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2. LISTE DES ABREVIATIONS

AC anticorps

ADC antibody-drug conjugates anticorps drogue-conjugués

ADN acide désoxyribonucléique

AIS adénocarcinome in situ

AJCC American Joint Comittee on Cancer — Comité Américain Contre le Cancer

AP adénocarcinome pulmonaire

ARN acide ribonucléique

ASCO American Society of Clinical Oncology — Société Américaine d’Oncologie Clinique
ATS American Thoracic Society - Société Thoracique Américaine

CISH hybridation in situ chromogénique

CAP College of American Pathologistes - College des Pathologistes Américains

CNV Copy Number Variation — variation du nombre de copies

CP cancer du poumon

CPNPC carcinome bronchique non a petites cellules

CT cellules tumorales

EGFR Epithelial Growth Factor Receptor - récepteur du facteur de croissance épidermique
EMA Agence européenne des médicaments

ERS European Respiratory Society - Société Européenne de Pneumologie

FDA Food and Drug Administration

FISH Fluorescent In Situ Hybridization - hybridation in situ en fluorescence

GEFPICS Groupe d’Etude des Facteurs Pronostiques Immunohistochimiques dans le Cancer
du Sein

GEJ gastroesophageal junction — jonction gastro-oesophagienne
HAA hyperplasie adénomateuse atypique

HES hématoxyline éosine safran

HER2 ou ErBb-2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HG haut grade

HLA human leukocyte antigen
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HPS hématoxyline phloxine safran
HR hormone receptor — récepteur aux hormones
ICl immune checkpoint inhibitors - inhibiteurs des points de contréle immunitaires

IASLC International Association for the Study of Lung Cancer - Association Internationale
pour I’Etude des Cancers du Poumon

IHC immunohistochimie

KD kilo-Dalton

LAD lung adenocarcinoma

MIA adénocarcinome avec invasion minime

N/A not applicable - non applicable

NGS Next-Generation Sequencing — séquencgage a haut débit
NSCLC non-small cell lung cancer

OMS Organisation mondiale de la Santé

OS overall survival survie globale

PFS progression-free survival survie sans progression

PD-1 Programmed Cell Death Protein 1

PD-L1 Programmed-Death Ligand 1 - ligand de mort cellulaire programmé de type 1
SSP survie sans progression

STAS spread through air spaces - dissémination aérienne

TC tumor cells — cellules tumorales

TKl inhibiteurs de tyrosine kinase

TPS tumor proportion score

UICC Union for International Cancer Control - Union Internationale contre le Cancer
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3. INTRODUCTION DU SUJET

3.1 Généralités sur I'adénocarcinome pulmonaire

3.1.1 Epidémiologie

Le cancer du poumon est la premiére cause de déces par cancer en France, avec plus de 33
000 déces par an. En 2023, les hommes sont les plus nombreux a étre touchés, avec 33 438
nouveaux cas estimés chez les hommes et 19 339 chez les femmes. Néanmoins, depuis une
dizaine d’années, I'incidence du cancer du poumon est en légere baisse chez les hommes et
en nette augmentation chez les femmes (-0,5 % par an chez ’homme, +4,3 % par an chez la
femme). De la méme fagon, la mortalité diminue chez les hommes mais continue
d’augmenter chez les femmes (-1,6 % par an en moyenne chez ’homme et +3 % par an en
moyenne chez la femme) (Fig. 1). Le pronostic est sombre avec une survie nette

standardisée a 5 ans de seulement 20 %. [1]
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Figure 1. Taux d’incidence et de mortalité par cancer du poumon en France selon 'année (1990-2018). [1]

Aujourd’hui, I'adénocarcinome a largement dépassé le carcinome épidermoide et est
devenu le type histologique majoritaire du cancer du poumon dans le monde, a la fois chez
les hommes et chez les femmes. [2] L'incidence de I'adénocarcinome pulmonaire est stable

chez les hommes, mais continue d’augmenter chez les femmes. [3]
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3.1.2 Facteurs de risque

Le tabagisme, actif ou passif, est le facteur de risque principal du cancer pulmonaire.
D’autres facteurs étiologiques sont aujourd’hui nettement identifiés, tels que I’exposition
professionnelle a I'amiante, a la silice cristalline, ou aux hydrocarbures polycycliques
aromatiques, mais également I'exposition environnementale au radon et a la pollution de
I’air. [4] Depuis de nombreuses années, il est reconnu qu’une exposition a I'amiante, en
concomitance avec une exposition tabagique, agit de facon synergique dans le
développement d’un cancer du poumon [5].

Cependant, I'adénocarcinome est de plus en plus diagnostiqué chez des femmes non
fumeuses. [2] En effet, 'adénocarcinome est le cancer pulmonaire le plus fréquemment
identifié chez les non-fumeurs. [6]

A I'heure actuelle, les facteurs génétiques ont été peu étudiés et aucune prédisposition

génétique n’est clairement identifiée [4, 7].

3.2 Anatomie et diagnostic histologique de I'adénocarcinome pulmonaire

3.2.1 Anatomie

Le poumon est un organe du corps humain appartenant au systeme respiratoire et contenu
dans la cage thoracique. Dans l'arbre respiratoire, il fait partie des voies aériennes
inférieures et fait suite a la trachée. Sa fonction essentielle est de permettre les échanges en
oxygene, depuis l'air inspiré jusqu’a la circulation sanguine, et les échanges en gaz
carbonique, du sang vers I'air expiré.

Il s’agit d’'un organe bilatéral (Fig. 2). Le poumon droit est composé de trois lobes : le lobe
supérieur, le lobe moyen et le lobe inférieur. Le poumon gauche ne comporte que deux

lobes : le lobe supérieur et le lobe inférieur. Chaque lobe est divisé en segments.
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Ainsi, I'arbre bronchique comporte deux bronches souches principales droite et gauche pour
chaque poumon, puis se divise en bronches lobaires dans chaque lobe, en bronches

segmentaires le long des segments, et se termine par les bronchioles. [8]

Figure 2. Anatomie du poumon. [9]

C’est au niveau des bronchioles qu’on observe les alvéoles pulmonaires et les capillaires
pulmonaires qui permettent les échanges gazeux avec la circulation sanguine (Fig. 3). Un
ensemble d’alvéoles constitue un saccule alvéolaire. Le surfactant est un agent tensioactif

qui tapisse les alvéoles afin d’éviter leur collapsus lors de I'expiration. [10]

ALVEOLES
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Artériole pulmonaire

Veinule pulmonaire

Figure 3. Anatomie d’une alvéole pulmonaire. [10]
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L'adénocarcinome pulmonaire, de nature glandulaire, se développe aux dépens des
bronches (Fig. 4). Il se situe préférentiellement en périphérie, vers la plévre et dans les lobes

supérieurs. [11]

Figure 4. Adénocarcinome pulmonaire d’architecture acineuse situé autour d’une bronche, coloration HPS x30.
En bleu : cartilage sain. En orange : glande bronchique saine.

3.2.2 Histologie

Les tumeurs pulmonaires primitives sont principalement de type épithélial et divisées en

deux catégories : les carcinomes pulmonaires non a petites cellules (CPNPC) et les

carcinomes pulmonaires a petites cellules (Fig. 5). Dans la trés grande majorité des cas, il

s’agit d’'un carcinome pulmonaire non a petites cellules (85% des cas). Parmi les CPNPC,

I’adénocarcinome est le type histologique le plus fréquemment diagnostiqué (60% des cas).

12, 12]

® NSCLC AE
W Lung Cancer m SqCC
B SCLC = LC
—> —>

m Other

Figure 5. Proportion des types histologiques dans le carcinome pulmonaire [12]
(NSCLC : carcinome pulmonaire non a petites cellules, SCLC : carcinome neuroendocrine a petites cellules AC :

adénocarcinome, SqCC : carcinome épidermoide, LC : carcinome a grandes cellules)

20



Le diagnostic histologique d’un adénocarcinome pulmonaire (AP) se fait tout d’abord sur
I'étude de la morphologie. L'AP se développe a partir de I'épithélium des glandes
bronchiques, qui permettent la sécrétion du mucus bronchique. C'est pourquoi il présente
une différenciation glandulaire. Seulement, il existe plusieurs variantes morphologiques.
Cette tumeur est classiquement d’architecture acinaire, mais peut également étre lépidique,
papillaire, micro-papillaire, ou solide. Il n’est pas inhabituel qu’un adénocarcinome
pulmonaire comporte plusieurs composantes architecturales a la fois. Plus rarement, il peut
étre de type mucineux (3 a 10% des AP), et exceptionnellement colloide, foetal ou de type
intestinal. [13] Au cours de ce travail, nous étudierons les AP invasifs dans leur forme
classique, dits « non mucineux ».

