair)

Figure 73: Répartition selon I’aspect plasmatique

3.2.10 Répartition selon le délai entre le prélevement et
P’extraction de ’ADNc¢

Ce qui correspond a la durée conservation a -20°c de chaque volume plasmatique
récupéré avant la phase d’extraction.

La majorité (75,7%) des plasmas récupérés n’ont pas été conservés et sont passé a
I’étape d’extraction le jour méme. La durée de conservation n’a pas dépassé une
semaine pour I’ensemble des plasmas récupérés sauf pour un seul prélévement dont la
durée de conservation a -20° a atteint les11jours.

80.0 75,7%
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0

10.0
1,4% 1,4% 1,4%

0.0
0J 1) 2] 4) 5] 111

M délais prélevement - extraction (durée congélation plasma)

Figure 74: Répartition selon le délai entre le prélévement et ’extraction de
I’ADNc
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3.2.11 Repartition selon les durées de conservation des extraits
d"ADNCc.

La durée moyenne de conservation de nos extrait d’ADNC a -20°C est de 4,91+3,51
avec un maximum de 19 jours avant de lancer la PCR.
88,6% des extraits ont été conservés pendant moins d’une semaine, 10% des extraits
entre une a deux semaines, et un seul prélevement pendant plus de deux semaines

(19jours).
Tableau 31: durées de conservation des extraits d'ADNc
Durée de conservation Jours (J)
Moyenne 4,91
Médiane 5,00
Ecart type 3,513
Plage 19
Minimum 0
Maximum 19
100.0 88,6%
80.0
60.0
40.0
20.0 10,0%
1,4%
0.0
0-7j 8-15 16-19

Figure 75: Répartition selon les durées de conservation des extraits d’ADNc

3.2.12 Concentrations d’ADNc obtenues apres extraction

La concentration moyenne d’ADNc obtenue apres extraction est de 3,45 ng/ul avec
des valeurs trés disparates d’un prélevement a un autres (minimum 0,51ng/ul -
Maximum de 39,ng/ul)

Tableau 32: Concentrations d’ADNc obtenues apreés extraction

Concentration [C] ng/ul
d’ADNCc

Moyenne 3,4519
Médiane 1,4000
Ecart type 5,60472
Plage 39,29
Minimum 0,51
Maximum 39,80
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3.2.13 Répartition selon les concentrations plasmatiques d’ADN¢

La concentration plasmatique d’ADNc est estimée en multipliant la concentration de
I’extrait d’ADNc obtenu par le volume de I’extrait (60ul) qu’on rapporte par la suite
au volume plasmatique initial ayant servi a ’extraction de notre ADNCc.

La concentration moyenne d’ADNc est de 42,60 ng/ml de plasma avec un minimum

de 5,16 ng/ml de plasma et un maximum de 398ng/ml de plasma.

La majorité des patients (67,1%) ont des concentrations plasmatiques d’ADNc
comprises entre 10,01 et 50 ng/ml de plasma. 14,3% des patients ont des
concentrations comprises entre 50,01 et 100 ng/ml de plasma. 10% ont des
concentrations inférieures a 10ng/ml et 8,6% des patients ont des concentrations
supérieures a 100 ng/ml de plasma.

Tableau 33: Concentrations plasmatiques d’ADNc

[C] plasmatique ADNc ng/ml de plasma
Moyenne 42,6074
Médiane 20,3250
Ecart type 63,19043
Plage 392,84
Minimum 5,16
Maximum 398,00

80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0

67,1%

5,00-10 ng/ml 10,01-50

50,01-100

H Intervalle [C] ADNc ng/ ml Plasmatique

100,01-MAX

Figure 76: Répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc par tranches

3.2.14 Concentrations plasmatiques d’ADNc¢ en fonction du

nombre de métastases

Etant donnée que le Test Homogénéité des variances est significatif (P<0,05), on a
conclu a la non homogénéité des variances, raison pour laquelle au lieu de recourir au
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test ANOVA , on procéde a une analyse par le test de WELSH dont le (P=0,065) est

non significatif.

I1 n’y a pas de lien statistiquement significatif entre le nombre de métastases et les
concentrations plasmatiques d’ADNC.

Tableau 34: répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc¢ en fonction du

nombre de métastases

[C] plasmatique d'ADNc ng/ml
Nombre métastases Moyenne Ecart type Minimum | Maximum
0 41 14,2950 9,43281 5,16 27,40
1 30| 34,3770 37,58127 5,68 170,00
2 19| 63,7121 105,13385 8,36 398,00
3 13| 32,2692 24,82411 10,02 84,00
4 41 66,0000 59,61829 15,00 151,50
Total 70 | 42,6074 63,19040 5,16 398,00

3.2.15 Concentrations plasmatiques d’ADNc en fonction des
délais de séparation plasmatique

Test Homogénéité des variances est non significatif (P=0,123), on a conclu a
I’homogénéité des variances. Evaluation par test ANOVA est possible : P=0,495
(non significatif).

Il n’y a pas de lien statistiguement significatif entre les delais de séparation
plasmatique et les concentrations plasmatiques obtenues d’ ADNCc.

Tableau 35: répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc¢ en fonction du
temps de séparation plasmatique

[C] plasmatique d'ADNc ng/ml

Temps de séparation

plasmatique (min) N Moyenne | Ecart-type | Minimum | Maximum
0-30 29 31,8517 | 29,76465 5,68 129,75
31-60 31 49,6306| 83,85666 5,16 398,00
61-90 10 52,0270| 61,44852 8,36 170,00
Total 70 42,6074| 63,19040 5,16 398,00

d’ADNc en fonction de

3.2.16 Concentrations plasmatiques
I’aspect plasmatique

Test Homogénéité des variances est non significatif (P=0,505), on a conclu a
I’homogénéité des variances. Evaluation par  test ANOVA: P=0,641 (non
significatif).

Il n’y a pas de lien significatif entre les aspects plasmatiques et les concentrations
plasmatiques obtenues d’ADNc.
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Tableau 36: répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc¢ en fonction de

I’aspect plasmatique

[C] de plasma d'ADNc ng/ml

Aspect plasmatique N Moyenne | Ecart-type | Minimum | Maximum

Aspect Normal 62 40,0197 64,87164 5,16 398,00
Aspect légérement jaunatre 1 39,0000 39,00 39,00
Aspect légérement hémolysé 3 88,3067 | 75,49269 21,12 170,00
Aspect légérement trouble 4 49,3450 13,38402 31,90 63,00
Total 70 42,6074 63,19040 5,16 398,00

3.2.17 Repartition des résultats de recherche des mutations de
PPEGFR sur biopsie liquide en fonction des demandes des
prescripteurs

Sur les 62 patients faisant objet de demande de recherche des mutations de I’exon18-
21, 19 patients (30,6%) ont un statut EGFR muté, 42 patients (67,7%) ne présentent
pas de mutation de PEGFR , et le statut d’un seul patient reste inconnu suite a
I’invalidité de la recherche.
Sur les 8 patients faisant objet de demande de recherche des mutations de résistance
T790M, un seul patient présente cette mutation.

Tableau 37: Répartition des résultats de recherche des mutations de PEGFR sur
biopsie liquide en fonction des demandes des prescripteurs

mutation de résistance

Mutations de I'exon 18-21 T790M

Effectif(n) | Pourcentage | Effectif(n) | Pourcentage
Résultats (%) (%)
Invalide 1 1,6 0 0
Non muté 42 67,7 7 87,5
Muté 19 30,6 1 12,5
Total 62 100,0 8 100,0

3.2.18 Répartition des résultats de recherche des mutations de
I’EGFR (18-21) sur biopsie liquide de tous les patients.

En plus des patients faisant 1’objet d’une demande de recherche des mutations de
I’EGFR (18-21), ces derniéres sont toutes presentes chez les 8 patients faisant 1’objet
d’une demande de recherche de la mutation de résistance T790M.
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Tableau 38: Répartition des résultats de recherche des mutations de PEGFR (18-
21) sur biopsie liquide chez tous les patients

Résultats Effectif(n) Pourcentage (%)

Invalide 1 1.4
Non muté 42 60,0
Muté 27 38,6
Total 70 100,0

3.2.19 Repartition des résultats de recherche des mutations de
PEGFR 18-21 sur biopsie liquide chez les patients dont le
statut EGFR 18-21 tissulaire n’est pas identifié

Sur les 35 patients dont le statut EGFR 18-21 tissulaire n’est pas identifi¢, 11 patients
(31,4%) ont un EGFR 18-21 muté sur biopsie liquide.

Tableau 39: Répartition des résultats de recherche des mutations de ’EGFR 18-
21 par biopsie liquide chez la patient dont le statut EGFR 18-21 tissulaire n’est
pas identifié

Résultat | Effectif (n) | Pourcentage
(%)
Invalide 1 2,9
Non 23 65,7
muté
Muté 11 31,4
Total 35 100,0

3.2.20 Répartition selon le type de mutation EGFR 18-21
identifiée sur biopsie liquide

79% des mutations de PEGFR 18-21 identifiées sur biopsie liquide sont des délétions
de ’exon 19, les 24% restant représentent la mutation ponctuelle L858R.

H Del 19
W L858R

Figure 77: Répartition selon le type de mutation EGFR 18-21 identifiée sur
biopsie liquide
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3.2.21 Délais de rendu des résultats de recherche des mutations de
I’EGFR sur biopsie liquide

Le délai moyen de rendu des résultats de recherche des mutations de ’EGFR sur
biopsie liquide est de 5,44+ 3,91 jours. Avec un délai maximal de 19 Jours.

35,7% des résultats étaient rendus dans les 3 jours suivant la demande, 45,7% entre 3
jours a une semaine, 15,7% entre une a deux semaines et 2,9% aprés plus de deux
semaines sans dépasser les 19 jours.

Tableau 40: Délais de rendu des résultats de recherche des mutations de PEGFR
sur biopsie liquide

Délai de rendu Jours (J)
Moyenne 5,44
Médiane 6,00
Ecart type 3,911
Plage 19
Minimum 0
Maximum 19

50.0 45,7%

45.0

40.0 35,7%

35.0

30.0

25.0

20.0

15.0 11,4%

0.0
0-3) 4-7) 8-10 11-15) 16-19J

Figure 78: Délais de rendu des résultats de recherche des mutations de PEGFR
sur biopsie liquide

3.2.22 Comparaison des délais de rendu de recherche des
mutations de I’EGFR sur biopsie liquide Vs biopsie
tissulaire

La comparaison s’est realisée par deux méthodes :

1) par comparaison des moyennes : test t pour échantillons indépendants (Welch’s t-
test) donne une statistique t avec une valeur p<0.0001

2) par le test t des échantillons appariés : avec une différence significative (P<0,0001).

Comme la distribution n’est pas normale, on fait aussi appelle au test de Test de
classement de Wilcoxon qui révele une différence significative (P<0,0001).
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-Cela indique une différence tres significative entre les délais d'obtention des
résultats sur biopsie liquide et sur biopsie tissulaire.

Le délai moyen d'obtention des résultats est significativement plus court pour la
biopsie liquide par rapport a celui de la biopsie tissulaire.

Tableau 41: Test de classement de Wilcoxon

N Rang Somme
moyen : des rangs
Délai moyen de rendu Rangs négatifs 43° 22,94 986,50
b_|op3|e_3 liquide Vs biopsie Rangs positifs 10 350 350
tissulaire
Ex aequo 0°
Total 44

a. Deélai Biopsie liquide < Délai biopsie tissulaire

b. Délai Biopsie liquide > Délai biopsie tissulaire

c. Délai Biopsie liquide = Délai biopsie tissulaire

3.2.23 Evaluation de la performance de la recherche des
mutations de P’EGFR sur biopsie liquide dans notre étude

En considérant la recherche tissulaire comme méthode de référence et en prenant en
considération les résultats tissulaires valides seulement on obtient les résultats
suivants :

Tableau 42: Résultats valides de recherche des mutations de PEGFR sur tissu

Résultats Effectif(n) Pourcentage(%)
Négatif 17 48,6
Positif 18 51,4
Total 35 100,0

Tableau 43: Résultats de recherche des mutations de PEGFR sur biopsie liquide
des malades dont les résultats de recherche des mutations de PEGFR sur tissu
sont valides

Résultats Effectif(n) Pourcentage(%)
Négatif 19 54,3
Positif 16 45,7
Total 35 100,0
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Tableau 44: croisement des résultats de recherche des mutations de PEGFR sur
biopsie liquide et biopsie tissulaire

EGFR muté sur EGFR non muté

tissu sur tissu Total
EGFR muté sur biopsie
liquide 16 0 16
EGFR non muté sur
biopsie liquide 2 17 19
Total 18 17 35

-La concordance : Le Taux de « concordance observée » dans notre étude est de
94,29%.

-La sensibilité et la spécificité :

La sensibilité de la technique de recherche des mutations de I’EGFR sur biopsie
liquide dans notre étude est de 88,89%.

La spécificité de la technique de recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie
liquide dans notre étude est de 100%.

-Les Valeurs prédictives :

La valeur prédictive positive (VPP) est de 100%

La valeur préedictive négative (VPN) est de 89,5%.

La Concordance Aléatoire (Pe) est de 49,88 %

Le Coefficient Kappa est de 0,886.

Un kappa de 0,886 indique une trés bonne concordance entre les résultats de

recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide et ceux sur biopsie tissulaire,
bien au-dela de ce qui serait attendu par hasard.

3.2.24 Repartition selon le statut mutationnel définitif de PEGFR

En combinant les résultats de recherche obtenus par les deux méthodes (tissulaire et
liquide) on retrouve :

-29 patients (41,4%) ont une mutation de ’EGFR (Exons18-21), 40 patients (57,1%)
sont non mutés, un seul patient est resté avec un statut indéterminé.

-un seul patient (12,5%) sur les 8 patients progressant sous TKI anti EGFR présente la
mutation de résistance T790M.
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Tableau 45: Statut mutationnel définitif de ’EGFR de I’ensemble des patients

\ Mutations de I'exon 18-21 mutation de résistance T790M
Statut EGFR Effectif (n) Pourcentage (%) Effectif (n) Pourcentage (%)
Non déterminé 1 1,4 0 0
Non muté 40 57,1 7 87,5
Muté 29 41,4 1 12,5
Total 70 100,0 8 100,0

3.2.25 Fréquence réelle du statut EGFR (18-21)

Etant donné que sur les 70 patients, 08 les patients faisant objet de recherche de
mutation T790M ont un statut EGFR muté connu avant 1’étude, et pour éviter les biais
d’échantillonnage, la fréquence réelle des mutations de ’EGFR (18-21) est de 33,9%.