En 2011, I’Association Internationale pour I'Etude des Cancers du Poumon (IASLC), la Société
Thoracique Américaine (ATS), et la Société Européenne de Pneumologie (ERS) ont suggéré
de nouveaux critéres diagnostiques concernant I'adénocarcinome pulmonaire, basés sur la
preuve histologique d’invasion. lls distinguent les lésions pré-invasives - I'hyperplasie
adénomateuse atypique (HAA) et I'adénocarcinome in situ (AIS) - avec un excellent
pronostic, I'adénocarcinome avec invasion minime (MIA) dont I'exérése compléete est
curative, et les carcinomes invasifs. [2]

En 2015, la 4°™¢ édition de la classification de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) des
tumeurs thoraciques a introduit une nouvelle classification des adénocarcinomes
pulmonaires invasifs, a sous-typer selon la composante architecturale prédominante, qui
constitue un facteur pronostique essentiel. En effet, les études ont démontré que le sous-
type histologique de la tumeur est significativement corrélé au pronostic. [14-16] De cette
fagon, les AP a prédominance lépidique sont associés a un bon pronostic, les acinaires et

papillaires a un pronostic intermédiaire, et les solides et micropapillaires a un mauvais
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pronostic [17, 18]. Cette nouvelle classification prend également en compte les criteres
diagnostiques suggérés par I'lASLC, I’ATS et 'ERS en 2011. [19]

En 2021, la 5°™¢ édition de la classification OMS des tumeurs thoraciques continue de
recommander de sous-typer la tumeur selon I'architecture prédominante, apres évaluation
de chague composante architecturale par incrément de 5%-10%. L'incrément de 5% permet
de signaler la présence d’'une composante solide ou micropapillaire, qui méme lorsqu’elle
est minime (5%) est significativement associée a un mauvais pronostic. [13, 20] Pour cette
raison, I’'OMS 2021 a introduit un nouveau systeme de grading des AP invasifs selon leur

différenciation, proposé en premier lieu par I'lASLC en 2020 (Tableau I). [21]

Proposed grading of resected early-stage invasive non-mucinous lung adenocarcinoma

Grade Differentiation Patterns
1 Well-differentiated Lepidic-predominant with no or < 20% high-grade pattern
2 Moderately differentiated Acinar or papillary-predominant with no or < 20% high-grade pattern
3 Poorly differentiated Any tumour with = 20% high-grade pattern (solid, micropapillary, cribriform, or complex glandular pattern@)

aFused glands or single cells infiltrating in a desmoplastic stroma.

Tableau I. Systéme de grading selon la différenciation des AP proposé par I'IASLC en 2020 [21]
Grade 1, bien différencié : AP majoritairement Iépidique, avec < 20% de pattern de haut grade (HG)
Grade 2, moyennement différencié : AP majoritairement acinaire ou papillaire, avec < 20% de pattern de HG
Grade 3, peu différencié : tout AP avec 20% ou plus de pattern de HG
Le pattern de HG est défini par une architecture solide, micropapillaire, cribriforme ou glandulaire complexe

(avec des glandes fusionnées ou des cellules isolées dans un stroma desmoplastique).

Comme en témoignent les courbes de survie suivantes issues de |'étude de Moreira et al. en
2020, les AP peu différenciés (grade 3 selon le systeme de grading de I'lASLC) sont associés a
une diminution significative de la survie sans récidive par rapport aux AP bien et

moyennement différenciés (respectivement de grades 1 et 2 selon I'lASLC) (Fig. 6).
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Figure 6. Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans récidive dans la cohorte issue de I'étude Moreira et al.

établie a partir d’AP classés selon le systéme de grading de I'lASLC [21]

De plus, les Iésions pré-invasives, le MIA et 'adénocarcinome a prédominance lépidique sont

a présent regroupés sous le terme « lésions glandulaires précurseurs ». [13]

e Hyperplasie adénomateuse atypique (HAA)
L'HAA est une lésion pré-carcinomateuse mesurant moins de 0,5 cm, d’architecture
[épidique stricte, aux cellules faiblement atypiques, séparés par des espaces. L'adjectif
« lépidique » est utilisé pour qualifier une prolifération tumorale de cellules
pneumonocytaires non mucipares (pneumonocytes de type Il ou cellules de Clara),
colonisant les alvéoles, sans réelle invasion. [2, 19]

e Adénocarcinome in situ (AlS)
Autrefois nommé carcinome bronchio-alvéolaire, il s’agit d’'un adénocarcinome
d’architecture purement lépidique, dont les atypies nucléo-cytoplasmiques sont modérées a
marquées. La dénomination carcinome bronchio-alvéolaire a été abandonnée depuis la
classification OMS 2015. La présence d’invasion vasculaire ou pleurale ou de dissémination

aérienne (STAS) exclut le diagnostic. [2, 19]
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e Adénocarcinome avec invasion minime (MIA)
On utilise cette dénomination lorsqu’un adénocarcinome est de petite taille (< 30 mm), avec
un contingent Iépidique majoritaire et une zone de micro-invasion <5 mm. lls sont
diagnostiqués sur piece opératoire. La présence de nécrose tumorale, d’invasion vasculaire
ou pleurale ou de dissémination aérienne (STAS) exclut le diagnostic. [2, 19]

e Adénocarcinome invasif a prédominance lépidique
Il existe des adénocarcinomes invasifs dont I'architecture principale est de type Iépidique
(Fig. 7). Le diagnostic implique la présence d’une zone d’invasion de plus de 5 mm formée
d’un autre contingent (de type acinaire, papillaire, micro-papillaire ou solide) ou d’une

stroma réaction fibroblastique.

Figure 7. Architecture Iépidique, coloration HPS x100.

En bleu : alvéoles revétues d’une prolifération Iépidique. En orange : alvéole saine.

e Adénocarcinome invasif d’architecture acinaire
Il s’agit de la forme classique de I'adénocarcinome. La tumeur est composée de glandes

infiltrantes aux cellules atypiques et aux lumiéres plus ou moins visibles (Fig. 8).
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Figure 8. Architecture acineuse, coloration HPS x70.

o Adénocarcinome invasif d’architecture papillaire
L'architecture est papillaire quand les CT se disposent le long d’axes fibro-vasculaires (Fig.
9.A).

o Adénocarcinome invasif d’architecture micro-papillaire
L'architecture est micro-papillaire lorsque les CT sont cubiques et groupées en petits amas
ou « touffes », sans axe fibro-vasculaire (Fig. 9.B). Ces amas peuvent étre connectés a la

paroi alvéolaire ou détachés et flottant dans la lumiére des alvéoles. [2, 19]

Figure 9. A : Architecture papillaire, coloration HPS x10. B : Architecture micropapillaire, coloration HPS x20.
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e Adénocarcinome invasif d’architecture solide
L'architecture est solide lorsque la prolifération tumorale est uniguement composée de
massifs ou de plages (Fig. 10). La mise en évidence de vacuoles de sécrétion de mucine
intracytoplasmiques, notamment a |’aide de colorations telles que le PAS diastase et le Bleu
Alcian, est assez spécifique pour confirmer la nature glandulaire du carcinome. Cependant,
I’expression positive des immunomarqueurs TTF1 et/ou Napsine A est aussi spécifique et
plus sensible que les colorations pour établir le diagnostic d’adénocarcinome solide. C'est
dans ce contexte qu’il est fortement recommandé, depuis la 4°™ édition de la classification
OMS des tumeurs thoraciques 2015, d’avoir recours a I'étude immuno-histochimique. [2, 19,

22-24]

Figure 10. Architecture solide, coloration HPS x50.

La dissémination aérienne ou STAS (spread through air spaces) correspond a la présence de
cellules tumorales (CT) isolées non cohésives flottant au sein des espaces alvéolaires autour
de la tumeur (Fig. 11). Le STAS est un facteur de mauvais pronostic et concerne surtout les

sous-types de « haut grade » micro-papillaire et solide. [19, 25]
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Figure 11. Dissémination aérienne (STAS), coloration HPS x45.

En bleu : alvéoles avec STAS. En orange : alvéole saine.

3.2.3 Immunohistochimie

L'immunohistochimie (IHC) est une méthode de reconnaissance spécifique des antigénes
dans les tissus ou cellules, qui s’appuie sur la propriété d’appariement antigéne-anticorps.
Elle permet de révéler des antigenes membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires grace a
des anticorps spécifiques poly ou monoclonaux. [26] En oncologie, on |'utilise pour typer
précisément |'origine d’'une tumeur maligne, définir son degré d’agressivité, et dans certains
cas, indiquer des cibles thérapeutiques.

Dans le cadre du carcinome pulmonaire non a petites cellules, le panel d’anticorps
standardisé est composé des anti-cytokératines CK7 et CK20, de I'anticorps P40 et de
I’anticorps TTF1.

Tout d’abord, il faut établir la nature primitive ou secondaire du carcinome de localisation
pulmonaire a I'aide du duo de cytokératines CK7 et CK20. Une origine primitive pulmonaire
est suspectée si les immunomarquages sont a la fois CK7+ et CK20-, tandis qu’un profil
phénotypique CK7- CK20+ est en faveur d’une localisation secondaire d’origine colique. [27]
En effet, 90 % des carcinomes pulmonaires sont CK7+ CK20-, et ils expriment presque

systématiquement la cytokératine 7 [28].
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Pour différencier un adénocarcinome d’un carcinome épidermoide, on utilise I'anticorps
TTF1, qui lorsqu’il est positif est spécifique de I'adénocarcinome, et I'anticorps P40, dont la
positivité est spécifique du carcinome épidermoide. Le profil phénotypique classique d’'un AP
est donc CK7+ CK20- TTF1+ et P40-. La cytokératine 7 est assez fréquemment exprimée par
le carcinome épidermoide et ne permet donc pas d’affirmer la nature glandulaire de la
tumeur. [28, 29] On estime que 15 % des adénocarcinomes pulmonaires n’expriment pas
TTF1, essentiellement le sous-type solide, ce qui constitue un piége diagnostique
relativement fréquent a ne pas méconnaitre par le pathologiste. [19] Dans ce contexte, il est
recommandé d’avoir également recours a la Napsine A, dont les études la montrent plus
spécifique et aussi sensible que TTF1. Cependant, dans la majorité des cas, I'anticorps TTF1
suffit au panel de routine pour prouver la différenciation glandulaire du carcinome et il est
préférable a la Napsine A du fait de son marquage nucléaire simple d’interprétation (Fig. 12).

[22, 24, 30]

Figure 12. Expression nucléaire de I'anticorps anti-TTF1 dans un adénocarcinome pulmonaire,
immunohistochimie x200. [31]
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3.3 Profil mutationnel de I'adénocarcinome pulmonaire et cibles thérapeutiques

3.3.1 Généralités

La classification OMS 2021 des tumeurs thoraciques met en avant les altérations
génomiques d’intérét dans I'adénocarcinome pulmonaire et les cibles thérapeutiques
associées. Elle recommande la recherche d’anomalies moléculaires dés le stade précoce de
la maladie afin d’établir le profil mutationnel de la tumeur, en plus de la recherche de cibles
thérapeutiques, qui était déja systématique dans le cadre des AP réséqués aux stades
avancés de la maladie. [13] Plus de 70% des AP comportent une mutation ou fusion
oncogéniques parmi les genes EGFR, KRAS, BRAF, ALK, ROS-1, MET, RET, NTRK et ERBB-2.
[32, 33]

En 2004, la mise en évidence de mutations somatiques activatrices du gene EGFR dans les
tumeurs de patients répondant cliniquement aux inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI), a
bouleversé I'arsenal thérapeutique des CPNPC. [34] Ces mutations du domaine tyrosine
kinase du récepteur EGFR sont dites « activatrices » parce qu’elles conduisent a une activité
tyrosine kinase indépendante de la présence de ligands, habituellement nécessaire. Les TKI
gefinitib et erlotinib agissent comme des inhibiteurs compétitifs en se liant de fagon
réversible au domaine tyrosine kinase du récepteur EGFR. [35]

Les réarrangements chromosomiques des genes ALK, ROS-1, RET et de la famille NTRK
engendrent des transcrits de fusion codant des protéines chimériques a activité kinase
pouvant étre ciblés par les TKI de la méme fagon. [36]

A I'heure actuelle, il existe des thérapies ciblées disponibles aux stades avancés de la
maladie pour les patients dont les tumeurs présentent une altération moléculaire des genes
EGFR, ALK, ROS-1, BRAF, MET, RET et de la famille NTRK. [13] Des essais cliniques aux

résultats prometteurs ont utilisé des agents ciblant le variant p.G12C chez des AP KRAS-
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mutés, et des anticorps armés ou anticorps drogue-conjugués (antibody-drug conjugates -

ADC) anti-HER2 chez des AP ERBB-2-mutés ou amplifiés. [37-39]

3.3.2 Epidémiologie moléculaire de I'adénocarcinome pulmonaire

Les mutations des génes EGFR, ERBB-2 et BRAF, ainsi que les réarrangements des genes ALK,
ROS-1, RET et NTRK, sont principalement décrits dans les adénocarcinomes TTF1-positifs,
chez des patients peu ou non fumeurs. [13, 40] Les mutations activatrices du gene EGFR sont
les plus fréquemment observées, avec une prévalence de 30 a 40% chez les asiatiques
contre 10 a 15% chez les européens. Elles sont particulierement observées chez les femmes
et les populations de I’Asie de I'Est. [41, 42] Dans les stades avancés de la maladie, une
tumeur comportant un variant EGFR est de pronostic plus favorable avec une sensibilité aux
TKI ciblant EGFR comme I'erlotinib, le gefitinib et I’afatinib. [43] Le plus souvent, il s’agit du
variant p.L858R ou d’une délétion de I'exon 19, puisqu’ils représentent 90% des mutations
activatrices dans les CPNPC. [44] Les mutations du géne BRAF sont retrouvées dans 1 a 2%
des AP, dont majoritairement le variant p.V600OE [40, 45]. Les réarrangements
chromosomiques des genes ALK, ROS-1, RET et de la famille NTRK en concernent 5 a 10%.
[36]

En revanche, les mutations activatrices de KRAS, qui touchent 20% des AP, sont fortement
associées au tabagisme et semblent conférer un mauvais pronostic. [46, 47] Des mutations
inactivatrices du gene suppresseur de tumeur TP53 surviennent dans 45% des AP et
semblent aussi liées au tabagisme [46, 48].

De plus, des études ont montré des associations statistiques entre le sous-type histologique
et le profil mutationnel [13]. Les mutations du géne EGFR sont plus fréquentes dans les AP a
prédominance |épidique, d’architecture acinaire ou papillaire. [15, 49, 50] Une mutation

KRAS est plus souvent observée dans les AP a prédominance solide et les MIA. [49, 51]. Un
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réarrangement du gene ALK, ROS-1 ou RET est fortement associé aux AP a prédominance
acinaire ou solide. [13] Le variant p.V600E du gene BRAF est plus fréquemment rencontré

dans le sous-type histologique agressif a prédominance micro-papillaire. [45]

MAP2K1_ ROS RET

BRAF MET_\ Ll

PIK3CA AEK

HER2

AC

Figure 13. Proportion des mutations oncogéniques dans I'adénocarcinome pulmonaire [12]

3.3.3 Cibles thérapeutiques actuelles dans le traitement de I'adénocarcinome pulmonaire

Ces altérations moléculaires se produisent au sein de genes codant des protéines de
signalisation, dont les réles majeurs sont la prolifération et la survie cellulaires. On parle
d’activation de voie de signalisation cellulaire. Chacune des principales altérations citées ci-
dessus, dans le cadre de I'oncogenése pulmonaire, correspond a une mutation activatrice
d’un oncogene - ou mutation pilote (driver) - qui favorise donc la prolifération et la survie
des CT. La cancérogénése pourrait dépendre de 'unique expression d’une mutation pilote
pour survivre, méme en l'absence de mutation inactivatrice de genes suppresseurs de
tumeurs. Cette théorie s’appelle « I'addiction oncogénique » et a été introduite pour la
premiere fois par Bernard Weinstein en 2000. [52] Ce concept suggere que l'inactivation de
cette voie de signalisation cesserait la prolifération et entrainerait la mort cellulaire par
apoptose. L'exploitation de ce point faible a permis d’établir le développement des thérapies

ciblées, dont la plupart repose sur ce mode d’action. [53]
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La présence d’'une mutation du gene EGFR, du variant p.V600E du gene BRAF, d’un
réarrangement des génes parmi ALK, ROS-1 et RET, ou d’'une mutation du site d’épissage
avec skipping de I'exon 14 du gene MET prédit fortement I'efficacité des TKI ciblés, jusqu’a
atteindre des taux de réponse de plus de 70% dans plusieurs études pour les CPNPC EGFR-
mutées. [53] Aux stades avancés de la maladie, il a été démontré que le recours a la thérapie
ciblée, pour chacune de ces altérations, prolonge la survie sans progression (SSP) par rapport
a la chimiothérapie. [50, 54-60] Ces altérations moléculaires sont le plus souvent
mutuellement exclusives. [61, 62]

La chimiothérapie aux sels de platine a longtemps été le gold-standard du traitement
adjuvant en post-opératoire des CPNPC entierement réséquées de stades Il a llla.
Cependant, ce traitement adjuvant, lorsqu’employé seul, n’est associé qu’a une diminution
de 16% du risque de récidive ou de déces. [63] Dans I'essai clinique international randomisé
en double-aveugle ADAURA publié par Wu. et al. en 2020, le TKI anti-EGFR osimertinib utilisé
en traitement adjuvant, apres chirurgie curative, a montré une amélioration significative de
la SSP pour les CPNPC EGFR-mutées de stade IB a IIA, avec ou sans chimiothérapie
adjuvante. [63] Actuellement en France, I'osimertinib est recommandé pendant 3 ans, en cas
de variant p.L858R du géne EGFR ou de délétion de I'’exon 19, chez les patients avec CPNPC
de stades IB, Il et IlIA (plus les T4AN2 dans la 8™ classification TNM), réséqués, aprés
chimiothérapie adjuvante lorsqu’elle est indiquée ou réalisable, et restant Performans Status
0-1. [64]