Tableau 46:Fréquence réelle du statut de PEGFR (18-21)

| Mutations de I'exon 18-21

Résultats Effectif (n) Pourcentage (%)
Non déterminé (ND) 1 1,6
Non muté 40 64,5
Muté 21 33,9
Total 62 100,0

3.2.26 Répartition selon le type de mutation du statut définitif

EGFR.

(72,4%) des mutations de I’EGFR sont des délétions de I’exon 19, (24,1%)
correspondent a la mutation ponctuelle L858R et pour 3,4% (ce qui correspond a un
seul patient) le statut est resté non identifié sur tissu et sur biopsie liquide.

3.4%

M Del 19
B [858R

Non identifié

Figure 79: Répartition selon le type de mutation du statut définitif de PEGFR
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3.2.27 Statut EGFR en fonction de sexe

Dans notre série il existe une différence significative du statut EGFR en fonction du
sexe avec une prédominance nette d’EGFR muté chez les femmes (P value<0,001)

Tableau 47: répartition du statut EGFR en fonction du sexe

Statut EGFR
ND Négatif Positif Total
Sexe Femme 0 11 21 32
Homme 1 29 8 38
Total 1 40 29 70

3.2.28 Statut EGFR en fonction de I’age et tranches d’age

Dans notre série il n’existe pas de différence significative du statut EGFR en fonction
de I’age (P value=0,415) ni les tranches d’age (P value=0,663).

3.2.29 Statut EGFR en fonction des antécédents médicaux

Il n’existe pas de lien significatif entre le statut EGFR et les antécédents médicaux
(HTA, Diabéte, Hypothyroidie).

Tableau 48: répartition du Statut EGFR en fonction des antécédents médicaux

statut EGFR

Antécédents ND Négatif Positif Total Pvalue
HTA NON 1 29 17 47

Oul 0 11 12 23
Total 1 40 29 70| 0374
Diabete NON 1 29 25 55

Oul 0 11 4 15
Total 1 40 29 70| o341
Hypothyroidie | NON 1 39 24 64

Oul 0 1 5 6
Total 1 40 29 70 0,093

3.2.30 Statut EGFR en fonction du type histologique

Il n’existe pas de lien significatif entre le statut EGFR et le sous type histologique
Pvalue= 0,806.
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Tableau 49: Répartition du statut EGFR en fonction du sous type histologique
Sous Type hsitologique statut EGFR Total

ND Négatif Positif
Adénocarcinome 1 37 28 66
Carcinome pulmonaire NOS 0 2 0 2
Carcinome pulmonaire a 0 1 1 2
grande cellule de type NOS
Total 1 40 29 70

3.2.31 Statut EGFR et stade de la maladie

Il n’existe pas de lien significatif entre le statut EGFR et le stade de la maladie avec
un P value=0,467.

Tableau 50: Croisement du statut EGFR et stade de la maladie

Stade Statut EGFR Total
ND Négatif Positif
Illa 0 1 1 2
Ib 0 0 1
Ilc 0 0 1
IVa 1 15 7 23
Vb 0 22 21 43
Total 1 40 29 70

3.2.32 Statut EGFR et statut tabagique (tabagisme actif)

Il existe un lien significatif entre le statut EGFR et le statut tabagique avec une
prédominance d’EGFR muté chez les non fumeurs (Pvalue< 0,002).

Tableau 51:répartition du statut EGFR en fonction du statut tabagique

Tabagisme statut EGFR Total
ND Négatif Positif

NON 1 14 24 39

Ooul 0 25 5 30

Total 1 39 29 69

3.2.33 Statut EGFR et tabagisme passif

Il n’existe pas de lien significatif entre le statut EGFR et le tabagisme passif
(Pvalue=0,809)
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Tableau 52: répartition du statut EGFR en fonction du tabagisme passif

Tabagisme statut_EGFR_ Total
passif ND Négatif Positif

NON 1 11 17 29
Oul 0 3 6 9
Total 1 14 23 38

3.3 Conduites thérapeutiques

3.3.1 Delais de prise en charge et 1¢" traitement spécifique recu.

Le délai moyen de prise en charge thérapeutique est de 33,95+23,22 jours avec un
minimum de deux jours et un maximum de 116 j.

La 1°¢ prise en charge consisteen un traitement pharmacologique spécifique dans
86,4%des cas, une radiothérapie dans 12,1% des cas et une chirurgie dans 1,5% des
cas.

Tableau 53: Délais de prise en charge thérapeutique des patients

délais de prise en Jours (J)
charge

Moyenne 33,95
Médiane 29,00
Ecart type 23,228
Plage 114
Minimum 2
Maximum 116

= TRT

pharmacologique

M Chirurgie

Radiothérapie

Figure 80: Répartition selon le 1ler traitement spécifique regu par le patient

3.3.2 Répartition des patients en fonction du traitement de la
tumeur primitive par radiothérapie

Seuls 3 (4,3%) patients ont recu une radiothérapie de la tumeur primitive, ces patients
étaient tous diagnostiqués a un stade localement avancé.
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Figure 81:Repartition des patients en fonction du traitement par radiothérapie

tumorale

Tableau 54:Répartition en fonction du stade au diagnostic des patients ayant

recu une radiothérapie tumorale

Stade au
diagnostic

Effectif (n)

Pourcentage

(%)

Ila

66,7

Ib

33,3

Total

100,0

3.3.3 Répartition des patients en fonction de la radiothérapie des

localisations métastatiques.

10 patients (14,3%) ont recu une radiothérapie des localisations meétastatiques. ces
localisations sont toutes a 1’étage cérébral ce qui représentent la moitié des patients de

notre étude avec métastases cérébrales.
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Radiothérapie des métastases

HNON
mOUl

Figure 82:Répartition des patients en fonction de la radiothérapie des
localisations métastatiques

3.3.4 Patients sous radiothérapie au moment du prélevement
pour biopsie liquide

04 patients (5,7%) ont recu une radiothérapie dans le mois précédent le préléevement
pour biopsie liquide.

Malades sous RTH au moment du prelevement pour BL

H NON
mOUul

Figure 83: Patients sous radiothérapie au moment du prélevement pour biopsie
liquide

3.3.5 Concentrations plasmatiques d’ADNc chez les patients sous
radiothérapie au moment du prélevement.

Etant donnée que le Test Homogeénéité des variances est significatif (P<0,05), on a

conclue a la non homogénéité des données, raison pour laquelle on procéde a une
analyse par le test de WELSH dont le P=0,579 (non significatif).
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Il n’y pas de lien significatif entre le fait que le malade soit sous radiothérapie et les
concentrations retrouvées d’ADNc.

Tableau 55: répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc chez les
patients sous radiothérapie au moment du prélévement

[C] ADNc ng/ml de plasma

Malades sous radiothérapie au

moment du préléevement N Moyenne Ecart type
Oui 4 83,5050 139,35753
Non 66 40,1288 56,86169

3.3.6 Répartition des patients selon le traitement chirurgical
carcinologique.

3 patients ont fait I’objet de chirurgie carcinologique de la tumeur primitive, I’'un deux
a un stade précoce et les deux restant a un stade localement avancé opérable.

Une seule patiente a bénéficié de la résection de métastase cérébrale.

Tableau 56: Répartition des patients selon le traitement chirurgical
carcinologique

type de chirurgie Stade au Effectif | Pourcentage
diagnostic (n) (%)

Chirurgie de la tumeur | 11 1 25,0

primitive Ia 2 50,0

Chirurgie de métastase | Iva 1 25,0

cerébrale

Total 4 100

3.3.7 Répartition selon le traitement pharmacologique

spécifique du CBNPC

45,7% des patients sont naifs de traitement pharmacologique (non recu).

54,3% de nos patients sont non naifs de traitement pharmacologique (déja recu) au
moment du prélevement pour la recherche des mutations de ’EGFR par biopsie
liquide.

Tableau 57: Répartition selon le traitement pharmacologique spécifique du
CBNPC

TRT Effectif (n) Pourcentage
pharmacologique (%)
spécifique

Recu 38 54,3
Non recu 32 45,7
Total 70 100,0
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3.3.8 Répartition selon le nombre de lignes thérapeutique déja
recues au moment du prélévement pour biopsie liquide

28,6% des patients ont recu au moins une ligne thérapeutique, 12,9% deux lignes
thérapeutiques, 8,6% ont recu trois lignes thérapeutiques, 2,9% des patients quatre
lignes thérapeutiques et enfin un seul patient (1,4%) est allé au bout de la 5°™ ligne
thérapeutique.

50.0

45,7%
45.0

40.0

35.0

30.0 28,6%

25.0

20.0
15.0 12,9%

10.0 8,6%

5.0 2,9% 1,4%

0.0

0 ligne 1ligne 2 lignes 3 lignes 4 lignes 5 lignes

B NB_lignes_regues

Figure 84: Répartition selon le nombre de lignes thérapeutiques recues

3.3.9 Répartition des patients non naifs de traitement selon le
traitement de 1¢'¢ ligne.

Chez les patients avec EGFR muté, 63,2% ont recu une chimiothérapie en 1% ligne,
15,1% une chimiothérapie avec AntiVEGF et 21,1% seulement une TKI anti EGFR.
Chez les patients avec EGFR non muté 72,2% recu une chimiothérapie en lere ligne
et 27,8% une chimiothérapie avec AntiVEGF.

Le patient avec statut EGFR non déterminé(ND) a recu une chimiothérapie en 1°°
ligne.

Tableau 58: Reépartition des patients non naifs de traitement selon le traitement

de 1ére ligne
EGFR muté EGFR non mute EGFR ND

Classe Pourcentage Pourcentage Pourcentage
thérapeutique Effectif(n) (%) Effectif(n) (%) Effectif(n) (%)
Chimiothérapie 12 63,2 13 72,2 1 100,0
Chimiothérapie + 3 15,8 5 27,8 0,0 0,0
antiVEGF
TKI AntiEGFR 4 21,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Total 19 100,0 18 100,0 1 100,0
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3.3.10 Répartition selon la situation thérapeutique des patients

non naifs de traitement au bout de la
traitement.

1¢r¢ ligne de

19 patients (50%) non naif de traitement ont progressé au bout de la 1%¢ ligne. Pour
3patients (7,9%) ont arrété la chimiothérapie suite a I’identification d’un statut EGFR
muté, pour les mettre ainsi sous TKI anti-EGFR en 2°™ ligne et 11 patients (29%)
sont toujours en cours de traitement de 1% ligne.

Tableau 59: Répartition selon la situation thérapeutique des patients non naifs
de traitement au bout de la 1ére ligne de traitement

Situation Pourcentage
thérapeutigue Effectif(n) (%)

En cours 11 28,9
Identification de statut 3 7,9
EGFR muté

Limite de cure possible 1 2,6
Malade disparu 1 2,6
Progression 19 50,0
Toxicité 3 7,9
Total 38 100,0

3.3.11 Répartition des patients non naifs de traitement selon le

traitement de 2¢" ligne.

Chez les patients avec EGFR muté 57,1% ont recu une chimiothérapie en 2™ ligne,
7,1% une chimiothérapie avec AntiVEGF et 35,7% une TKI anti EGFR.
Chez les patients avec EGFR non muté tous les patients ont recu une chimiothérapie

en 2eme ligne.

Tableau 60: Répartition des patients non naifs de traitement selon le traitement

de 2éme ligne recue

EGFR muté EGFR non mute
Classe Effectif(n) Pourcentage (%) Effectif(n) | Pourcentage (%)
thérapeutique
Chimiothérapie 8 57,1 3 100,0
Chimiothérapie 1 7,1 0,0 0,0
+ antiVEGF
TKI AntiEGFR 5 35,7 0,0 0,0
Total 14 100,0 3 100,0
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3.3.12 Répartition selon la situation thérapeutique des patients
non naifs de traitement avec au bout de la 2™ ligne de

traitement.

9 patients (50% ) non naifs de traitement ont progressé au bout de la 2°™ ligne. 3
patients (16,7)% ont arrété leur traitement suite a ’apparition de toxicité et 5 patients
(27,8%) sont toujours en cours de traitement de 2°™ligne. Signalons I’arrét du
traitement chez un patient suite a une pénurie d chimiothérapie (Docetaxel).

Tableau 61: Répartition selon la situation thérapeutique des patients non naifs
de traitement au bout de la 2éme ligne de traitement

Situation Pourcentage
thérapeutique Effectif(n) (%)

En cours 5 27,8
Progression 9 50,0
Rupture du produit 1 5,6
Toxicité 3 16,7
Total 18 100,0

3.3.13 Répartition des patients non naifs de traitement selon le
traitement de 3¢™¢ ligne recu.

Tous les patients (9 patients) non naifs de traitement ont recu une chimiothérapie en
3°™ ligne quelque soit leur statut EGFR.

Tableau 62: Répartition des patients non naifs de traitement selon le traitement

de 3éme ligne

EGFR muté EGFR non muté
Classe Effectif(n) | Pourcentage | Effectif(n) | Pourcentage
thérapeutique (%) (%)
Chimiothérapie 6 100,0 3 100,0

3.3.14 Répartition selon la situation thérapeutique des patients

non naifs de traitement au bout de la

traitement

3eme Jigne de

44.4% des patients ont progressé au bout de la 3*™ ligne, 33,33% ont arrété leur
traitement suite a des toxicités, et 22,2% sont toujours en cours de traitement.
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Tableau 63: Reépartition selon la situation thérapeutique des patients non naifs
de traitement au bout de la 3éme ligne de traitement.

Situation

thérapeutigue Effectif(n) Pourcentage (%)

En cours 2 22,2
Progression 4 44 4
Toxicité 3 33,3
Total 9 100,0

3.3.15 Repartition des patients non naifs de traitement selon le
traitement de 4™ ligne

Un patient sur quatre avec EGFR muté a recu une TKI AntiEGFR qu’a la 4°™ ligne
de traitement.

Tableau 64: Repartition des patients non naifs de traitement selon le traitement
de 4éme ligne

EGFR muté EGFR non mute
Classe Effectif(n) | Pourcentage | Effectif(n) | Pourcentage
thérapeutique (%) (%)
Chimiothérapie 2 66,7 2 100,0
TKI AntiEGFR 1 33,3 0,0 0,0
Total 3 100,0 2 100,0

3.3.16 Répartition selon la situation thérapeutique des patients
non naifs de traitement au bout de

traitement

la

4¢me Jigne de

3 patients (60%) patients ont progressé au bout de la 4°™ ligne de traitement, un seul
a arrété son traitement suite a des toxicités, et un autre est toujours en cours de
traitement.