Cependant, les tumeurs s’adaptent et développent des mécanismes de résistance au
traitement ciblé, par résistance primaire ou acquise. La résistance primaire est définie par
I’absence de réponse de la tumeur au traitement. Certaines mutations activatrices du gene
EGFR, comme les insertions de I'exon 20, ne sont pas sensibles a la plupart des TKI anti-

EGFR. [65] La résistance acquise se produit, comme son nom l'indique, aprés une premiere
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période de réponse au traitement. Dans ce contexte, I'étiologie la plus fréquente est
I’acquisition du variant p.T790M du gene EGFR, concernant 50 a 60% des patients rechutant
apres une réponse initiale au gefinitib ou a 'erlotinib. [66, 67]

Aujourd’hui, en France, les thérapies ciblés par TKI constituent la premiere ligne de
traitement, en cas de maladie métastatique ou stade IV, quel que soit le statut de PD-L1, si
une altération ciblable est présente parmi les genes EGFR (osimertinib), ALK (alectinib,

brigatinib, lorlatinib) et ROS-1 (crizotinib). [68]

3.4 Immunothérapie et score TPS

La recherche du statut d’expression du ligand de mort cellulaire programmé de type 1 (PD-
L1) en immunohistochimie est recommandée dans tous les CPNPC a partir du stade Il non
réséqué(able), dés le diagnostic initial. [64]

Il s’agit d’un ligand situé a la surface des CT ayant pour but d’inactiver les mécanismes de
défense du systeme immunitaire face au cancer. En se liant aux récepteurs de surface PD-1
(programmed cell death protein 1) des lymphocytes T, le point de contréle immunitaire « PD-
1/PD-L1 » est activé et inhibe la réponse anti-tumorale de ces derniers.

Des traitements inhibiteurs des points de contréle immunitaires (immune checkpoint
inhibitors - I1Cl) ont été développés en utilisant des anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1, sous le
nom d’'immunothérapies anti-PD-1 et anti-PD-L1. lls empéchent la liaison du ligand PD-L1
des CT aux récepteurs PD-1 des lymphocytes T en les saturant. Ainsi, les lymphocytes T
peuvent de nouveau reconnaitre les CT et agir comme défense du systeme immunitaire. [69,
70] Ces traitements ont fait leur preuve dans les stades avancés de nombreux cancers, tels
gue le mélanome, les cancers mammaire, rénal ou pulmonaire, avec une bonne réponse

anti-tumorale au long terme. [71]
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En pathologie, il est possible d’analyser I'expression du biomarqueur PD-L1 sur les CT et les
cellules immunitaires en ayant recours a I'lHC, dans le but de prédire la réponse aux
immunothérapies anti-PD-1 et anti-PD-L1 [69].

Dans les CPNPC, les niveaux d’expression du biomarqueur sont analysés avec le score TPS
(tumor proportion score) (Fig. 14) mais le pourcentage d’expression des CT marquées peut
également étre utilisé de fagon interchangeable. [72] Environ 25% des CPNPC de stade
avancé comportent une forte expression IHC de PD-L1, qui est définie par I'expression
membranaire compléte ou incomplete de PD-L1 par un minimum de 50% des CT,
indépendamment de l'intensité du marquage. [73] En France, il s’agit également du seuil
d’expression IHC validé pour bénéficier d’une monothérapie par Pembrolizumab,
Atezolizumab ou du Cemiplimab, en premiere ligne de traitement dans un CPNPC de stade IV
métastatique, en I'absence d’altération moléculaire ciblable EGFR, ALK ou ROS-1. Dans les
cas ou le score TPS est inférieur a 50%, les patients sont traités par chimiothérapie mais il est
possible que I'immunothérapie par Pembrolizumab soit administrée en combinaison. [68]
Contrairement aux mutations pilotes qui sont présentes dans chacune des cellules
tumorales, I'expression de PD-L1 est hétérogene au sein méme d’une tumeur et peut
évoluer dans le temps, par exemple apres certains traitements. Ainsi, il est recommandé
d’analyser 'immunomarquage sur au moins 100 CT viables. [72]

Bien que ce biomarqueur semble imparfait du fait d’'une grande disparité de réponses dans
les essais cliniques, le statut PD-L1 reste a ce jour le marqueur prédictif le plus robuste de
I’efficacité des ICl anti-PD-1 et anti-PD-L1. [13] Dans les CPNPC de stade avancé, un score TPS
égal ou supérieur a 50% s’accompagne généralement d’une bonne réponse au traitement et

d’une augmentation des survies globale et sans progression. [73—-75]
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Comme vu précédemment pour les TKI, les ICI anti-PD-1 et anti-PD-L1 font aussi I'objet de
résistance primaire ou acquise. Chez certains patients, ils peuvent s’avérer toxiques ou faire

progresser la maladie. [72]

@ PD-L1 negative tumor cell @ PD-L1 negative immune cell

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

No. PD-L1 positive tumor cells
Total No. of viable tumor cells

TPS = x 100

Figure 14. Schématisation d’un immunomarquage anti-PD-L1 sur CT et formule du score TPS.
Le score TPS est défini par le nombre de CT exprimant PD-L1 divisé par le nombre total de CT viables, multiplié

par 100. [76]

3.5 Stadification et classification TNM

Le stade du cancer oriente la décision thérapeutique et conditionne le pronostic de récidive
et de mortalité. [77] Plus il est évolué, plus le pronostic est sombre. Le stade est établi a
partir de la classification TNM, systéme international de classement des cancers selon la
taille et l'invasion locale de la tumeur (T), la présence de métastases ganglionnaires
régionales (N pour nodes) et de métastases a distance (M). [78] Il s’agit tout d’abord d’une
classification clinique, mais également pathologique aprés I'examen du médecin
pathologiste en post-opératoire. Dés lors, le classement passe en pTNM. De la méme facon,
apres traitement néoadjuvant, la tumeur est reclassée en ypTNM. Depuis 2017, les CPNPC
sont stadifiés selon la 8¢ édition de la classification TNM révisée conjointement par I'Union
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Internationale contre le Cancer (UICC) et le Comité Américain contre le Cancer (AJCC). [79]
(Annexes | et Il)

Le stade avancé de la maladie est défini par la présence d’'une métastase a distance (stade
IV-A ou IV-B). Comme l'indique l'algorithme ci-dessous, plusieurs options thérapeutiques
sont aujourd’hui a disposition des patients souffrant d'un CPNPC avancé (Fig. 15). Malgré
cette diversité de traitements, les patients éligibles aux thérapies ciblées ou a
I'immunothérapie continuent d’avoir une faible survie a 5 ans, comprise entre 15% et 50%
selon le biomarqueur ciblé [80]. Ainsi, la mise en place de nouveaux traitements améliorant

la survie globale et la qualité de vie de ces patients est toujours une nécessité a I'heure

actuelle.
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Délai de rendu du résultat : idéalement 7 jours, aumaximum 14jours <21 jours
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(prescription etmutations (L858Retdel19) etROST? léculaires* moléculaires
gzracr:; nicen et statult\fKD-H‘ EGFR (exons MoiEcUialre expliquant
- et 18a21 e i
pathologiste) a’ ) une résistance®
Décision o o = T P
thérapeutique Osimertinib en Immunothérapie Immunothérapie seule ou en Thérapie ciblée Thérapie ciblée
sousla adjuvant (EGFR+) ~ apréschimioradio- combinaison (PD-L1+ et absence en fonction des en fonction des
responsabilité ouautre thérapie (contrdle de mutation addictive) altérationsidentifiées altérations identifiées
de Féquipe traitement tumoral, PD-L1+ ou thérapie ciblée en fonction ou autre traitement ou autre traitement
dlinique® approprié® etEGFR-)° des altérationsidentifiées approprié® approprié®
ou autre traitement approprié
IHC Test(s) ciblé(s) NGS ADN et/ou ARN IHC, validé si besoin Si urgence et/ou impossibilité
moléculaires par technique moléculaire de tenir les délais

*sauf mention contraire, recherches d'anomalies pour tous les CBNPG, excepté les épidermoides du fumeur.

1. Lestatut PD-L1 est a évaluer par IHC, dans tous les CBNPC, dont les épidermoides du fumeur comme du non-fumeur.

2. L'identification des principales mutations oncogéniques (L858R, et les délétions de I'exon 19) doit pouvoir étre réalisée dans un circuit rapide. Le délai idéal recommandé a partir du diagnostic est de 7 jours avec
un maximum de 14 jours. Cette recherche peut étre réalisée par un test ciblé en cas d'urgence ou d'impossibilité de tenir les délais, sinon ce biomarqueur doit étre recherché par NGS. En cas de mutation addictive de
I'EGFR, il n'est pas utile de rechercher d'autres altérations addictives car les anomalies addictives sont quasiment mutuellement exclusives.

3. Les fusions d’ALK et ROS peuvent étre recherchées en premiére intention par IHC ou RNAseq. L'IHC ALK avec une intensité de marquage 1+ ou 2+ doit étre confirmée par technique moléculaire (RNAseq, FISH

ou autre). LTHCROS1 positive, quelle que soit I'intensité du marquage (1+, 2+ ou 3+) doit étre confirmée par technique moléculaire.

4. Tests a réaliser par NGS ADN et/ou ARN. Le(s) panel(s) doi(ven)t permettre la recherche, au minimum, des mutations d'EGFR, BRAF, KRAS, HER2, MET et des fusions d’ALK, ROS1, NTRK et RET. Certains biomarqueurs
émergents comme la fusion de NRG1, 'amplification de MET ou de ERBB2 (HER2), permettant I'inclusion dans des essais cliniques, peuvent étre ajoutés dans le(s) panel(s). Si le tissu tumoral est non contributif, une
analyse de 'ADNtc peut étre réalisée.

5. ll est recommandé de rechercher ces altérations sur biopsie d’une lésion en progression. Dans les cas ol une biopsie n'est pas possible, la recherche peut étre réalisée sur biopsie liquide qui ne permet cependant pas
de détecter un éventuel changement d'histologie.

6. Selon les indications des AMM et accés précoces des différentes molécules et les essais cliniques ouverts.

Figure 15. Algorithme du traitement des CPNPC selon le stade, recommandations INCa 2023 [81]
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3.6 Le statut HER2

3.6.1 Généralités sur le géne ERBB-2

Le gene ERBB-2 est un oncogene situé sur le bras long du chromosome 17. Il code pour le
récepteur HER2 (ou ErbB-2), glycoprotéine transmembranaire de 185-kD a activité tyrosine
kinase intrinseque. Cette protéine appartient a la famille ErbB des récepteurs tyrosine
kinases, qui comprend également les récepteurs ErbB-1 (ou HER1 mais plus connu sous le
nom de EGFR), ErbB-3 (HER3) et ErbB-4 (HER4). Cette famille de récepteurs est fortement
impliquée dans le développement du CP et de plusieurs autres tumeurs solides. [82] Les
mutations du gene ERBB-2 sont des mutations pilotes ou activatrices, qui induisent une
cascade de signalisation en aval, via les voies phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B
(PI3K-AKT) et mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinase
(MAPK/ERK). [83, 84] Aucun ligand n’a été décrit pour le récepteur HER2, qui est activé par
homodimérisation ou hétérodimérisation avec les autres membres de la famille ErbB. [85] La
dimérisation entraine une phosphorylation du domaine enzymatique tyrosine kinase, qui
permet au récepteur HER2 de transmettre un signal dans la cellule par transduction. Il s’agit
d’un signal de prolifération et différenciation cellulaires, de survie induite par diminution de

I'apoptose et de migration. [86, 87]

3.6.2 Définition du statut HER2 dans les tumeurs

Les altérations du géne ERBB-2, qui peuvent s’exprimer sous la forme de surexpression
protéinique, d’amplification génique ou simplement de mutation, sont retrouvées dans de
nombreuses tumeurs solides, dont les CPNPC. [88, 89] Dans la plupart des cas, ces
altérations sont de mauvais pronostic, notamment la surexpression de la protéine HER2 dans

les adénocarcinomes mammaires et gastriques. [86]
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En pathologie, il est possible d’évaluer, au sein d’une tumeur, la surexpression de la protéine
HER2 avec I'lHC, ou de détecter une amplification génique de ERBB-2 avec |’hybridation in
situ en fluorescence (FISH) ou I’hybridation in situ chromogénique (CISH). Ces méthodes
permettent d’établir le statut HER2, et en fonction des résultats, d’avoir recours a une

thérapie ciblée. [90]

e Surexpression de la protéine HER2 en IHC

La technique est effectuée sur une coupe de tissu, fixé dans le formol et inclus en paraffine.
Dans cette sous-section, nous développons les critéres d’évaluation de I’expression
protéinique de HER2 en IHC dans l'adénocarcinome mammaire invasif, selon les
recommandations internationales 2018 de la Société Américaine d’Oncologie Clinique
(ASCO) et du Collége des Pathologistes Américains (CAP), de nouveau affirmées en 2023
[91]. Des recommandations francaises ont également été publiées en 2021 par le groupe
d'étude des facteurs pronostiques immunohistochimiques dans le cancer du sein (GEFPICS).

[92] L'expression est évaluée sous la forme de score : 0, 1+, 2+ et 3+ (Fig. 16).

Un score 3+ est d’emblée considéré comme résultat positif et est défini par un marquage

membranaire complet et intense, de plus de 10% des CT.

Un score 2+ est jugé équivoque, et doit donner lieu a une FISH ou un CISH. En effet, depuis
les années 2000, on sait qu’il existe une bonne corrélation entre la surexpression
protéinique de HER2 et I"'amplification génique de ERRB-2 dans I'adénocarcinome mammaire
[90]. Ainsi, un score 2+ amplifié est positif et pourra profiter d’un traitement ciblé anti-HER2.
Le score est 2+ lorsque le marquage membranaire est complet, d’intensité faible a modéré,

et observé dans plus de 10% des cellules tumorales.
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Un score 1+ correspond a un marquage de plus de 10% des CT avec un marquage

membranaire incomplet de faible intensité.

Un score 0 est correspond soit a un marquage membranaire incomplet et d’intensité faible

de 10% ou moins des CT, soit a une absence totale de marquage des CT.

En 2021, le GEFPICS a introduit la notion émergente du statut HER2 «low » ou faible
(Annexe lIl). Cette catégorie HER2-faible comprend les adénocarcinomes mammaires de
score 2+ non amplifiés en hybridation in situ et de score 1+, qui étaient auparavant
considérés négatifs. [92] A présent, une tumeur avec un statut HER2 faible peut bénéficier
d’un nouveau traitement ADC anti-HER2, le trastuzumab deruxtecan, approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) des Etats Unis et par la Haute Autorité de Santé en France,
dans certaines indications : cancer du sein HER2-positif non résécable ou métastatique ayant
préalablement recu au moins une ligne de traitement anti-HER2 ; cancer du sein HER faible
non résécable ou métastatique ayant regu préalablement une chimiothérapie pour la
maladie métastatique ou ayant présenté une récidive de la maladie pendant la
chimiothérapie adjuvante ou au cours des six mois suivant la fin de la chimiothérapie
adjuvante, cancer de I'estomac ou de la jonction cesogastrique (JOG) HER2-positif de stade
avancé ayant recu préalablement au moins 2 lignes de traitement comportant le

trastuzumab. [91, 93]
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HER2 testing (invasive component) by validated IHC assay

Batch controls and on slide controls show appropriate staining

No staining is observed

Circumferential Weak to moderate Incomplete membrane
membrane staining that is complete membrane staining that is faint/ R
complete, intense, and in staining observed in >10% barely perceptible and in n.1em.brane Sl thé.n L '"°°.’"p'e‘§ anc
>10% of tumor cells* of tumor cells >10% of tumor cells isifaintbatelviperceptiblalanalinilelof
tumor cells
IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+ IHC 0
positive equivocal negative negative

Must order reflex test (same specimen
using ISH) or order a new test
(new specimen if available, using IHC or
ISH)

Figure 16. Algorithme d’évaluation de I'expression de la protéine HER2 en IHC dans un adénocarcinome
mammaire invasif, selon les recommandations ASCO et CAP 2018. [91]
*Apprécié au faible grossissement et observé au sein d’une population cellulaire invasive homogeéne et

contigué.

e Amplification du gene ERBB-2 en FISH ou CISH

L’hybridation in situ repose sur le principe de complémentarité des paires de bases azotées
adénine/thymine (A/T) et guanine/cytosine (G/C) constituant les brins d’acide
désoxyribonucléique (ADN), et de 'uracile (U) dans I'acide ribonucléique (ARN). Elle signale,
au sein des cellules d’intérét, des séquences d’acides nucléiques recherchées par le biais de

sondes d’acides nucléiques complémentaires. [94]

La technique CISH utilise une sonde marquée avec un chromogene. Par le biais d’une
réaction enzymatique immunoperoxydase, aprés dénaturation thermique et hybridation
complémentaire entre 'ADN de la sonde et ’ADN de la cible chromosomique, la sonde

hybridée révele des clusters de copies géniques intra-nucléaires peroxidase-positives dans
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les cellules tumorales au fort grossissement. [95] De cette facon, la CISH est utile pour
rechercher des amplifications géniques, des délétions ou translocations chromosomiques.