Tableau 65: Répartition selon la situation thérapeutique des patients non naifs
de traitement au bout de la 4eme ligne de traitement

Situation thérapeutique Effectif(n) Pourcentage (%)
En cours 1 20,0
Progression 3 60,0
Toxicité 1 20,0
Total 5 100,0
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3.3.17 Repartition des patients non naifs de traitement selon le
traitement de 5¢™¢ ligne

Un seul patient avec un EGFR muté a recu une 5éme ligne de traitement
(chimiothérapie) au bout de laquelle il a progressé.

Tableau 66: Répartition des patients non naifs de traitement selon le traitement
de 5éme ligne

EGFR muté EGFR non mute
Classe Effectif(n) | Pourcentage | Effectif(n) | Pourcentage
thérapeutique (%) (%)
Chimiothérapie 1 100,0 0 0,0

3.3.18 Répartition selon les patients sous traitement
pharmacologique spécifique au moment du prélévement
pour biopsie liquide

29% des patients étaient sous traitement au moment du prélévement pour recherche
des mutations de I’EGFR sur biopsie liquide.

malade sous traitement pharmacologique spécifique
au moment du préléevement pour la biopsie liquide

HNON
HOUIl

Figure 85: Patients sous traitement au moment du prélevement pour biopsie
liquide

3.3.19 Concentrations plasmatiques d’ADNc chez les patients sous
traitement pharmacologique au moment du prélévement.

Test Homogénéité des variances non significatif (P=0,136), on a conclue a
I’homogénéité des données. Test ANOVA est non significatif (P=0,333).

Il n’y pas de lien significatif entre le fait que le malade soit sous traitement
pharmacologique spécifique et les concentrations d’ADNc plasmatique.
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Tableau 67: Répartition des concentrations plasmatiques d’ADNc chez les
patients sous traitement pharmacologique spécifique au moment du prélevement

[C] plasmatiques ADNc ng/ml
Malades sous traitement
pharmacologique spécifique au
moment du prélévement N Moyenne | Ecarttype | Minimum | Maximum
Oui 20 30,9690 | 34,23929 9,60 129,75
Non 50 47,2628 | 71,35023 5,16 398,00
Total 70 42,6074| 63,19040 5,16 398,00

3.3.20 Impact des résultats de recherche des mutations de PEGFR
sur biopsie liquide sur les conduites thérapeutiques.

51 % conduites thérapeutiques sont impactées par les résultats de recherche de
I’EGFR sur biopsie liquide et 36% ne le sont pas. Pour les 13% restants une

¢évaluation n’est pas possible.

Tableau 68: Conduites thérapeutiques impactées par les résultats de recherche
des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide

Impact sur les

conduites

thérapeutigues Effectif (n) Pourcentage (%)
Ne s'applique pas 9 12,9
NON 25 35,7
Oul 36 51,4
Total 70 100,0

Impact sur les conduites thérapeutiques

B Ne S'applique pas

H NON
moul

Figure 86: Conduites thérapeutique impactées par les résultats de recherche des
mutations de PEGFR sur biopsie liquide
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3.3.21 Motifs expliquant I’absence d’impact de recherche des
mutations de ’EGFR sur biopsie liquide.

84% des motifs expliquant ’absence d’impact de recherche de mutation de ’EGFR
sur biopsie liquide sont liés au lancement de la thérapeutique sans attendre le résultat
de recherche sur biopsie liquide.

12% des cas sont liés au faite que le résultat tissulaire précede le résultat de recherche
sur biopsie liquide.

Dans 4% des cas ce qui correspond au patient présentant la mutation de résistance
T790M, le motif est 1ié a I’absence de traitement en I’occurrence 1’Osimertinib.

Pour les cas ou I’évaluation ne s’applique pas, ¢a concerne les malades pour lesquels
un traitement n’est pas mis en place suite au déces / disparition des patients (33% des
cas), ou bien les malades ne sont plus en état de recevoir un traitement
pharmacologique spécifique, se contentant d’un soin de support seulement (67% des
cas).

H Absence de TRT
(osimertinib)

B Résultat tissu obteu
avant BL

= TRT lancé avant
résultat BL

Figure 87: Motifs expliquant I’absence d’impact de recherche des mutations de
I’EGFR sur biopsie liquide sur les conduites thérapeutiques

B Aucun TRT: malade
disparu/décédé

B Malde ne peut recevoir
de TRT

Figure 88: Motifs expliquant I’absence d’impact de recherche de mutation de
IP’EGFR sur biopsie liquide pour les cas ou I’évaluation ne s’applique pas
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résultats de recherche

biopsie liquide.

3.3.22 Conduites thérapeutiques appliquées apreés I’obtention des
des mutations de I’EGFR sur

18 patients présentant un EGFR muté ont bénéficié d’une TKI AntiEGFR aprés
obtention des résultats de '’EGFR sur biopsie liquide, les 18 patients restants
présentant un EGFR non muté, ont bénéficiés soit d’une chimiothérapie (16 patients)
ou d’une immunothérapie (un seul patient).un patient ALK+ a bénéficié d’un

traitement par Crizotinib.

Tableau 69: Conduites thérapeutiques appliquées apres obtention des résultats
de recherche des mutations de P’EGFR par biopsie liquide

classe Effectif (n) Pourcentage médicament Effectif (n) Pourcentage
thérapeutique (%) (%)
Chimiothérapie Carboplatine 1 2,8
Carboplatine + 11 30,6
pemetrexed
16 44.4 Gemcitabine 1 2,8
Chimiothérapie 3 8,3
TKI AntiEGFR Afatinib 1 2,8
18 50 [ Gefitinib 17 47,2
TKI AntiALK 1 28 Crizotinib 1 2,8
Immunothérapie Pembrolizumab 1 2,8
1 2,8
Total 36 100 | Total 36 100,0

Tableau 70: répartition des patients avec EGFR 18-21muté et mis sous TKI
apres les résultats de recherche sur biopsie liquide en fonction des lignes

thérapeutiques

Nombre de lignes thérapeutiques
leme 2éme 3éme 4eme 5émé 6eme Total

Malade non

naif de 0 3 2 1 1 1 8
TRT

Malade naif

de TRT 10 0 0 0 0 0 10
total 10 3 2 1 1 1 18
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3.3.23 Repartition selon les molécules TKI AntiEGFR utilisées.

Sur les 18 patients mis sous TKI Anti-EGFR suite aux résultats de recherche des
mutations de 'EGFR sur biopsie liquide, un seul (5,6%) a recu de 1’ Afatinib, et 17

autres patients (94,4%) ont regu le Géfitinib. Aucun patient n’a regu de 1I’Erlotinib.

TKI AntiEGFR

5.6%

m Afatinib
m Géfitinib

Figure 89: Répartitions selon les molécules TKI AntiEGFR utilisées

3.3.24 Colt de recherche des mutations de PEGFR sur biopsie

liquide

Le colt de recherche des mutations de I’EGFR sur biopsie liquide s’éléve a
pratiquement 32 300,00 DA/ test

Tableau 71: cCout de la recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide

DA/test
Etapes Cout (DA/test)
Extraction 4 950,00
Détection 27 345,21
Total 32 295,21
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4 Discussion
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4.1 Nombre de patients inclus dans I’étude

La taille de notre échantillon d’étude est liée aux ressources disponibles, notamment
le nombre de tests de détection de ’EGFR sur biopsie liquide. 04kits de 24 tests
chacun ont été mis a notre disposition, soit un total de 96 tests.

12 manipulations ont été réalisées, consommant a chaque fois 8 tests, correspondant a
6 échantillons de patients et 2 contr6les (un positif et un négatif).

Au total, 72 échantillons ont été analysés, représentant 70 patients, car deux patients
ont été testés a deux reprises afin de confirmer un premier résultat douteux concernant
une suspicion de mutation G719X et une suspicion de mutation de résistance T790M.
Ces tests ont été refaits avec un volume plasmatique plus important afin d’améliorer
le rendement en ADNc. Les résultats définitifs ont conclu a I'absence de ces
mutations chez ces deux patients.

Service/établissement de prise en charge des patients

La majorité des patients inclus dans notre étude sont suivis au niveau du service
d’oncologie médicale du CLCC de Sétif (71,4 %), le reste au niveau service de
pneumologie du CHU de Sétif (28,6 %). Une coopération étroite avec ces deux
services s’est rapidement instaurée dés le début de I’étude. Le recrutement des
patients a commence aupres du service d’oncologie médicale (juin 2024), puis s'est
étendu au service de pneumologie du CHU de Sétif (septembre 2024).

Afin de respecter les conditions pré-analytiques, les patients se sont déplacés au
laboratoire central du CLCC de Sétif pour le préeléevement sur tube EDTA, afin que
le traitement des échantillons (séparation plasmatique) soit effectué dans un délai
maximal de 2H a 4H apres le prélevement.

Une exception était faite pour les patients du CHU de Sétif, ou nous nous sommes
déplacés a chaque fois pour récupérer 1’échantillon et le transporter dans un délai
n’excédant pas les deux heures.

4.2 Caracteristiques sociodémographiques et cliniques
421 Le Sexe

Dans notre étude, la répartition des sexes montre une prédominance masculine, avec
54,3 % d’hommes contre 45,7 % de femmes, soit un sex-ratio (homme/femme) de
1,19. Ce ratio est relativement faible comparé a d'autres études, y compris celles
menées en Algérie.

Ainsi, Ammour (2022) rapporte un sex-ratio de 3,4, avec 77,2 % d’hommes contre
22,8 % de femmes (21).
De son c6té, Benmostefa (2018) indique un sex-ratio encore plus élevé de 7,54 (88,3
% d’hommes vs 11,7 % de femmes) (226) .
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Quant a Gammaz (2007), il mentionne un sex-ratio de 9, avec 90 % d’hommes
contre seulement 10 % de femmes (227).

Dans une étude rétrospective de Slimani et al. (2023) portant sur le profil
mutationnel de I’EGFR chez les patients algériens, le sex-ratio était de 2,94, avec une
proportion de 75 % d’hommes contre 25 % de femmes (228).

On observe ainsi une tendance a la baisse du sex-ratio, en partie liée a
l'augmentation de la fréquence de 1’adénocarcinome, un sous-type histologique en
progression plus marquée par rapport aux autres formes de CBNPC (16).

L’écart du sex-ratio tend a se réduire dans les pays développés, notamment au
détriment des femmes, avec un sex-ratio de 1,2 en Amérique du Nord et de 1,3 au
Japon (229).

Cette évolution est principalement attribuée a ’augmentation de la consommation
tabagique chez les femmes. Dans les pays occidentaux, la hausse de I’incidence du
CBNPC chez les femmes est fortement liée au tabagisme.

En revanche, dans notre pays, ce facteur semble avoir un impact moindre. Le taux
élevé de CBNPC chez les femmes pourrait plutdt s’expliquer par d’autres facteurs
environnementaux, tels que la pollution de I’air et I’exposition a des agents
inhalables, notamment la combustion domestique. Ce phénomene est également
observé dans plusieurs pays asiatiques (16) (17) .

422 L’age

La moyenne d’age des patients dans notre étude est de 62,66 + 11,45 ans. Les
hommes présentent une moyenne d'age légérement plus élevée (63,47 = 11,30 ans)
par rapport aux femmes (61,69 = 11,73 ans), mais cette différence n'est pas
statistiquement significative (P=0,391).

Un pourcentage plus élevé de femmes (6,3 %) est agé de moins de 40 ans, alors
qu’aucun homme n’appartient a cette tranche d’age.

Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Ammour (2022), qui retrouve un age
moyen de 63,9 ans chez les hommes et 63,4 ans chez les femmes (21).

Nos observations concordent avec celles des études internationales, qui montrent que
le CBNPC touche majoritairement les patients agés de plus de 60 ans. Ainsi, Travis
et al. (2015) ont estimé que I'dage médian au diagnostic du CBNPC se situe entre 65 et
70 ans. En France, I’dge moyen au diagnostic est de 67 ans chez les hommes et 65
ans chez les femmes (230).

Cependant, la présence de 2,9 % de patients agés de moins de 40 ans constitue une

donnée notable. Certaines études mettent en évidence une augmentation des cas de
cancers pulmonaires chez les jeunes adultes, bien que cela demeure peu fréquent.
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Une revue systématique de la littérature indique que les CBNPC chez les moins de
40 ans représentent environ 1,7 % des cas (231).

4.2.3 Lieu de résidence

La majorité de notre population d’étude (73%) réside au niveau de la wilaya de sétif
puisque la majorité des recrutements s’est faite au niveau du CLLCC et CHU de sétif;,
et que les autres wilayas limitrophes disposent toutes de structure de santé de prise ne
charge des malades cancéreux. Toute fois notons que certains patients (huit au total)
et qui n’avait pas de résultat de recherche sur biopsie tissulaire identifié, ont été
orientés spécialement d’autres wilaya pour pouvoir bénéficier de la recherche des
mutations de ’EGFR sur biopsie liquide. Aussi certains patients ont €été orientés au
service d’oncologie médicale du CLCC pour pouvoir bénéficier d’un traitement par
immunothérapie.

Concernant la répartition par commune, il existe des frequences élevées pour certaines
communes comparées a leurs populations respectives, ¢’est le cas de la commune de
Bougaa , de Hammem Sokhna et de Babor avec 8 ,4 et 3 patients pour une
population de 47550 habitants , 20776 habitants et 20038 habitants respectivement.

Toute fois, ces données ne peuvent donner lieu a une interprétation quelconque
puisque rien n’indique que tous les cas de la wilaya de Sétif sont traités au niveau du
CHU Sétif et du CLCC Sétif, c’est le cas par exemple de la commune d’El Eulma qui
dispose d’une unité d’oncologie médicale qui prend aussi en charge les malades de la
commune d’El Eulma et des communes limitrophes.

4.2.4 Profession et risque professionnel

La classification des professions a risque s’est faite selon I’arrété ministériel du 5
mai 1996, qui fixe la liste des maladies présumées d’origine professionnelle réparties
dans 85 tableaux, dont 7 concernent les maladies professionnelles responsables du
cancer des voies respiratoires. (232) (233)

Dans notre étude, 37,1 % des patients sont des femmes au foyer. Cependant, cette
inactivit¢ professionnelle n’exclut pas I’exposition a certains facteurs de risque,
notamment les émanations d’huiles de cuisson, dont 1’évaluation du risque demeure
complexe. (24)

Trois professions sont identifiées comme présentant un risque d’exposition accru :
chauffeur routier, macon et mécanicien.

D’autres catégories, telles que les retraités, les cuisiniers et les militaires, sont
¢galement susceptibles d’étre exposées a divers agents nocifs. Cependant, les données
disponibles ne permettent pas d’estimer précisément leur niveau de risque, car il est
nécessaire de tenir compte de la nature des activités exercées avant la retraite, de
I’exposition a la fumée de bois et de charbon, aux émanations d’huiles de cuisson,
ainsi qu’aux produits chimiques et autres substances potentiellement nocives.

141



4.25 Antécédents médicaux

Les antécédents médicaux des patients atteints de CBNPC dans notre étude révelent
une prévalence notable de certaines comorbidités. Environ un tiers des patients (32,9
%) sont hypertendus et sous traitement, tandis que 21,4 % sont diabétiques et 8,6 %
présentent une hypothyroidie nécessitant une substitution hormonale par
Iévothyroxine.

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature, ou I’hypertension et le
diabéte sont fréquemment observés chez les patients atteints de CBP, en raison de
facteurs de risque communs tels que 1’age avancé et les modes de vie sédentaires.

Une étude britannique menée par le Van Hemelrijck et ses collegues a révélé qu'une
pression artérielle élevée était associée a un risque accru (10 a 20 %) de développer
un cancer chez les hommes et a une mortalité plus élevée par cancer chez les deux
Sexes.

Par ailleurs, une vaste étude de cohorte a examiné le lien entre les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion (IEC) et le CBP :

e Les IEC augmenteraient de 14 % le risque de cancer du poumon par rapport
aux sartans.
e Cerisque s’¢leverait a 22 % apres 5 ans de traitement et a 31 % apres 10 ans.

Cependant, les auteurs restent prudents et soulignent la nécessité d’études
complémentaires pour confirmer ces résultats (234).

Sur le plan physiopathologique, il est suggére que la production de VEGF, stimulée
par langiotensine II et présente en plus grande quantité chez les personnes
hypertendues, pourrait jouer un réle (235).

Une étude de Deng et al. (2019) a mis en évidence une association entre le diabete et
un pronostic plus défavorable dans le CBNPC, possiblement en raison d’une
inflammation chronique et d’altérations métaboliques favorisant la progression
tumorale (236).

A ce jour, aucune étude n’établit de lien direct entre ’hypothyroidie et le cancer
bronchique. La prévalence plus ¢élevée de I’hypothyroidie observée dans notre étude
pourrait s’expliquer par la forte proportion de femmes dans notre population, en
particulier parmi les patients avec EGFR muté. En effet, I’hypothyroidie est beaucoup
plus fréquente chez les femmes que chez les hommes.

Selon des recherches publiées dans le Journal of Sex Medicine, le ratio
femmes/hommes des troubles thyroidiens est de 8:5, avec une prévalence qui
augmente avec 1’age. Ces données soulignent que I’hypothyroidie affecte
majoritairement les femmes, notamment apres 60 ans (237).
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4.2.6 Tabagisme et exposition au tabac

Dans notre étude, 43,5 % des patients sont fumeurs, qu'ils soient fumeurs actifs, ex-
fumeurs ou petits fumeurs, et ils sont tous de sexe masculin. En effet, seuls 18,9 %
des hommes sont non-fumeurs, tandis que toutes les femmes (100 %) sont non-
fumeuses.

En Algérie, la prévalence du tabagisme a connu une baisse au fil des années. Selon
Ammour (2022) (21), elle s’éléve a environ 66 %, contre 98,6 % dans 1’é¢tude de
Gamaz en 2007 (227).

Concernant la répartition selon le sexe, cette tendance rejoint les observations faites
en Asie, ol on retrouve une proportion élevée de femmes atteintes de CBNPC n’ayant
jamais fumé (jusqu’a 70 %) (238).

Dans I’étude de Younsi (2019) portant exclusivement sur des sujets non-fumeurs, 88
% de la population étudiée est constituée de femmes (239).

A P’inverse, dans les pays occidentaux, une proportion plus importante de femmes
fumeuses est rapportée (environ 40 % en France). Cette disparité suggeére
I'implication d’autres facteurs de risque dans notre population, notamment
I’exposition aux polluants domestiques et la présence de mutations genétiques (240).

Par ailleurs, 23,7 % des patients non-fumeurs sont exposés au tabagisme passif,
avec une prédominance féeminine de 88,9 %. Cette observation est cohérente avec les
donnees de la littérature, qui indiquent que le tabagisme passif est un facteur de risque
significatif de cancer du poumon. Aux Etats-Unis, il serait responsable de plus de 3
000 cas (soit environ 20 %) de CBP par an chez les non-fumeurs. (31)

4.2.7 Sous-type histologique

La grande majorité des patients (94,3 %) de notre étude présente un
adénocarcinome. Ces données semblent davantage correspondre aux études portant
sur les non-fumeurs, ou le sous-type histologique adénocarcinome prédomine, avec
une fréquence pouvant atteindre 80 % (241).

Des résultats similaires, avec une forte proportion d'adénocarcinomes, sont retrouvés
dans des séries algériennes. Dans 1’étude de Younsi (2019), 75 % de la population
étudiée présente un adénocarcinome (239). De méme, dans la série de Ammour
(2022), la proportion d'adénocarcinomes atteint 86,6 % (21).

Cette forte prévalence des adénocarcinomes dans notre étude peut également
s'expliquer par I’exclusion des carcinomes épidermoides du sujet fumeur. En
effet, ces derniers présentent rarement des mutations de DI'EGFR, et les
recommandations concernant leur recherche varient selon les sociétés savantes (89)
(147).

Par ailleurs, 3 % des patients présentent un carcinome pulmonaire de type non
spécifi¢ (NOS). Or, il est recommandé de limiter 'usage de ce terme, car le CBNPC
doit étre classé dans un sous-type plus spécifique, comme l'adénocarcinome ou le
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carcinome épidermoide, dans la mesure du possible. Toutefois, les carcinomes NOS
restent éligibles a une recherche des mutations de I’EGFR. (56) (57)

4.2.8 Localisations et techniques de prélevement tissulaire

La biopsie transpariétale est la méthode de biopsie tissulaire la plus couramment
utilisée dans notre étude (55,7 %). Cette tendance est cohérente avec les résultats
rapportés par Ammour (2022) et Younsi (2019), ou cette technique représente
respectivement 58,6 % et 50 % des cas (21) (239).

La biopsie des sites métastatiques arrive en deuxieme position avec une fréquence
de 21,4 %, un taux supérieur a celui observé dans les séries algériennes précédentes :
12,6 % chez Ammour (2022) et 18 % chez Younsi (2019) (21) (239).

Enfin, le prélevement bronchique par fibroscopie représente 18,6 % des cas dans
notre étude, contre 28,8 % dans la série d’Ammour (2022) et 32 % dans celle de
Younsi (2019), indiquant une fréquence plus faible dans notre étude (21) (239).

Par rapport aux données internationales, les tendances different. Dans 1’étude menée
par Florent Martin a La Réunion-France, la biopsie bronchique occupe la premiere
place avec 41,1 % des cas, suivie de la biopsie transpariétale a 21,7 % (242).

Une étude espagnole menée par Clara Salas et al. (2020) rapporte une fréquence
encore plus élevée des biopsies bronchiques (57,6 %), suivies des biopsies
transpariétales (17,1 %) (243).

Concernant les biopsies des métastases, une grande partie des prélevements
tissulaires (60 %) est au niveau pleural, qui reste plus accessible que d’autres
localisations, notamment osseuses et hepatiques.

Des données similaires sont retrouvées dans la série d’Ammour (2022), ou les
biopsies pleurales représentent 61,5 %, suivies des biopsies osseuses (27,7 %) (21).

Cette prédominance marquée de la biopsie transpariétale par rapport a la biopsie
bronchique, ainsi que la fréquence élevée des biopsies des métastases, peut
s’expliquer par la localisation périphérique des tumeurs et par un diagnostic souvent
posé & des stades avancés de la maladie. A ce stade, I’analyse anatomopathologique
des biopsies des métastases permet de confirmer la présence d’un CBP.

4.2.9 Stade de la maladie et localisations métastatiques

Dans notre étude, 15,7 % des patients sont diagnostiqués a un stade localement
avancé, tandis que 82,9 % a un stade métastatique. Un seul patient est diagnostiqué
a un stade préecoce (11).

Ces résultats sont comparables a ceux rapportés par Ammour (2022), ou 11,6 % des
patients sont diagnostiqués a un stade localement avancé et 88,4 % a un stade
métastatique (21). De méme, 1’étude de Younsi (2019) a montré que 88,4 % des cas
sont métastatiques d’emblé, 21 % a un stade localement avancés et seulement 5 %
sont diagnostiqués a un stade précoce (239).
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A T’échelle internationale, I’étude BIOCAST a révélé une proportion légérement
inférieure de patients métastatiques (73 %), avec 12 % diagnostiqués a un stade
localement avancé et 15 % a un stade précoce (244).

La fréquence élevée de patients diagnostiqués a un stade métastatique dans notre série
refléte ce retard et peut s’expliquer en partiec par I’absence de programmes de
dépistage systématique. Contrairement a d’autres pathologies comme le cancer du
sein ou du col de I'utérus, le CBNPC ne bénéficie pas de campagnes de dépistage
généralisées, notamment en raison de I’absence d’un accés systématique au scanner
thoracique a faible dose pour les populations a risque. (56)

Au moment de notre étude, la proportion de patients a un stade métastatique atteint
94,3 %, tandis que celle des stades localement avancés diminue a 5,7 %. Cette
évolution met en évidence la progression de la maladie chez huit patients, malgré une
prise en charge initiale par traitement local. Parmi eux, six ont bénéficié d'une
approche curative, incluant une chirurgie carcinologique pour trois patients et une
radio-chimiothérapie concomitante pour trois autres. Les quatre patients restants
n’étaient pas ¢€ligibles a un traitement localisé.

Parmi les 66 patients atteints de métastases, 42,9 % présentent une seule localisation
métastatique, tandis que 57,1 % ont plusieurs localisations (deux, trois ou quatre
sites).

La distribution des sites metastatiques montre une prédominance des métastases
osseuses (42,9 %), suivies des atteintes pulmonaires controlatérales (40,0 %),
cérébrales (28,6 %), pleurales (24,3 %), hépatiques et surrénaliennes (15,7 %
chacune), et enfin peritonéales (4,3 %).

Dans I'étude de Younsi (2019), la localisation métastatique la plus fréquente est aussi
l'atteinte osseuse (40 %), suivie des meétastases pleurales (31 %), hépatiques (23 %),
pulmonaires controlatérales (22 %) et cérébrales (13 %) (239).

Nos résultats rejoignent, dans une certaine mesure, les données de la littérature
internationale. Dans I’étude de Riihimaki et al. (2014), portant sur plus de 40 000
patients atteints de cancer bronchopulmonaire, les sites métastatiques les plus
fréquents sont I’0s (34 %), suivi du foie (32 %), du poumon controlatéral (30 %) et du
cerveau (23 %) (245).

En comparaison avec ces études, notre série montre une fréquence plus élevée des
atteintes pulmonaires controlatérales et des metastases cérébrales. Cette particularité
pourrait s'expliquer par la forte proportion de patients EGFR mutés dans notre
population, chez lesquels les métastases cérébrales sont plus fréquentes comme
rapporté par (Shaw et al., 2011) (246) (247).

4.2.10 Statut performance

Le score de performance chez 61,4% des patients est de PS)< 1 et ce, malgré la forte
prévalence des stades métastatiques.

145



Des résultats comparables sont rapportés par Ammour (2022), ou 68,8 % des patients
présentent également un PS <1 (21).

Des données similaires sont retrouvées dans une série internationale de Weber et
al(2014) ou les patients avec un PS <1 représentent 62% (248).

Ces données suggerent que, bien que la maladie soit souvent diagnostiquée a un stade
avancé, une proportion significative des patients conserve un bon état général, ce qui
peut influencer favorablement les options thérapeutiques disponibles, notamment
l'acces aux traitements systémiques comme la chimiothérapie, I'immunothérapie ou
les thérapies ciblées.

4.3 Profil moléculaire

Une distinction doit étre faite entre le statut mutationnel des mutations de 'EGFR
(exons 18-21) et celui de la mutation de résistance T790M, dont la recherche ne
concerne les patients porteurs de mutations EGFR 18-21 positives et ayant progressé
sous TKI.

L’intérét de prendre en compte le statut mutationnel initial (exons 18-21) chez les
patients pour lesquels seule la recherche de la mutation de résistance T790M est
demandée par le clinicien, réside dans la possibilité d’exploiter ces résultats pour une
¢tude d’évaluation de la concordance entre les résultats tissulaires et ceux de la
biopsie liquide.

4.3.1 Au niveau tissulaire

Dans notre serie, la recherche de la mutation de résistance T790M n’a jamais été
effectuée sur préléevement tissulaire chez les huit patients candidats. Cela est
probablement di a la volonté d’épargner aux patients les contraintes liées a la biopsie
tissulaire, d’autant plus que le traitement indiqué dans cette situation, a savoir
I’Osimertinib, bien qu’enregistré, n’est toujours pas disponible dans nos hopitaux.

Dans notre étude, le statut mutationnel des mutations de ’EGFR (exons 18-21) n’est
pas identifié sur préléevement tissulaire chez la moitié des patients (50 %), une
proportion particulierement élevée par rapport aux séries nationales et
internationales.

Les raisons avancees pour expliquer cette proportion élevée sont les suivantes :

« Recherche non contributive dans 48,6 % des cas,

e Absence de bloc tissulaire disponible dans 20 % des cas,

e Absence de demande de test par le médecin dans 8 % des cas,

e Absence de communication du résultat au médecin dans 8 % des cas,
e Indisponibilité du test dans 6 % des cas,

e Résultats toujours en attente dans 6 % des cas.

Le terme « recherche non contributive » est un terme générique ne précisant pas
le motif exact. Il peut englober plusieurs raisons, notamment un prélévement pauvre
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en cellules tumorales, 1’épuisement du bloc tissulaire, une qualité et/ou quantité
d’ADN extraite insuffisante, ou encore un test PCR non valide.

A titre de comparaison, la série de Ammour (2022) rapporte un taux de résultats
invalides de 4,5 % (21), tandis que celle de Younsi (2019) présente une proportion
plus elevée, atteignant 16 % (239).