Elle est réalisée sur une coupe de tissu, fixé dans le formol et inclus en paraffine. [94]

La technique FISH utilise une sonde marquée avec un fluorochrome. L’ADN de la sonde est
hybridé avec I’ADN de la cible chromosomique, puis révélé par un signal fluorescent. Ainsi, il
est possible de quantifier les copies d’un chromosome donné et déterminer une
amplification ou une délétion, mais également des réarrangements géniques. Elle est

effectuée sur une coupe de tissu, fixé dans le formol et inclus en paraffine. [94, 96]

Dans I'adénocarcinome mammaire, les recommandations ASCO/CAP 2018 considérent
positif en FISH, la présence en moyenne de plus de 6 copies du gene ERBB-2 par noyau, ou
d’un ratio FISH de signaux géniques ERRB-2 sur signaux chromosome 17 égal ou supérieur a
2. Un résultat négatif correspond a moins de 4 copies du gene ERRB-2, ou d’un ratio FISH de
moins de 2. Entre ces valeurs, le résultat était auparavant considéré équivoque mais depuis

les recommandations ASCO/CAP 2018, ce dernier est également négatif (Fig. 17). [97]

. Ratio Her2/1722 O
Ratio HER2/CHRS 17<2 Ratio HER2/17<2 R:J"f,,:,;,ﬁ,; voc
HER2<4 4<Her2<6 Her226

l

NEGATIF POSITIF

Figure 17. Algorithme d’évaluation de I'amplification du géne ERBB-2 en FISH dans un adénocarcinome

mammaire invasif, selon les recommandations ASCO et CAP 2018. [98]
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e Amplification du gene ERBB-2 par détection des CNV en NGS

Aujourd’hui, la détection des variations du nombre de copies (CNV) d'un géne par
séquencage a haut débit (NGS) constitue une nouvelle méthode de détermination du statut
amplifié du gene ERRB-2. [99, 100] Il s’agit d’'un moyen a la fois économique et rentable
puisqu’il utilise trés peu de tissu tumoral, qui est un matériel précieux ainsi préservé, et qu’il
permet, dans le méme temps analytique, de déterminer la présence d’autres altérations,

comme les mutations somatiques. [101]

En biologie moléculaire, un CNV correspond a un fragment spécifique d’ADN dont le nombre
de copies varie de celui du génome de référence. [102] Il peut notamment exprimer la
présence d’une insertion, d’'une délétion ou d’une duplication d’'une région génomique.

[103]

En 2020, une étude de Niu et al. comparant les résultats entre les méthodes FISH et NGS
dans le cancer du sein, a déterminé qu’un CNV du gene ERBB-2 supérieur a 4 était le cut-off

positif suffisant a confirmer la présence d’une amplification génique. [99]

3.6.3 Altérations du géne HERZ2 et thérapies ciblées

De nos jours, la détermination du statut HER2 joue un r6le essentiel dans la prise en charge
thérapeutique des adénocarcinomes mammaires, gastriques et de la jonction oeso-
gastrique. Une surexpression protéinique et/ou une amplification génique de ERBB-2 sont
retrouvées dans 18-20% des cancers mammaires, et dans presque 20% des cancers de
I'estomac et de la jonction oeso-gastrique. [99] Des traitements ciblés anti-HER2, sous la
forme d’anticorps (AC) monoclonaux ou de TKI, sont approuvés par la FDA des Etats-Unis
et/ou I'’Agence européenne des médicaments (EMA) en traitement adjuvant ou au stade
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métastatique, parmi lesquels on retrouve le trastuzumab, le pertuzumab, le lapatinib, I'ado-
trastuzumab emtansine et le neratinib. [93, 101] Ces thérapies ciblées ont augmenté
significativement la survie des patients souffrant de cancers mammaires et gastriques avec
statut HER2 positif. [86] L'avéenement des ADC ciblant HER2, comme le trastuzumab
deruxtecan (T-DXd, DS-8201) et le disitamab vedotin (RC48), continue d’améliorer la prise en
charge thérapeutique des cancers mammaires et gastriques au statut HER2 positif, jusqu’a
méme lutter efficacement contre les tumeurs aux faibles niveaux d’expression de HER2 dans

le cancer du sein (tumeurs dites de catégorie HER2 faible). [83, 93]

3.6.4 Le statut HER2 dans les carcinomes pulmonaires non a petites cellules

Les CPNPC avec mutations du gene ERBB-2 partagent des caractéristiques clinico-
pathologiques similaires aux CPNPC EGFR-mutés : ils sont associés de fagon significative au
type histologique adénocarcinome, et sont plus fréquents chez les femmes, les non-fumeurs,

et la population asiatique. [83, 86]

Il s’agit le plus souvent d’insertions in-frame dans I'exon 20, surtout dans la séquence acide-
aminé Tyr-Val-Met-Ala au niveau du codon 776 [53]. Ces mutations entrainent I'activation
constitutive du récepteur et des voies de signalisation AKT et MEK. [85] Elles sont

mutuellement exclusives des mutations activatrices des génes EGFR et KRAS [86].

Les amplifications et mutations du géne ERRB-2 sont observées dans respectivement 2-5% et
2-3% des AP. [104, 105] La présence de ces altérations dans un CPNPC, ainsi que la
surexpression protéinique de HER2 (7,7-23% des CPNPC) sont toutes associées a un mauvais
pronostic. [83] Contrairement au cancer du sein, la corrélation entre surexpression
protéinique et/ou amplification génique et/ou présence d’une mutation somatique de ERBB-

2 est controversée. [106] Ce phénomeéne suggere I'existence d’entités clinico-pathologiques
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distinctes parmi les CPNPC ERBB-2-altérés, avec potentiellement des thérapies ciblées

propres a I'altération moléculaire concernée. [83]

L’article de synthese de Passaro et al. en 2022 fait le bilan des recherches et des résultats
obtenus dans les essais cliniques de phase Il portant sur |'efficacité des AC monoclonaux, TKI

ou ADC ciblant HER2 dans les CPNPC ERBB-2-mutés (Tableau Il).

Drug Type and No. of Objective Disease Median Progression- Median Overall
Referencer Patients Agent or Agents Response Control  free Survival (95% Cl)  Survival (95% Cl)
no. of patients (%) mo mo

Pan-ErbB family TKls

Kris et al. 2015 26 Dacomitinib 3 (12) — 3 (2-4) 9 (7-21)

Hyman et al. 2018 26 Neratinib 1(4) 11 (42) 5.5% —

Dziadziuszko et al. 2019 13 Afatinib 1(8) 7 (54) 3.7 (1.4-8.1)§ 12.9 (3.7-NR)§

Wang et al. 2019 15 Pyrotinib 8 (53) 11 (73) 6.4 (1.6-11.2) 12.9 (2.1-23.8)

Zhou et al. 2020 60 Pyrotinib 18 (30)9 51 (85) 6.9 (5.5-8.2) 14.4 (12.3-21.3)

Selective HER2 TKIs

Liu et al. 2020 9 Tarloxotinib 2 (22) 6 (67) — —

Le et al. 2021 74| Poziotinib 26 (35) 61 (82) 5.5 (0.6-17.6) —

Cornelisson et al. 2021 48**  Poziotinib 21 (44) 36 (75) 5.6 (0-20.2) -

Elamin et al. 2021 30 Poziotinib 8 (27) 22 (73) 5.5 (4.0-7.0) 15 (9.0-NR)

Trastuzumab

Hainsworth et al. 2018 14 Trastuzumab and per- 3(21) 6 (43) — —
tuzumab

Mazieres et al. 2021 45 Trastuzumab, pertu- 13 (29) 39 (87) 6.8 (4.0-8.5) —
zumab, and docetaxel

Antibody—drug conju-

gates

Li et al. 2018* 18 Trastuzumab emtan- 8 (44) 15 (83) 5 (3-9) —
sine

Li et al. 2021° 91 Trastuzumab derux- 50 (55) 84 (92) 8.2 (6.0-11.9) 17.8 (13.8-22.1)
tecan

* Cl denotes confidence interval, HER2 human epidermal growth factor receptor 2, NR not reached, and TKI tyrosine kinase inhibitor.
T Complete reference information is provided in the Supplementary Appendix, available with the full text of this editorial at NEJM.org.
I A confidence interval was not provided.
§ To obtain values in months, values in weeks were multiplied by 0.23.

Data are for objective response as assessed by an independent review committee.
| Data for 74 of 90 patients could be evaluated for response.
*#* Data are for patients who had not previously received treatment and were treated with poziotinib at a dose of 16 mg once a day.