De son coté, I’étude de Slimani et al. Signale que 5 % des résultats étaient invalides
en raison de I’épuisement des blocs tissulaires (228).

Toutefois, ces études ne prennent pas en compte d’autres facteurs pouvant expliquer
I’absence de résultats, tels que 1’indisponibilité du bloc tissulaire ou 1’absence de
demande de test par le prescripteur.

A T’échelle internationale, dans I’étude espagnole de Arriola et al. (2018), cette
proportion de résultats non identifiés séleve a 7,14 %  (249).

De plus, Weber et al. (2014) rapportent une proportion encore plus faible, avec
seulement 2 % de résultats tissulaires invalides (248).

La proportion élevée de statuts EGFR non identifiés sur tissu dans notre série
s’explique par le nombre important de demandes émanant des cliniciens. Ces derniers
ont saisi I’opportunité offerte par la recherche sur biopsie liquide pour obtenir des
informations sur le statut EGFR de patients pris en charge depuis plusieurs années,
sans que leur statut mutationnel réel ait été déterminé auparavant. Ce phénomeéne
résulte d’une accumulation progressive de cas pour lesquels les cliniciens recherchent
désormais une confirmation moléculaire afin d’adapter au mieux la prise en charge
thérapeutique.

La proportion élevée de mutations EGFR (51,4 %) s'explique par le grand nombre de
statuts non identifies, et surtout par les huit patients ayant un EGFR muté déja connu,
qui ont présenté une progression sous TKI. Ainsi, la fréquence rapportee
uniguement aux patients faisant ’objet d’une recherche de mutation EGFR (18 -
21) n’est que de 37 %.

Parmi les 18 patients dont le statut EGFR (exons 18-21) est muté, 67 % présentent
une délétion de I’exon 19, tandis que 28 % sont porteurs de la mutation ponctuelle
L858R. Pour un patient, le type exact de mutation n’est pas précisé.

Des résultats similaires concernant la fréquence des délétions de I’exon 19 sont
rapportés dans la série d'Ammour (2022), ou elles représentent 74,4 % des mutations
détectées, suivies de la mutation ponctuelle L858R, identifiee chez 9,8 % des patients
(22).

Dans I'étude de Younsi(2019), les délétions de 1’exon 19 sont retrouvées dans 50 %
des cas, tandis que la mutation L858R est observée dans 37,5 % des cas (239).
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A I’échelle internationale, la littérature rapporte une prévalence de 44 % pour les
délétions de I’exon 19 et de 41 % pour la mutation ponctuelle L858R de I’exon 21
(106) (82) (107).

Cependant, en raison de la taille de notre échantillon et de la proportion élevée de
statuts EGFR 18-21 non identifiés au niveau tissulaire, ces résultats ne peuvent pas
étre généralisés ni permettre d’en tirer une conclusion.

Le délai moyen de rendu des résultats tissulaires dans notre étude est de 25,73 jours,
avec certains résultats dépassant les deux mois. Dans la série d'’Ammour (2022),
l'intervalle moyen entre le diagnostic anatomopathologique et les résultats de la
biologie moléculaire est encore plus long, atteignant 80,5 + 56,9 jours, soit environ
deux mois et demi (21).

Or, les recommandations préconisent un délai maximal bien inférieur : I’analyse
moléculaire devrait idéalement étre réalisée en une moyenne de 7 jours, avec un
maximum de 14 jours, et jusqu'a 3 semaines calendaires lorsque la méthode utilisée
est le séquencage de nouvelle génération (NGS) (148).

4.3.2 Sur Biopsie liquide

Sur les 70 demandes de recherche de mutations de ’EGFR sur biopsie liquide, 62
(88,6 %) concernent I’identification des mutations de ’EGFR (exons 18-21), tandis
que les 8 restantes visent la détection de la mutation de résistance T790M. Cette
derniére est spécifiguement recherchée chez les patients déja porteurs d'une mutation
EGFR 18-21 et présentant une progression sous inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI)
de 1% ou 2¢ génération.

Etant donné que les kits utilisés permettent la détection simultanée des mutations
activatrices de PEGFR (exons 18-21) et de la mutation de résistance T790M, le
statut mutationnel initial (18-21) des patients concernés par la recherche de la
mutation T790M a été exploité afin d’évaluer la concordance des résultats obtenus
sur biopsie liquide avec ceux de la biopsie tissulaire.

Tous les prélevements ont été recueillis dans des tubes EDTA, pour lesquels il est
recommandé de procéder a la séparation plasmatique dans un délai de 2 heures, sans
dépasser 4 heures (176), voire jusqu'a 6 heures selon certaines références (155).

Afin de respecter ces recommandations, les patients se rendaient directement au
laboratoire central du CLCC pour le prélevement, réduisant ainsi au maximum ce
délai. Pour les patients du CHU Sétif, nous avons organisé un transport rapide en nous
déplacant systématiquement pour récupérer les échantillons, garantissant un délai de
transport ne dépassant pas 2 heures.

Le délai moyen entre le prélevement et la séparation plasmatique dans notre étude est
de 40,17 + 19,13 minutes, sans jamais excéder les deux heures (120 minutes).

Aucun lien statistiquement significatif n’est retrouvé entre les délais de séparation
plasmatique et les concentrations plasmatiques obtenues d’ADNc. Ce résultat est
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en accord avec la littérature, étant donné que la séparation a toujours été réalisée dans
un délai inférieur & 120 minutes (163).

Les volumes plasmatiques utilisés pour I’extraction varient, avec un objectif compris
entre 4 et 6 mL. Toutefois, la centrifugation n’a pas toujours permis d’atteindre ce
seuil, notamment chez certains patients ou le volume obtenu s’est limité a 3 mL dans
8,6 % des cas, malgré un prélevement sanguin initial de 12 mL.

Pour remédier a cette limitation, nous avons augmenté le volume de prélévement a 16
mL, ce qui a permis d'obtenir des volumes plasmatiques plus élevés, situés entre 4 et 6
mL.

Dans les études internationales, différents volumes de plasma sont utilisés pour la
recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide.

Xu et al. (2019) ont utilisé 2 mL de plasma pour I’extraction de I’ADNc afin de
rechercher les mutations de 'EGFR (250).

Dans I’étude Oncotarget (2017), un volume de 3 mL était utilise (251).
Voss et al. (2021) ont travaillé avec des volumes variant de 4 a 5 mL de plasma (252).

Vidya H. Veldore et al. ont utilis¢ 10 mL de plasma, obtenus a partir d’un
prélevement sanguin de 20 mL (253).

Dans notre étude, nous avons préféré respecter les recommandations des fabricants
des deux kits d’extraction, a savoir le QlAamp® MinElute® ccfDNA Mini Kit et le
Midi Kit, qui recommandent un volume de 2 a 4 mL pour le Mini Kit et de 4 a 10
mL pour le Midi Kit (222).

Tableau 72: recommandation du kit d’extraction en fonction du volume
plasmatique (254)

Instrument

QlAamp

2 mL Circulating QlAamp
Nucleic MinElute
Acid Kit*t ccfDNA
Mini Kitt
g 4mL
=
(=]
>
5
o
8 6ml
o
= QlAamp
g MinElute
n ccfDNA
8 ml Midi Kitt

10mL

Le plasma recueilli était contrdlé visuellement avant son utilisation pour la recherche
des mutations de ’EGFR. On a constaté que 89 % des plasmas récupérés avaient un
aspect normal (clair), tandis que quelques tubes présentaient un aspect légerement
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trouble, hémolysé ou jaunatre. Tout tube avec hémolyse franche était écarte
d’emblée, conformément aux recommandations de Sato A et al., 2018 (175) .

Aucun lien statistiquement significatif n’est observé entre ’aspect plasmatique et
les concentrations d’ADNc plasmatiques obtenues. Ce résultat est cohérent, puisque
tous les tubes présentant un risque potentiel, notamment ceux contenant un plasma
hémolysé, ont été systématiquement écartés. En effet, toute trace visible d'hémolyse
peut correspondre a une lyse cellulaire (163). Il est recommandé d’exclure les
échantillons de plasma présentant une hémolyse franche, une teinte ictérique marquée
ou un aspect trés trouble, sauf si un nouveau prélévement sanguin est impossible
(175).

La majorité des plasmas récupérés (75,7 %) n’ont pas été€ conservés et sont passés
directement a 1’étape d’extraction le jour méme. La durée de conservation n’a pas
dépass¢ une semaine pour I’ensemble des échantillons, a I’exception d’un seul
prélevement conservé a -20 °C pendant 11 jours.

Toutefois, la congélation du plasma reste envisageable pour des durées encore plus
longues, tout en préservant la stabilité de I’ADNc. El Messaoudi S et al. rapportent
une possibilité de conservation du plasma pendant au moins 9 mois a —20 °C (178).

La durée moyenne de conservation des extraits d’ADNc est de 4,91 jours, sans
dépassé une semaine pour 88,6 % des extraits d’ADNc, et deux semaines pour les 10
% restant. Pour un seul patient la durée de conservation a dépassé les deux semaines
(19 jours). Ces resultats restent conformes aux recommandations en matiére de durée
de conservation des extraits d’ADN.

selon El Messaoudi S et al, la conservation des extraits d’ADNc reste possible
jusqu'a 9 mois a —20 °C pour la recherche d'une séquence spécifique et jusqu'a 3 mois
a —20 °C pour la quantification et la mesure de la fragmentation de I’ADNc (178).

Les concentrations d’ADNc obtenues sont trés variables. La concentration moyenne
de T’extrait d’ADNc est de 3,45 ng/pL, avec un minimum de 0,51 ng/uL et un
maximum de 39 ng/uL.

En rapportant ces valeurs au volume plasmatique de départ, nous avons pu calculer la
concentration d’ADNc par ml de plasma. La concentration moyenne d’ADNc est de
42,60 ng/mL de plasma, avec un minimum de 5,16 ng/mL et un maximum de 398
ng/mL.

La majorité des patients (81,4 %) présentent des concentrations plasmatiques d’ ADNc
comprises entre 10,01 et 100 ng/mL de plasma. Par ailleurs, 10 % ont des
concentrations inférieures a 10 ng/mL, tandis que 8,6 % présentent des concentrations
supérieures a 100 ng/mL de plasma.

Le kit d’extraction utilisé, QlAamp® MinElute® ccfDNA, indique un rendement
similaire, avec des concentrations allant de 1 a 100 ng/mL (222).

Sato et al. dans leur étude rapportent une concentration moyenne de 8,8 ng/mL de
plasma, avec parfois des valeurs maximales pouvant atteindre 404,8 ng/mL (176).
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Des donneées similaires aux nétres sont rapportées dans une étude de Gonzalez de
Aledo-Castillo et al. (2021) portant sur 173 patients atteints de CBNPC a un stade
avancé ou métastatique ou la concentration médiane d’ADNc est de 28,3 ng/mL, avec
des valeurs s'étendant de 6,1 a 529 ng/mL. Les patients au stade IV présentent des
concentrations de cfDNA significativement plus élevées que ceux au stade Ill, avec
des médianes respectives de 31 ng/mL contre 13,9 ng/mL (P<0,0001) (255).

Dans notre étude, bien que la tendance générale suggére une augmentation des
niveaux d’ADNc avec le nombre de métastases (passant d’une moyenne de 14,3
ng/mL chez les patients sans métastases a 66,0 ng/mL chez ceux présentant quatre
métastases), aucun lien statistiguement significatif n’est retrouvé entre le nombre de
métastases et les concentrations d’ADNc plasmatiques.

Des études antérieures rapportent des résultats contrastés quant a 1’association entre
les niveaux d’ADNc plasmatiques et le nombre de métastases. Mazurek et al. (2016)
observent une corrélation positive entre la quantité d’ADNc et le nombre de sites
métastatiques, suggérant que 1’augmentation du nombre de métastases favorise la
libération d’ADN tumoral circulant (cfDNA) dans le plasma (256).

Cependant, certaines recherches, comme celle de Tissot et al. (2015), remettent en
question cette corrélation en soulignant des variations interindividuelles significatives
et des facteurs biologiques susceptibles d’influencer la libération d’ADNc¢ (257).

La forte dispersion des valeurs (écart-type élevé) et la présence de valeurs extrémes
pourraient expliquer I’absence de significativité statistique. D’autres facteurs
pourraient également justifier cette absence d’association statistiquement significative
ainsi le nombre de métastases ne refléte pas forcement la charge tumorale qui reste
un parametre beaucoup plus pertinent qui prend en compte le nombre se
localisation métastatique et le volume tumoral primitif et métastatique.

Les résultats de la recherche des mutations de ’EGFR obtenus sur biopsie liquide ont
permis d’identifier le statut EGFR pour 69 patients sur 70.

Parmi les 62 patients faisant 1’objet d’une demande de recherche des mutations des
exons 18-21, 19 patients (30,6 %) présentent une mutation de ’EGFR, 42 patients
(67,7 %) ne présentent pas de mutation de ’EGFR18-21, et le statut d’un patient est
resté inconnu en raison de 1’invalidité de 1’analyse.

Sur les 35 patients dont le statut tissulaire de PEGFR 18-21 n’est pas identifié, 11
patients (31,4 %) se sont révelés porteurs d’une mutation EGFR 18-21 sur biopsie
liquide, offrant ainsi de nouvelle perspectives thérapeutiques aux cliniciens et aux
patients.

Dans une méta-analyse de Ke et al. (2020), le taux global de mutation EGFR détecté
par biopsie liquide varie entre 21 % et 42 % (258) .

Une étude menée par Sacher et al. (2016), rapporte une fréquence de mutation de 28
% chez des patients atteints de CBNPC avancé (259).
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Par ailleurs, une méta-analyse a estimé la prévalence globale des mutations de ITEGFR
chez les patients atteints de CBNPC a 32,3 %, avec des variations selon les régions
géographiques : 38,4 % en Chine et 14,1 % en Europe (260) .

Malheureusement, il n’existe pas d’étude ou de données algériennes sur la
recherche des mutations de PEGFR sur biopsie liquide.

Dans notre série, 79 % des mutations de I'EGFR 18-21 identifiées par biopsie liquide
correspondent a une délétion de I’exon 19, tandis que les 21 % restants présentent la
mutation ponctuelle L858R.

Seules les mutations les plus fréquentes décrites dans la littérature sont observées dans
notre étude. En revanche, les mutations rares, dites uncommon mutations, telles que
les insertions de I’exon 20 ainsi que les mutations ponctuelles G719X, L861Q et
S768l, sont totalement absentes (85) (103).