Tableau Il. Synthése des essais cliniques de phase Il portant sur I’efficacité des AC monoclonaux, TKI et ADC

ciblant HER2 dans les CPNPC ERBB-2-mutés [107]

Les essais cliniques étudiant I'effet de I’AC monoclonal trastuzumab sur les CPNPC ERBB-2-
altérés ont montré peu d’effet clinique. [86] En effet, le trastuzumab donné en combinaison
avec le duo gemcitabine-cisplatine ou le docetaxel n’a pas apporté d’amélioration de la

survie chez des patients souffrant de CPNPC surexprimant la protéine HER2 en IHC. [85]
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En revanche, les TKI anti-HER2 (neratinib, afatinib, poziotinib et pyrotinib) ainsi que I’ADC
ciblant HER2 T-DXd ont chacun montré un réel bénéfice clinique chez des patients aux
CPNPC ERBB-2-altérés de stade avancé. [83] Dans l'essai clinique de phase Il DESTINY-
lung01, les réponses au T-DXd ont été observées chez des patients dont les CPNPC ERBB-2-
mutés ne surexprimaient pas la protéine HER2 et n’avaient pas non plus montré
d’amplification du géne. Cette étude a montré une réponse objective chez 55% des patients
guelque soit le site de la mutation ERBB-2, avec une médiane de durée de réponse de 9,3
mois, et une médiane de SSP ainsi que de survie en général de 8,2 et 17,8 mois

respectivement. [38]

L’ado-trastuzumab emtansine, un autre ADC que le T-DXd ciblant également HER2, semble
aussi efficace, atteignant des taux de réponse plus élevés que les TKI anti-HER2 dans les
essais de phase Il (0 a 19% vs 44%) et une SSP de 5 mois chez des CPNPC ERBB-2-mutés. Ces
réponses ont également été observées avec différents variants du gene ERBB-2 et différents

degrés d’expression de la protéine HER2. [107, 108]

A Iimage des recommandations internationales actuelles sur I’évaluation du statut HER2
dans les cancers mammaires et gastriques, 'identification des altérations moléculaires du
géne ERBB-2 semble tout aussi essentielle dans la prise en charge thérapeutique des
patients souffrant de CPNPC, et pourtant des recommandations ne sont pas encore

clairement établies a ce sujet.
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3.7 Objectifs de ce travail

Devant les résultats trés encourageants des essais cliniques de phase Il testant les ADC anti-
HER2 dans les CPNPC, nous nous sommes penchés sur I'évaluation du statut HER2 des
adénocarcinomes pulmonaires opérés au centre Jean Perrin, entre 2011 et 2014, afin d’'une
part d’avoir des données épidémiologiques et d’autre part, d’établir d’éventuelles
corrélations entre la présence d’altérations moléculaires du gene ERBB-2 et les

caractéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires associées a la tumeur.
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4.1 ABSTRACT

Background: Non-small cell lung cancer (NSCLC) has a poor prognosis despite an increasingly
broad therapeutic range. Patients with breast or gastric cancer are eligible for anti-HER2
monoclonal antibodies if ERBB-2 gene overexpression or amplification is identified in tumor
cells. Recent cytotoxic molecules conjugated to anti-HER2 monoclonal antibodies have
shown efficacy in HER2-low breast cancers (low expression without gene amplification) and
are undergoing phase Il clinical trials with promising results in ERBB-2-altered NSCLC,
particularly adenocarcinoma. The aim of this study is to determine the incidence of ERBB-2
alterations at protein and gene levels in a French cohort of patients with invasive lung
adenocarcinoma, and to identify any correlations between these alterations and clinico-
pathological and molecular data.

Materials and methods: This single-center retrospective study involved 206 patients who
underwent first-line surgery for invasive lung adenocarcinoma between 2011 and 2014 at
the Centre Jean Perrin in Clermont-Ferrand. All clinicopathological data were reported.
Immunohistochemical analysis was performed on formalin-fixed, paraffin-embedded tumor
samples with anti-HER2 and PD-L1 antibodies. Next-generation DNA sequencing was
performed using a custom-targeted panel of 45 genes of interest.

Results: Only seven mutations (2.9%) in the ERBB-2 gene were identified in all tumor
samples. No overexpression or amplification was found. PD-L1 was expressed in 30% of
tumors. HER2 expression without gene amplification was observed in 60% of cases (25%
HER2-low, 35% HER2 ultra-low). A positive correlation was observed between PD-L1 positive
expression (21%) and HER2-low expression (p=0.02). Somatic TP53 mutation was
significantly associated with HER2-low expression (p=0.002). Due to the small size of the
cohort, statistical analysis of ERBB-2 mutation was not possible.

Discussion: The low incidence rate of ERBB-2 mutations is consistent with the literature. We
observed no association between HER2 expression and gene mutation, as described in
several studies. Relationship between HER2-low expression and PD-L1 positive status in
NSCLC should be further determined in future studies. TP53 mutation associated with HER2-
low expression may be related to its ability to induce HER2 overexpression in cancer cells.
Conclusion: We plan to collect a large cohort of invasive lung adenocarcinomas selected on
the presence of ERBB-2 mutation to establish possible correlations with clinico-pathological
and molecular features.

Keywords: Lung adenocarcinoma, Molecular testing, HER2, Targeted therapy
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4.2 INTRODUCTION

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide. [109] In France, both the
incidence and mortality rates have slightly been decreasing in men whilst rising sharply in
women for the past decade. However, prognosis has yet to be improved in both parties with
a standardized five-year net survival of barely 20%. [1] Despite smoking being the main risk
factor of lung cancer, adenocarcinoma, which is currently the most frequent histological
type of NSCLC, has shown to be linked to non-smokers status and women suggesting the
existence of a subtype of adenocarcinoma that is due to other risk factors with a distinct
tumor biology. [2, 3, 7] Emerging treatments have been brought to light thanks to advances
in molecular testing and targeted therapies that are challenging both disease management
and the diagnosis process. In fact, the latest 5% edition of the WHO classification of thoracic
tumors underlines the importance of molecular profiling in NSCLC. [13] In France, the only
targeted agents approved for the first-line treatment of advanced NSCLC are TKI either
targeting EGFR mutations or ALK and ROS-1 rearrangements. [68] Studies observed that
EGFR-mutant NSCLC share similar clinical and pathological characteristics with ERBB-2-
mutant NSCLC, including the fact that both are seen predominantly in lung adenocarcinomas
(LAD). [86] Given that the therapeutic landscape is updating based on the molecular
identification of tumor-specific target sites and that HER2 status is already well recognized in
breast, gastric and gastro-esophageal cancers, the future of ERBB-2-targeted therapy in LAD
seems closer than ever. [101] Phase Il clinical trials studying the effect of ERBB-2-targeted
antibody-drug conjugates (ADC) in NSCLC showed promising results. [107] The aim of this
study is therefore to explore ERBB-2 alterations, at both protein and gene levels in a cohort
of 206 patients with invasive LAD, in order determine the frequency of these alterations and

to possibly establish clinico-pathological and molecular correlations.
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4.3 MATERIAL AND METHODS

Patients selection

This observational retrospective study included 206 patients with invasive LAD who
underwent surgery as first-line treatment at Centre Jean Perrin in Clermont-Ferrand
between 2011 and 2014. We retrieved clinical and pathological data from the electronic

medical record system.

Status of HER2 and TPS score evaluations

Each formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tumor sample from the resected specimens
was cut into a 4-um-thick section. Expression levels of biomarkers HER2 and PD-L1 were
assessed by immunohistochemistry using commercially available antibodies (HER2, clone
4B5, Ventana, Tucson, AZ and PD-L1, clone SP263, Ventana Tucson, AZ) and detection kits by
automated staining techniques (Benchmark ULTRA, Ventana, Tucson, AZ). Evaluation of the
two biomarkers expression on the immunohistochemistry slides was reviewed by a certified
pathologist (M. KOSSAI) and a resident (A. MOURAIRE). HER2 expression levels were
assessed according to the GEFPICS 2021 breast cancer guidelines (Appendix IIl). HER2
overexpression is composed of score 3+ and amplified score 2+, whereas HER2-low
expression includes score 1+ and non amplified score 2+. HER2-ultra-low expression is
defined as any weak membranous staining of 10% tumor cells (TC) or less. PD-L1 expression
levels were evaluated using the tumor proportion score (TPS), which is the number of PD-L1
positive TC, defined by partial or complete membrane staining at any intensity, on the total
number of viable TC among at least a hundred. A TPS score superior to 1% was viewed as
positive (1+) and one superior to 50% as highly positive (2+). Any TPS score below 1% was

considered negative.
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Molecular testing with next-generation sequencing (NGS)

Areas of interest were selected on tumor slides stained with hematoxylin phloxine saffron
(HPS). Corresponding FFPE samples were macro-dissected to extract the deoxyribonucleic
acid (DNA) from each tumor. DNA extraction was performed using the Promega Maxwell 16
and Maxwell ® 16 FFPE LEV DNA Purification kits. Libraries were prepared thanks to the
KAPA HyperPlus ROCHE kit. Capture techniques were made according to the Solid Tumor
Solution CSTS_B_V1 SOPHIA GENETICS panel. Sequencing was then conducted on Illumina’s
MiSeq sequencer. The panel used in Centre Jean Perrin targets 45 genes of interest (partial
gene sequences apart from TP53) in the theranostic molecular analysis of solid tumors

(Appendix IV).