Des la série de Roldan Ruiz et al. (2023), 71 % des patients présentent des mutations
de ’EGFR détectées par biopsie liquide, avec une répartition similaire a la notre : les
délétions de I'exon 19 étant les plus fréquentes, suivies par 26 % de mutations L858R
(261).

Sur les 08 patients faisant ’objet d’une demande de recherche de la mutation de
résistance T790M sur biopsie liquide, un seul présent cette mutation, soit une
fréquence de 12,5 %. Chez ces patients, les mutations initiales de ’'EGFR (exons 18-
21) sont toutes retrouvées (100 %).

Cette fréquence est inférieure a celle documentée dans la littérature internationale, ou
l'on estime qu’environ 50 % des patients prétraités par des TKI de premiere et
deuxiéme génération développent cette mutation de résistance (89).

Sakai et al. (2013) rapportent une fréquence de la mutation T790M détectee sur
biopsie liquide avoisinant les 28 % (262).

Sueoka-Aragane et al. (2016) rapportent, quant a eux, une fréquence d’environ 40 %
pour cette mutation sur biopsie liquide (263).

Malheureusement, il n’existe pas d’étude ou de données algériennes sur la recherche

des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide, ni sur la mutation de résistance T790M,
méme au niveau tissulaire.

4.3.3 Délai de rendu des résultats
Le délai moyen de rendu des résultats de la recherche des mutations de I’EGFR sur
biopsie liquide est de 5,44 + 3,91 jours, avec 81,4 % des résultats rendus dans la
semaine suivant la demande. Le délai maximal observé est de 19 jours.

En comparaison, le délai moyen de rendu des résultats sur biopsie tissulaire est de
25,73 jours, soit un délai quatre fois plus long que celui de la biopsie liquide.
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Ces résultats sont en accord avec les recommandations, qui préconisent un rendu des
analyses moléculaires dans un délai moyen de 7 jours, avec un maximum de 14 jours
(148).

A titre d’exemple, le CHU de Lille recommande pour la biopsie liquide un délai de
rendu des résultats de ’EGFR compris entre 7 et 10 jours ouvrables (172).

43.4 Evaluation de la performance de la recherche des
mutations de ’EGFR dans notre étude

Le taux de concordance est de 94,28 %, avec une sensibilité de 88,89 % et une
spécificité de 100 %. La valeur prédictive positive (VPP) est de 100 %o, tandis que la
valeur prédictive négative (VPN) atteint 89,5 %.

Nous avons observé seulement deux résultats faussement négatifs (5,71%) par
rapport a la recherche sur tissu. Ces performances sont particuliérement probantes en
comparaison avec les résultats rapportes dans la littérature.

o Douillard et al. (2014) retrouvent un taux de concordance de 94,3 %, mais
avec une sensibilité plus faible (65,7 %), une spécificité de 99,8 %, une VPP
de 98,6 % et une VPN de 93,8 % (264).

e Selon la base de données espagnole ASSESS, le taux de concordance est de
88,8 %, avec une sensibilité de 45,5 %, une spécificité de 96,7 %, une VPP
de 71,4 % et une VPN de 90,7 %. Des résultats faux positifs sont observeés
chez 2,8 % des patients, et des faux négatifs chez 8,4 % des patients (249).

e Gonzalez de Aledo-Castillo et al. (2021) rapportent une concordance de 95,2
%, une sensibilité de 78,3 % et une spécificité de 100 %. La VPP est de 100
%, et la VPN de 94,2 %, avec 8,2 % de faux négatifs (255).

Concernant les deux patientes avec des résultats faussement négatifs sur biopsie
liquide, leur profil clinique est particulier :

e L’une est a un stade localement avancé (l11a).
o La seconde, bien que classée stade 1Va, avait subi la résection de son unique
métastase cérébrale depuis plus d’un an.

Rappelons que selon les recommandations du NCCN 2024, la recherche des
mutations de P’EGFR pour les stades | a 111 reste préférable sur biopsie tissulaire,
comparée a la biopsie liquide. (57)

4.35 Statut mutationnel définitif de PEGFR

En combinant les résultats de recherche obtenus par les deux méthodes (tissulaire et
liquide)

La fréquence des patients présentant une mutation de 'EGFR (Exons 18-21) pour
I’ensemble des patients (70) est de 41,4 %. Cependant, cette valeur surestime la
prévalence réelle des mutations, car huit patients inclus dans 1’étude ont déja un
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statut EGFR muté confirmé avant leur inclusion (puisque la recherche de la
mutation T790M nécessite une mutation EGFR 18-21 préalable et une progression
sous TKI).

Ainsi, afin d’éviter un biais d’échantillonnage, la fréquence réelle des mutations de
I’EGFR (Exons 18-21) est estimée a 33,9 %.

En Algérie, en l'absence de données sur la recherche des mutations de 'EGFR sur
biopsie liquide, les études menées sur des biopsies tissulaires rapportent les
fréquences suivantes :

e Slimani et al. retrouvent une proportion de 20 % d’EGFR muté (228).

e Younsi (2019) rapportent un taux de 24 % d’EGFR muté (239).

e Amour (2022) retrouvent 20,7 % d’EGFR muté sur biopsie tissulaire (21).

e Lahmadi et al. (2021), dans une étude portant sur des patients de l'est
algérien, rapportent une fréquence de 39,6 % d’EGFR muté (265).

Nos résultats sont comparables a ceux de I’é¢tude de Lahmadi et al. (2021) menée dans
I’est algérien, qui suggeére une fréquence plus élevée. Toutefois, aucune conclusion
deéfinitive ne peut étre tirée a ce stade.

Ces résultats sont similaires aux fréquences rapportées dans d'autres pays du
Maghreb. En Tunisie, une étude menée par Mraihi et al. (2018) retrouve un EGFR
muté chez 34 % des patients atteints de CBNPC (266).

De méme, une étude marocaine menee par Kaanane et al. (2018) rapporte une
fréquence des mutations de ’EGFR de 33 % (267).

Ces taux se situent entre les valeurs rapportées en Europe et en Asie. La proportion
d’EGFR muté retrouvée dans notre série est supérieure a celle observée chez les
populations caucasiennes (10 a 20 %) mais inferieure a celle des patients asiatiques,
ou elle atteint environ 40 %. (101)

Nos résultats mettent en évidence une différence statistiguement significative dans
la répartition des mutations de 'EGFR en fonction du sexe et du statut tabagique (P
< 0,001), avec une nette prédominance des mutations chez les femmes et les non-
fumeurs.

Ainsi, parmi les sujets de sexe feminin, 65,25 % présentent une mutation de ’EGFR
contre 21 % des hommes. Ces résultats sont cohérents avec de nombreuses études
ayant observé une forte association entre le sexe féminin et la présence de mutations
EGFR dans le CBNPC.

Mok et al. (2009) indiquent que les mutations EGFR sont retrouvées chez environ 50
% des femmes contre seulement 15 % des hommes (205).

Lam et al. (2015) rapportent un statut EGFR muté chez 72 % des femmes et 44 %
des hommes (268).
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Cette tendance est également rapportée dans plusieurs études asiatiques, ou le cancer
du poumon chez les femmes non-fumeuses semble plus fréquent et souvent associé a
des mutations genétiques specifiques. Ainsi Shigematsu et al. (2005) mettent en
évidence une forte prévalence des mutations de I’ EGFR chez les jeunes femmes
atteintes de CBP, suggérant I’existence de facteurs de risque et de mécanismes
physiopathologiques distincts entre les sexes (269).

Nos résultats mettent en évidence une association statistiquement significative entre
le statut EGFR et le statut tabagique, avec une nette prédominance des mutations
EGFR chez les non-fumeurs (P < 0,002). 61,5% des non fumeurs ont un EGFR
muté, cette fréquence est de 16,6% chez les fumeurs. Ce résultat est en accord avec
les données de la littérature, qui montrent que les mutations EGFR sont plus
fréquentes chez les patients atteints de CBNPC n'ayant jamais fumé.

Selon Mok et al. (2009), les mutations EGFR sont retrouvées chez environ 50 % des
non-fumeurs atteints d’adénocarcinome du poumon, contre seulement 10 % des
fumeurs (205).

Arriola et al. (2018) rapportent une fréquence de mutations EGFR d’environ 55 %
chez les non-fumeurs, contre seulement 5 % chez les fumeurs (249).

Dans notre étude, nous ne retrouvons pas de lien significatif entre le statut EGFR et
I’age, le tabagisme passif, les antécédents médicaux (HTA, diabéte, hypothyroidie)
ou le stade de la maladie, ce qui concorde avec les données de la littérature (249)
(261).

Dans la littérature il est décris une nette prévalence des mutations de ’EGFR dans les
adénocarcinomes, toute fois dans notre étude ce lien n’est pas retrouvé puisque notre
¢chantillon est composé a 94,28% d’adénocacinome. (101) (113)

4.4 Conduites thérapeutiques

4.4.1 Délais de prise en charge

Le delai moyen de prise en charge thérapeutique observé est de 33,95 + 23,22 jours,
avec des extrémes allant de 2 a 116 jours.

Des résultats similaires sont rapportés dans la série d’Ammour (2022), avec un délai
moyen de 36,66 *+ 24,3 jours, et des valeurs extrémes comprises entre 2 et 185 jours.
Dans la série de Younsi (2019) le délai médian entre le diagnostic histologique et
I’initiation du premier traitement est de 3,2 semaines, variant de 1 a 12 semaines.

Les recommandations internationales, notamment celles du NHS (National Health
Service) et de la BTS (British Thoracic Society), préconisent un délai maximal de
30 jours entre le diagnostic et la mise en route du traitement (Pujol et al., 2010)
(270). Cependant, ces délais ne sont pas toujours respectés, méme dans les pays
développés.

En effet, une analyse systématique menée par Olsson et al. (2009) révéle que le
délai moyen de prise en charge varie entre 32 et 84 jours (271).
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Dans une autre étude menée par Florent Martin (2016), la moyenne rapportée est de
52,8 £ 48,3 jours (242).

Par ailleurs, Leveque et al. (2014) rapportent un délai médian de 5 semaines (variant
de 0,1 a 53,1 semaines) entre la confirmation anatomopathologique et le début du
traitement (272).

4.4.2 Utilisation des thérapies ciblées et lignes d’initiation du
traitement

54,3 % de nos patients (38 patients) ne sont pas naifs de traitement pharmacologique
(on déja recu un traitement) au moment du prélévement pour la recherche des
mutations de ’EGFR par biopsie liquide.

Dans notre série, la majorité des patients EGFR mutés (63,2 %) ont recu une
chimiothérapie en premiére ligne, tandis que 4 patients seulement (21,1 %) ont
bénéficié d’une thérapie ciblée par TKI anti-EGFR.

Ammour (2022) rapporte des données similaires, ou seulement 20 % des cas EGFR
mutés ont bénéficié d’un traitement a base de thérapie ciblée en premiere ligne
(TKI anti-EGFR), tandis que 64,7 % (66 cas) ont regu une chimiothérapie, et 15,7
% un traitement symptomatique (soins de support) (21).

Cette tendance contraste avec les recommandations internationales, qui privilégient
l'utilisation d'un TKI en premiére ligne pour les patients avec EGFR muté, comme
démontré dans les études IPASS (Mok et al., 2009) et FLAURA (Soria et al.,
2018) :

Mok et al. (2009) ont montré que les TKI sont plus efficaces que la chimiothérapie
en premiere ligne chez les patients EGFR mutés (205) alors que Soria et al. (2018)
ont démontré la supériorité de I’osimertinib en premiere ligne (273).

L'utilisation fréquente de la chimiothérapie en premiére ligne dans notre étude
s’explique par le délai prolongé d’obtention des résultats moléculaires sur
échantillons tissulaires, avec une moyenne de 25,73 jours dans notre étude, pouvant
dépasser deux mois dans certains cas. Face a cette attente, les cliniciens initient
souvent une chimiothérapie en attendant la confirmation du statut mutationnel.

Dans notre série :

e Trois patients ont interrompu la chimiothérapie deés I’identification d’une
mutation EGFR pour basculer vers un TKI en 2¢ ligne.

o Deux patients ont poursuivi leur chimiothérapie jusqu’a progression avant
d’étre mis sous TKI anti-EGFR, selon la décision du clinicien.

Il n’existe pas de consensus clair concernant I’introduction des TKI de 1 et 2¢
génération en cas de découverte tardive d’une mutation EGFR en cours de
chimiothérapie ou de traitement de maintenance. Le choix thérapeutique repose sur
une évaluation individualisée, prenant en compte la tolérance du patient, le nombre de
cycles de chimiothérapie regus et la durée de stabilité sous traitement initial. (9)
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Toutefois, si un TKI de 3¢ génération, comme I’osimertinib, est disponible,
Couraud et al. (2024) recommandent un basculement prioritaire vers
I’osimertinib, qui a démontré une efficacité supérieure en termes de survie globale et
de contrdle tumoral. (Couraud et al., 2024). (56)

En 2¢ ligne, chez les patients EGFR mutés, 5 patients ont bénéficié d’un TKI anti-
EGFR. Parmi eux :

e 3 patients: progressant apres la 2¢ ligne de traitement,
e 2 patients : toujours stables et poursuivent leur traitement.

Un autre patient, non naif de traitement, porteur d’une mutation EGFR, n’a
bénéficié d’un TKI anti-EGFR qu’en 4¢ ligne thérapeutique, apres avoir regu trois
différentes lignes de chimiothérapie.

Pour les patients ayant recu un TKI anti-EGFR, ’arrét du traitement a chaque ligne
est exclusivement dd a une progression tumorale. Aucun arrét n’est motivé par une
toxicité, contrairement a la chimiothérapie, avec ou sans anti-VEGF.

Les TKI anti-EGFR sont en effet nettement mieux tolérés que la chimiothérapie,
ce qui justifie en partie leur place prepondérante dans la prise en charge du CBNPC
avec mutation de PEGFR (212).

Avant la réalisation de la biopsie liquide, I'immunothérapie n’a été administrée a
aucun patient, qu’ils soient EGFR mutés ou non muteés. Cette situation s’explique
principalement par :

1. La disponibilité récente et limitée du traitement, restreint a un nombre réduit
de services hospitaliers.

2. Les recommandations actuelles déconseillent I’immunothérapie seule ou
associée a une chimiothérapie chez les patients avec EGFR muté ou chez
ceux dont le statut mutationnel n’est pas identifié. L’immunothérapie est
uniquement indiquée chez les patients avec un statut mutationnel EGFR
identifié comme non muté et ce, qu’il s’agisse d’une utilisation en 1¢® ou 2°m
ligne de traitement (56) (57) (89) (145).

Enfin, un cas particulier est a noter : une patiente EGFR mutée ayant recu cinq
lignes successives de chimiothérapie. Initialement inscrite sur une liste d’attente
pour Pimmunothérapie, n’a finalement pas recu ce traitement en raison de
I’identification de sa mutation EGFR sur biopsie liquide a temps.

443 Impact des résultats de recherche des mutations de
PEGFR sur biopsie liquide

L’impact des résultats de la recherche des mutations de 'EGFR sur biopsie liquide
sur les conduites thérapeutiques est significatif dans plus de la moitié des cas (51 %),
soulignant I’importance croissante de cette approche dans la prise en charge du
CBNPC. Cependant, il est a noter que dans 36 % des cas, les résultats obtenus par
cette technique n’ont pas modifi¢ la stratégie thérapeutique, tandis que pour 13 % des
patients, une évaluation de I’impact n’est pas possible.
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Ces résultats mettent en évidence l'impact clinique direct de la recherche des
mutations de ’EGFR par biopsie liquide sur les décisions thérapeutiques. En effet,
parmi les 36 patients dont la prise en charge est modifiée par ces resultats, 50 % (18
patients) ont pu bénéficier d’une thérapie ciblée par TKI anti-EGFR aprés
confirmation d’un statut EGFR muté sur biopsie liquide.

Parmi ces 18 patients, 10 sont naifs de traitement et ont pu recevoir un TKI anti-
EGEFR en 1 ligne, juste apres la communication des résultats de recherche sur biopsie
liquide aux cliniciens. Les 8 autres ont recu un TKI anti-EGFR en 2¢ ligne pour 3
patients, en 3¢ ligne pour 2 patients, en 4¢ ligne pour 1 patient, en 5¢ ligne pour 1
patient et en 6¢ ligne pour 1 patient.

Xu J et al. (2016) comparent I'utilisation des TKI anti-EGFR en 1% ligne versus en 2¢
ligne aprés chimiothérapie, et les résultats sont clairement en faveur d’une utilisation
en 1% ligne. La survie sans progression (PFS) est plus longue en 1% ligne avec 12,9
mois contre 9,0 mois en 2¢ ligne avec un HR de 0,78 (P = 0,034). Le taux de réponse
objective (ORR) est également plus élevé en 1 ligne qu’en 2¢ ligne avec
respectivement 67,8 % et 55,6 % (P = 0,001). De plus, la survie globale (OS) des
patients ayant regu un TKI en 17 lighe est plus longue que celle des patients ayant
recu un TKI en 2¢ ligne avec respectivement 30,7 mois et 27,2 mois (HR : 0,69, P =
0,02) (274).

Vanita Noronha et al. (2024) comparent I’utilisation des TKI anti-EGFR en 3¢ ligne
versus chimiothérapie chez des patients avec EGFR muté naifs de TKI. Les résultats
ne montrent pas de différence significative en termes de survie sans progression ni de
survie globale. Une PFS de 3,13 mois pour le bras chimiothérapie contre 2,26 mois
pour le bras TKI anti-EGFR avec un HR = 1,074 (P = 0,581). Une survie globale
(OS) de 7,63 mois pour le bras chimiothérapie contre 7,5 mois pour le bras TKI anti-
EGFR avec un HR = 1,033 (P = 0,805) (275).

Le Gefitinib est le TKI anti-EGFR le plus prescrit, administré chez 17 patients (94,4
%), tandis qu’un seul patient a recu de 1’Afatinib, et aucun n’a regu de I'Erlotinib.
Cette préference pour le Géfitinib peut s'expliquer par sa plus longue présence sur le
marché algérien, offrant aux cliniciens une expérience et une familiarité accrues avec
ce médicament, alors que pour L’Afatinib, I’introduction est plus récente sur le
marché algérien (fin de 2023 début de 2024), ce qui pourrait expliquer son utilisation
moins fréquente.

La tolérance de ces inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) varie selon les molécules.
Des études démontrent que I’afatinib et I’erlotinib sont associés a une incidence
plus élevée d’effets indésirables tels que des éruptions cutanées et des diarrhées,
comparativement au geéfitinib. Cette différence de profil de tolérance peut influencer
les choix thérapeutiques des cliniciens, qui privilégient le géfitinib en raison de sa
meilleure tolérance (276).

L'absence d’impact observée dans certains cas s’explique principalement par
Pinitiation précoce du traitement par chimiothérapie chez les patients qui se sont
révélés étre EGFR non mutés par la suite, et ce, avant méme la disponibilité des
résultats de la biopsie liquide, représentant ainsi 84 % des situations. Cette pratique,
adoptée par certains cliniciens, repose sur I’habitude de debuter rapidement une
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chimiothérapie en attendant les résultats de ’EGFR tissulaire, qui prennent du temps
a étre obtenus. Pourtant, il est important de souligner que dans la majorité des cas, les
délais d’obtention des résultats par biopsie liquide restent inférieurs a une semaine,
mettant ainsi en question le recours a cette approche.

Par ailleurs, pour les 12 % des cas ou les résultats tissulaires sont obtenus avant
ceux de la biopsie liquide, les médecins ont privilégié ces derniers pour le orienter
leurs choix thérapeutiques. Enfin, dans 4 % des cas, ’absence de traitement
specifique disponible, notamment ’osimertinib en cas de mutation de résistance, a
limité I’impact du test sur la prise en charge.

Concernant les patients pour lesquels une évaluation de I’impact n’est pas possible,
deux situations sont identifiées : dans 33 % des cas, les patients sont décédés ou ont
disparu avant la mise en place d’un traitement, tandis que 67 % des patients sont en
mauvais état général et ne sont plus éligibles a un traitement spécifique, se limitant
aux soins de support.

Ces resultats mettent en évidence les défis liés a I’intégration des tests moléculaires
dans le parcours de soins du CBNPC. L’optimisation des délais de rendu des résultats
et I’amélioration de 1’accessibilité aux traitements ciblés, comme I’osimertinib,
pourraient renforcer I’impact de la biopsie liquide sur les stratégies thérapeutiques et
ainsi améliorer la prise en charge des patients.

4.5 Coit de la recherche des mutations de PEGFR sur biopsie liquide

Le coft de la recherche des mutations de ’EGFR sur biopsie liquide est estimé a 33
000 DA par test. Etant donné que le méme kit de détection est utilisé pour ’analyse
des biopsies tissulaires et liquides, et que la principale différence entre ces deux
méthodes réside dans le processus d’extraction de I’ADN, il n’existe pas de
variation significative du co(t de réalisation entre les deux approches.

Sewell et al. (2014) ont estimé le colt d’un test de recherche des mutations de
I’EGFR sur biopsie liquide a I’aide du kit therascreen® EGFR Plasma RGQ PCR a
176,84 £, soit environ 31 000,00 DA (277).

Cependant, il convient de noter que ce kit correspond a une version antérieure des
therascreen®, capable de détecter uniqguement 24 mutations grace aux technologies
ARMS et Scorpion. En revanche, le réactif utilisé dans notre étude (therascreen®
EGFR Plus RGQ PCR) permet d’identifier 42 mutations en s’appuyant sur une
technologie plus avancée (ARMS et Clamp PCR) (223) (278).
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5 Conclusion
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Le CBP représente la premicre cause de cancer en termes d’incidence et de mortalité
chez I’homme, tant a I’échelle mondiale qu’en Algérie. Cette pathologie est le plus
souvent diagnostiqguée a un stade avancé, ce qui explique un taux de survie
globalement faible.

Le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) constitue la forme histologique
la plus fréquente, représentant environ 85 % de tous les cancers bronchiques. Outre le
stade d’évolution, le type et sous-type histologique, I’identification du profil
moléculaire est aujourd’hui un élément fondamental dans la stratégie thérapeutique.

En effet, la prise en charge du CBNPC a un stade avancé repose en grande partie sur
la présence ou I’absence d’addictions oncogéniques, telles que les mutations de
I’EGFR, ou les réarrangements de ALK ou ROS1. Les mutations de 'EGFR sont les
altérations moléculaires les mieux documentées. Leur détection permet de proposer
aux patients porteurs un traitement ciblé par inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) anti-
EGFR. En parallele, I’absence de mutation EGFR permet d’orienter certains patients
vers I’immunothérapie, cette derniére étant contre-indiquée chez les patients EGFR
mutés, du moins en premiere et deuxiéme ligne thérapeutique.

En Algérie, la recherche des mutations de I’EGFR reposait exclusivement sur
I’analyse tissulaire. Bien qu’elle constitue la méthode de référence, cette approche
présente plusieurs limites : elle nécessite un prélevement invasif, souvent difficile a
répéter pour surveiller 1’émergence de mutations de résistance ; elle est aussi
confrontée a la problématique de I’hétérogénéité tumorale et a la possibilité de
disposer d’un échantillon de mauvaise qualité rendant I’analyse impossible.

Ainsi, dans notre étude, la recherche des mutations de ’EGFR sur tissu n’a pas permis
d’identifier le statut mutationnel de ’'EGFR (exons 18 a 21) chez 50 % des patients
(35 cas), dont 11 se sont révélés par la suite étre porteurs d’une mutation EGFR grace
a la recherche réalisée sur biopsie liquide.

La biopsie liquide constitue une avancée majeure grace a sa facilité d’utilisation et les
résultats obtenus. Elle a permis d’identifier le statut EGFR chez 98,5 % des patients
de notre étude, avec un rendu de résultats beaucoup plus rapide que I’analyse
tissulaire, dans 81,4 % des cas en moins d’une semaine. De plus, elle a montré un taux
de concordance élevé avec l’analyse tissulaire (94,29 %), fournissant ainsi une
information fiable dans un délai cliniquement utile.

Cependant, deux cas de discordance sont notés entre les résultats tissulaires et ceux de
la biopsie liquide, correspondant a des faux négatifs : un patient au stade 11l et un
autre ayant subi une résection de métastase. La spécificité de la biopsie liquide a été
excellente (100 %), avec une sensibilité estimée a 88,89 %, ce qui suggére qu’elle est
plus fiable pour confirmer une mutation que pour en exclure une, notamment pour les
stades localement avancé.

La fréquence réelle des mutations de ’EGFR dans notre série est de 33,6 %, un taux
proche de celui rapporté dans I’est algérien. Ces résultats s’inscrivent dans la tendance
observée aux pays du Maghreb ou des valeurs similaires sont également rapportées en
Tunisie et au Maroc, avec des fréquences de 33 a 34 %. Par ailleurs, la proportion
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d’EGFR muté que nous avons identifiée reste supérieure a celle rapportée chez les
populations caucasiennes et inférieure a celle observée chez les patients asiatiques.

Les résultats obtenus ont permis d’adapter la prise en charge thérapeutique en
fonction du statut moléculaire. Ainsi, 18 patients porteurs d’une mutation EGFR ont
pu bénéficier d’un traitement par TKI, dont 11 pour lesquels le statut EGFR n’est pas
identifié sur échantillon tissulaire, et 10 ont méme recu un TKI dés la premiére ligne,
une tendance rarement observée au par avant. La biopsie liquide a également permis
d’envisager avec certitude I’immunothérapie chez les patients avec un EGFR non
mutés.

Il convient toutefois de rester prudent dans la généralisation de ces résultats, en raison
du nombre limité de patients inclus, notamment ceux ayant fait 1’objet d’une
recherche de mutation de résistance (T790M) aprés progression sous TKI. Dans notre
série, un seul patient sur huit présente cette mutation, mais n’a pas pu bénéficier du
traitement adapté (Osimertinib), en raison de son indisponibilité en Algérie malgré
son enregistrement officiel.

Au vu des résultats obtenus dans notre étude, il est évident que la biopsie liquide
représente un véritable complément, voire méme une alternative, a ’analyse tissulaire
pour la détection des mutations de ’EGFR dans le CBNPC ce qui justific sa
généralisation pour optimiser la prise en charge thérapeutique des patients atteints de
CBNPC.
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6 Limites del’étude

e Taille de I’échantillon : Le nombre restreint de patients inclus, en particulier
ceux évalués pour la mutation de résistance T790M, limite la puissance
statistique de notre étude.

o Portée technologique : Bien que le kit de détection utilisé soit validé par la
FDA et reconnu pour sa sensibilité élevée, la technique de qPCR reste limitée
a la détection d’un nombre restreint de mutations ciblées de ’EGFR.

e Données cliniques incompletes : L’absence de certaines informations
concernant les profils de recherche sur tissu chez quelques patients (technique
utilisée, délais de rendu des résultats, raisons précises d’absence de résultats
exploitables) constitue également une contrainte.

« Limitations économiques : Contrairement & la recherche sur tissu, le colt de
la recherche de mutations sur biopsie liquide n’est actuellement pas pris en
charge ou compensé par les laboratoires pharmaceutiques.

7 Perspectives

e Optimisation des procédés d’extraction : Améliorer les méthodes
d’extraction et de controle de I’ADNCc par I'utilisation de kits et d’équipements
plus performants.

o Amélioration de la logistique de prélevement : Recourir a des tubes de
prélevement contenant des agents stabilisateurs pour faciliter le transport des
échantillons depuis d’autres structures vers le CLCC, sans nécessiter le
déplacement du patient.

o Extension des capacités de détection : Intégrer la technologie de séquencage
de nouvelle génération (NGS) afin d’élargir la recherche a 1’ensemble des
mutations de ’EGFR.

« Diversification des cibles moléculaires : Etendre I’analyse sur biopsie liquide
a d’autres altérations moléculaires pertinentes dans le CBNPC (telles que
BRAF, KRAS.... ainsi qu’a d’autres types de cancers.
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Annexe |

Demande de Recherche de Mutation de PEGFR sur Biopsie Liquide

Sétifle:......... Lovieinnns foeiiinnens
Identification du patient
Nom: ..o Prénom: ... N°dossier ©...............
Date de naissance/Age : ..........ooiiiiiiiaiiian Sexe : (] Masculin  [_] Féminin
AT L e
Tl Profession :........ooooiiiiiiii
Antécédents MeEdICO-ChITUTZICAUX T, .. u ittt et e et e e e et eae e e enenee e
Renseignement sur la maladie
1) Patient atteint d’un cancer bronchique non a petites cellules : [ oui I non
2) Date de diagnostic (Anapath) : ......................
3) Type Mastologique & ... o
4) Stade de la maladie an moment du diagnostic : ........................... TN M
5) Stade de la maladie actuellement : ..., TNM
[ Maladie polymétastatique [] Maladie oligométastatique
Localisation de (8) mietastase (8):.. .. ...
6) PS—OMS actuel (0a4d): .............
7) Tabagisme : | Fumeur (précisez Nb paquet paran: ................. ) [ Non fumeur
- Si antécédent tabagique : Date début : ......................... Date d’arrét ..........c.oviennnn
Durée : ...
- Tabagisme passif : L oui [ Non
8) Recherche des mutations de 'EGFR sur biopsie tissulaire :
-Si Recherche faite S REsuALS
-Date demande du testing ........................ ... Date d’obtention du résultat....................... ..
-Biopsie faite sur : [ ] tumeur primitive [] métastases Dganglions
-Si tumeur primitive : ] par ou fibroscopie  ou [ Biopsie transpariétale

-Si Recherche non faite , Motit
[] Absence de demande de la part du médecin [] Testing non disponible
[] Biopsie tissulaire non effectué [] Biopsie tissulaire (Bloc) non disponible

[] Bloque tissulaire inexploitable AUTES T oo e




Traitement anticancéreux déja recu et/ou actuel :

Protacole et | Date 17° cure Nb  de | Date derniére cure | Motifs d arrét**

produits * cures

1% ligne [Toxicit¢
[ ILimite de Nb de cures possibles
DPI‘ogression

Dmpture de produit(s)
Dldemificarion d’EGFR muté
SANITES [

2 ligne [_IToxicité

DLimite de Nb de cures possibles
DPI‘ogression

Dmprurc de produit(s)

[ lidenification d'EGFR muté
SAULTES fo

3% ligne [ Iroxicit¢

[ ILimite de Nb de cures possibles
DPI‘ogression

Dmpturc de produit(s)

| lidentification d'EGFR muté
SAUITES fo

Traitement
Actuel

* . préciser la molécule et la durée de traitement de maintenance a part
*% 1 51 possible préciser les dates
NB : mentionner, si radiothérapie et/ou chirurgie.

Nom du médecin fraltant: ..ot i
Etablissement/ SeIVICe & ... i e e e
Tel: E-mail ..o
Date et heure de prélévement : le........ Joeienn Joeieinane F: R, H............
Type de recherche : -Recherche des mutations de 'EGFR. (exons 18 a QI)D

- Recherche de mutation de résistance T790M [_]

- Si que mutation T790M : [ IMalade en progression DMonitoring

Signature




Annexe 11

Fiche technique d’extraction d’ADNc et de recherche des mutatfons de 'EGFR sur
biopsie liquide par gPCR

N°/Code:

Nom :

Prénom :

Date de prélévement : [ [TV o

Nombre de tube :

Heure de séparation plasmatique: Délai calculé: e

Volume plasmatique (ml) :

Aspect du plasma récupéreé :

Conservation du plasma : D oul DNON
sioui: [Ja-20°C L] asoc

Durée de conservation du plasma en jour : ... eeeeinees

Date d’extraction :

Volume de I'extrait (ul) :

Concentration finale de I'extrait d’ADNc (ng/ul) :

Conservation de I'extrait : [j oul DNON

Si OUI : D a-20°C D a-80°C

Nombre de cycle congélation-décongélation de I'extrait :

Date PCR :

Ctdu Contrdle Interne du PC :

Ctdu Contrdle Interne de I'échantillon :

Résultat échantillon : DEGFR muté DNon muté

Si muté, type de mutation :

Ct mutation échantillon :

Ct mutation PC :
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- i) o EZE
------- PC
cerenenee - NC
———: Echantillons

0.08 //;;

:NC

———: Echantillons

Controle Interne invalide pour un seul échantillon

et [ Deienoms v] opsons

:NC
——: Echantillons

TEAE F-ose cp-3r0

Résultat PCR : EGFR muté, présence de Délétion 19

et [ LS53R v| options

A E

:NC

———: Echantillons

Résultat PCR: EGFR muté, présence de la mutation L858R.



Target [ T790M v| oo | [T HIAE

..: NC

————: Echantillons

Résultat PCR : Présence de la Mutation T790M de I’EGFR

Tacgee [ T7508 ¥ opsons EEA=

:NC
——: Echantillons

)

Résultat PCR : suspicion de présence de la mutation T790M

oot [GTIK 7] oo ZEICE

:NC
——: Echantillons

Résultat PCR : suspicion de présence de la mutation G719X.



Annexe IV

Run control validity criteria

Positive Control (PC) No template control (NTC)

Fluorescence channel EGFR Reaction Mix Cr validity range Cr validity criteria
Green (FAM) T790M & LB&T1Q 25.74;32.74

Insertions & G7 19X 25.06; 32.06

L858R & C797S 23.49; 30.49

Deletions & S768I 26.15; 33.98

No amplification

Red (CFRs10) T790M & 1B61Q 21.30; 28.30

Insertions & G7 19X 24.56; 32.38

L858R & C797S 22.88; 29.88

Deletions & S768I 24.26;31.86
Yellow (HEX) T790M & 1841Q

Insertions & G719X

19.89; 26.89 >40.00 er no
L858R & C797S amplification

Deletions & S768I

Valeurs de référence des PC (contréle postif) et NTC (controle négatif).

Validity criteria for exon 2 Internal Control (IC) in plasma samples

Fluorescence channel EGFR reaction mix Plasma sample C: validity range

T790M & 1861Q
Insertions & G7 19X

Yellow (HEX) 22.10;31.18
L858R & C7975S

Deletions & S768I|

Valeurs de référence des Controles internes des échantillons.

Estimated limit of detection of each EGFR target in plasma samples

Fluorescence channel EGFR reaction mix Target Estimated limit of detection (C1)
Green (FAM) T790M & 1861Q T790M 38.53

Insertions & G719X Insertions 36.59

L858R & C797S L858R 36.72

Deletions & S768I Deletions 40.00
Red (CFRs10) T790M & L861Q L861Q 34.81

Insertions & G719X G719X 40.00

L858R & C797S C797s 34.96

Deletions & S768I S768l 40.00

Ct limite pour chaque type de mutation pour les échantillons a tester



Annexe V

Mod¢éle de Compte rendu de résultat de recherche des mutations de PEGFR

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE EPOPULAIRE
d Ministére de la santé, de La Population et de la Réforme Hospitaliére

Direction de la Santé et de la Population de la wilava de Sétif

Etablissement Hospitalier Spécialisé
Centre de lutte contre le cancer de Sétif
Mokhtan Abdelghani

Service du laboratoire central

Résultat d’examen de biologie moléculaire
Recherche des mutations du géne EGFR Sur prélévement
sanguin (biopsie liquide)

Nom et prénom : HAM ID : 43/EGFR/LB/24

Age: G60ans Date du Prélévement : 04-12-2024
Sexe : Femme Heure du Prélevement : 09HO1
N/ dossier: 7 /20 Résultat édité le : 11-12-2024

Service : oncologie médicale CAC Sétif
Médecin demandeur :Dr R

Mutations recherchées : mutations de 'EGFR (exons 18 a 21)

Echantillon : sang tofal-tube EDTA : 16ml
Volume plasma utilisé : 6ml
Kit d’ extraction : KIT QIAamp* MinElute ccfFDNA

Technique de détection : PCR en temps réel sur ROTOR-GENE Q
KIT de détection :Therascreen® EGFR Plus RGQ Recherche de mutations EGFR sur

ADN circulant (¢fDNA) : 42 mutations sur exons 18,19, 20 et 21.

Conclusion :

Absence de Mutations de 'EGFR sur biopsie liquide (¢fDNA):A confirmer par

recherche sur tissu.

Ministére de la santé. de La Population et de la Réforme Hospitaliére
Direction de la Santé et de la Population de la wilaya de Sétif

Etablissement Hospitalier Spécialisé
Centre de lutte contre le cancer de Sétif
Mokhtari Abdelghani

Service du laboratoire central

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE EPOPULAIRE
ERS d

Résultat d’examen de biologie moléculaire
Recherche des mutations du gene EGFR Sur prélévement
sanguin (biopsie liquide)

Nom et prénom : HAR . ID : 44/EGFR/LB/24

Age : 66 ans Date du Préléevement : 04-12-2024
Sexe : femme Heure du Prélévement : 11H00
N/ dossier : 147 /24 Résultat édité le : 11-12-2024

Service : oncologie médicale CAC Sétif
Médecin demandeur :DrR. -

Mutations recherchées : mutations de 'EGFR (exons 18 4 21)

Echantillon : sang total-tube EDTA : 16ml
Volume plasma utilisé : 6ml
Kit @ extraction : KIT QlAamp* MinElute ccfFDNA

Technique de détection : PCR en temps réel sur ROTOR-GENE Q
KIT de détection :Therascreen™ EGFR Plus RGQ.Recherche de mutations EGFR sur
ADN circulant (cfDNA) : 42 mutations sur exons 18,19, 20 et 21

Conclusion :
EGFR Muté sur biopsie liquide (cfDNA): Présence de la Délétion 19. Patient

candidat a un TKI (1%, 2™ ou bien 3*™ génération) .




Annexe VI

PERFORMANCE STATUS (OMS)

score Activité

0 Capable d’'une activité identique a celle précédant la maladie.

1 Activité physique diminuée mais malade ambulatoire et capable de
mener un travail.

2 Malade ambulatoire et capable de prendre soins de lui-méme mais
incapable de travaliller.
Alité ou en chaise moins de 50 % de son temps de veille.

3 Capable seulement de quelques soins, alité ou en chaise de plus
de 50 % de son temps de veille.

4 Incapable de prendre soin de lui-méme, alité ou en chaise en

permanence







Résumé

Introduction

La recherche des mutations de I’EGFR constitue un prérequis essentiel dans la prise
en charge du CBNPC aux stades avancés. L’identification de mutations activatrices
ou de résistance permet aux patients porteurs de ces altérations de bénéficier de
thérapie ciblée a base de TKI anti-EGFR. La biopsie liquide, en tant que méthode non
invasive, permet de surmonter certaines limites de la biopsie tissulaire, notamment en
cas d’échantillons insuffisants ou de mauvaise qualité, ou encore pour le suivi évolutif
de la maladie. C’est dans ce contexte que notre ¢tude a ét€ menée, avec pour objectif
de rechercher les différentes mutations de I’EGFR a partir de biopsies liquides chez
des patients atteints de CBNPC a un stade avancé, afin de guider le clinicien dans le
choix thérapeutique.

Matériel et Méthode : L’analyse des mutations de ’EGFR a été réalisée par
qPCR chez 70 patients atteints de CBNPC aux stades III et IV. Parmi eux, huit
patients présentaient une progression sous traitement par TKI, motivant une recherche
spécifique de la mutation de résistance T790M.

Résultats : Parmi les 70 patients, 50 % ne disposaient pas de statut EGFR sur tissu
pour diverses raisons (échantillon non contributif, absence de matériel, etc.), et aucun
n’avait bénéficié d’une recherche de la mutation T790M sur tissu.

Parmi les 62 patients chez qui une recherche de mutations activatrices (exons 18 a 21)
a été réalisée, 19 (30,6 %) présentaient une mutation EGFR, dont 11 sans statut EGFR
disponible sur tissu. Les mutations détectées étaient majoritairement des délétions de
I’exon 19 (79 %) et, dans une moindre mesure, la mutation L858R (21 %)).
Concernant la mutation de résistance T790M, un seul des huit patients évalués
présentait cette mutation.

Deux cas de faux négatifs ont été observés, avec des mutations identifiées sur tissu
mais non retrouvées sur plasma. Le taux de concordance entre les résultats tissulaires
et plasmatiques était de 94,29 %, avec une sensibilité de 88,89 % ct une spécificité
de 100 %.

L’analyse moléculaire sur biopsie liquide a permis a 18 patients de bénéficier d’un
traitement par TKI, dont 10 en premiere ligne. Elle a également permis d’envisager
avec certitude I’immunothérapie chez les patients non mutés pour ’EGFR.

Conclusion : La biopsie liquide représente un véritable complément, voire une
alternative dans certains cas, a I’analyse tissulaire pour la détection des mutations de
I’EGFR dans le CBNPC. Elle permet une évaluation moléculaire fiable, rapide et
moins invasive, contribuant ainsi a une prise en charge personnalisée et optimisée des
patients. Ces résultats soutiennent la nécessité de sa généralisation dans la pratique
clinique

Mots clés : Biopsie liquide, Mutations de ’EGFR, CBNPC, TKI



Abstract

Introduction

The detection of EGFR mutations is an essential prerequisite in the management of
advanced non-small cell lung cancer (NSCLC). Identifying activating or resistance
mutations enables patients harboring these alterations to benefit from anti-EGFR
tyrosine kinase inhibitors (TKIs). Liquid biopsy, as a non-invasive method, helps
overcome several limitations of tissue biopsy, particularly when tissue samples are
insufficient, of poor quality, or when monitoring disease progression. In this context,
our study aimed to identify EGFR mutations using liquid biopsy in patients with
advanced NSCLC, in order to guide therapeutic decision-making.

Materials and Methods: EGFR mutation analysis was performed by qPCR in 70
patients with stage III or IV NSCLC. Among them, eight patients had experienced
disease progression while on TKI therapy, prompting a specific search for the T790M
resistance mutation.

Results: Among the 70 patients, 50% did not have available tissue-based EGFR status
for various reasons (non-contributory samples, lack of material, etc.), and none had
undergone tissue testing for the T790M mutation.

Of the 62 patients tested for activating mutations (exons 18 to 21), 19 (30.6%) were
EGFR-mutated, including 11 patients without a known tissue EGFR status. The
mutations detected were predominantly exon 19 deletions (79%), followed by the
L858R mutation (21%).

Regarding the T790M resistance mutation, only one of the eight evaluated patients
tested positive.

Two false-negative cases were observed, where EGFR mutations were detected on
tissue but not on plasma. The concordance rate between tissue and plasma testing was
94.29%, with a sensitivity of 88.89% and a specificity of 100%.

Liquid biopsy-based molecular analysis enabled 18 patients to receive TKI therapy,
including 10 in the first-line setting. It also allowed immunotherapy to be confidently
considered in EGFR wild-type patients.

Conclusion:

Liquid biopsy represents a valuable complement, and in some cases an alternative, to
tissue biopsy for the detection of EGFR mutations in NSCLC. It offers a reliable,
rapid, and minimally invasive molecular evaluation, contributing to a more
personalized and optimized patient management. These findings support the need for
broader implementation of liquid biopsy in clinical practice.

Keywords: Liquid biopsy, EGFR mutations, NSCLC, TKI
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