Computer data analysis

Computer data analysis was performed using the SOPHIA DDM © platform version 5.2.1.1,
with ILLIXG1S4_FFPE_1 pipeline and GRCh37/hgl9 as the human genome reference
sequence. This DNA-based molecular analysis or DNA-seq allows the detection of numerous
alterations: nucleotide substitution (SNV), insertion/deletion (indel), copy number variation
(CNV) and micro-satellite instability (MSI). SNV and indel significance thresholds are defined
as followed: an allelic frequency of 5% and a sequencing depth of 300X. As regards CNVs, the
positivity threshold recommended by the supplier is the presence of at least 7 copies of the

gene of interest. Each of these criteria applied led to the selection of variants of interest.

Ethical approval
A no-objection letter was issued to each patient informing them of the use of their medical
data. Study ethics approval was obtained on June 12, 2023 (IRB committee of Centre Jean

Perrin, IRB 00013468).
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Statistical analysis

The primary objective of our study was to identify ERBB-2 alterations in treatment-naive
invasive lung adenocarcinomas, such as protein overexpression with immunohistochemistry,
as well as gene amplification and mutation with DNA-based NGS. Secondary objectives were
to assess the existence of correlations between clinical, pathological and/or molecular
features and ERBB-2 alterations, as well the existence of correlations between HER2
overexpression and amplification and/or mutation. Survival probabilities were calculated
using the Kaplan-Meier method. Quantitative variables were studied with Kruskal-Wallis
tests and qualitative variables with Chi-squared and Fisher’s exact tests. Statistical analysis
was performed using R software, version 4.3.1 and GraphPad Prism version 10. A p-value <

0.05 was considered statistically significant.

4.4 RESULTS

Patient characteristics

Clinical data were collected for the 206 patients and all their characteristics are presented in
Table Ill. There were more men (62.6%) than women (37.4%). The mean age at diagnosis
was 63,5 years old (range 41-84 years old) (Fig. 18). About 39% of patients had a history of
cancer from another location prior to diagnosis. Most patients (85%) were exposed to
smoking including 2% of them who suffered from passive smoking. More than half of the
active smokers had already quit at the time of diagnosis (55.8%) despite a median number of
pack-years of 30. Asbestosis exposure was found in 15 cases (7.3%). At diagnosis, node
metastases were present in 30.1% of cases and distant visceral metastasis in 5.9%. About
half of the patients (49%) underwent curative surgery and did not need follow-up treatment.
Forty-six percent of the patients either received adjuvant chemotherapy or radio

chemotherapy. Only one patient was eligible for immunotherapy at the time. Even though
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42% of patients were lost to follow-up, the prognosis of the disease in this study seemed

rather pejorative with 39% of reported cancer recurrences and a cancer-related death rate

of 19%.
N=206 N=206
No. %
Gender Male 129 62.6%
Female 77 37.4%
Age at diagnosis Median (range) 64 (41-84)
Smoking status Yes 175 85%
No 31 15%
Type of smoke exposure Active 171 83%
Passive 4 2%
No exposure 31 15%
Pack-years of smoking Median (range) 30 (0-82)
Smoking cessation before diagnosis Yes 115 55.8%
No 56 27.2%
Not concerned 35 17%
History of cancer Yes 80 38.8%
No 126 61.2%
Asbestosis exposure Yes 15 7.3%
No 191 92.7%
Multifocality at diagnosis Yes 35 17%
No 171 83%
Node metastasis Yes 62 30.1%
No 126 61.2%
Unknown 18 8.7%
Stage IA-1 13 6.3%
IA-2 39 18.9%
IA-3 20 9.7%
IB 20 9.7%
A 5 2.4%
IIB 40 19.4%
A 38 18.4%
1B 11 5.4%
IV-A 11 5.4%
IV-B 1 0.5%
Post-surgery treatment Surveillance 101 49%
Chemotherapy/radiochemotherapy 96 46.6%
Radiotherapy only 8 3.9%
Immunotherapy 1 0.5%
Cancer reccurrence Yes 80 38.8%
No 67 32.5%
Unknown 59 28.7%
Cancer-related death Yes 39 19%
No 82 39.8%
Lost to follow-up 85 41.2%

Table Ill. Clinical characteristics of the patients from the cohort.
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Figure 18. Distribution of age at diagnosis among 206 patients

The distribution of stage at diagnosis was rather regular between the different stages of the
disease apart from the llA stage (Fig. 19). However, both the very early (IA-1) and the later

stages (l1I-B, IV-A and IV-B) are less represented.
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0 5 10 15 20 25 30 35 40
Frequency

Figure 19. Stage at diagnosis distribution within the cohort
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Tumor characteristics

Because of multifocality at diagnosis (17%), 242 tumors were eventually included. About
60% of the tumors were found in the right lung and most of them were peripheral (206 out
of 242 tumors). The mean tumor size was 2,44 cm (range from 0,20 to 10 cm). About 29.8%
vascular and 30.6% pleural invasions were reported at diagnosis. Most tumors were TTF1-
positive (79%). Four cases were ALK-rearranged and only one carried ROS-1 rearrangement.
Per its glandular nature, more than half of the tumors (54.2%) showed acinar as main
pattern of architecture (Fig. 19). Pathological characteristics of the tumors are presented in

Table IV.

Micropapillary Lepidic

4% 6%

Papillary
14%

Solid
22%

Figure 20. Distribution of predominant architecture pattern within the cohort.
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N=242 N=242
No. %
Laterality Right 145 60%
Left 92 38%
Bilateral at diagnosis 5 2%
Situation Peripheral 206 85.5%
Proximal 29 12%
Not communicated 6 2.5%
Tumor size Mean, cm (range) 2.44 (0.20-10)
Predominant pattern of architecture (2 50%) | Acinar 142 54.2%
Solid 53 22.1%
Papillary 31 13.9%
Micropapillary 5 3.7%
Lepidic 11 6.1%
Necrosis Yes 41 17%
No 5 2%
Not communicated 196 81%
Vascular emboli Yes 72 29.8%
No 123 50.8%
Not communicated 47 19.4%
Pleural invasion Yes 74 30.6%
No 168 69.4%
TTF1+ Yes 191 79%
No 19 7.8%
Unknown 32 13.2%
ALK rearrangement Yes 4 1.7%
No 113 46.7%
Unknown 125 51.6%
ROS-1 rearrangement Yes 1 0.4%
No 29 12%
Unknown 212 87.6%

Table IV. Pathological characteristics of the tumors from the cohort

Immunohistochemical findings

A total of 30.6% of tumors expressed PD-L1 (TPS score). Among them, 47 tumors (19.4%)

showed a positive PD-L1 expression (2 1% and < 49%) and 27 tumors (11.2%) were highly

positive (PD-L1 > 50%). 168 tumors (69.4%) did not express PD-L1 (PD-L1 <1%). Figure 19

illustrates PD-L1 expression in some highly positive cases.
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Figure 21. PD-L1 expression in LAD. A: acinar LAD and B: solid LAD showing PD-L1 expression in 80-100% TC.

HER2 overexpression was not observed in any case. HER2 low expression was reported in
our study and found in around a quarter of cases (25.2%). Figure 20 shows the different
types of HER2 expression and staining intensities found in the study. Immunohistochemical

findings are presented in Table V.

Figure 22. HER2 expression in LAD. A: no expression of HER2 in TC, B: HER2 expression showing weak and

incomplete membranous staining and C: HER2 expression showing moderate and sometimes complete

membranous staining.
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N=242 | N=242
No %
TPS score (PD-L1) Highly positive (250%) 27 11.2%
Positive (from 1 to 49%) 47 19.4%
Negative (< 1%) 168 69.4%
HER2 score according to GEFPICS 2021 guidelines Negative 96 39.7%
Ultra-low 85 35.1%
Low 61 25.2%
Positive 0 -

Table V. Immunohistochemical findings for PD-L1 and HER2 expression in the cohort

Molecular findings

Molecular findings are presented in Table VI. Mutations in the ERBB-2 gene were found in 7

tumors (2.9%) by NGS analysis. In total, only 5 patients (2.4%) were affected because two of

them had multifocal tumor at diagnosis. Both EGFR and KRAS genes were the most

frequently found mutations, accounting for 83.5% and 62% of tumors respectively. The TP53

tumor suppressor gene was altered in 46.3% cases.
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N=242 N=242
No %
ERBB-2 mutation p.(lle654_lle655delinsValVal) 3 1,2%
p.(Ser335Cys) 2 0,8%
p.(Ser310Phe) 1 0.4%
p.(Tyr772_Ala775dup) 1 0.4%
No variant found 235 97.2%
Other oncogenic mutations EGFR Yes 202 83.5%
No 40 16.5%
KRAS Yes 150 62%
No 92 38%
BRAF Yes 12 5%
No 230 95%
MET Yes 23 9.5%
No 219 90.5%
STK11 Yes 38 25.7%
No 204 84.3%
TP53 Yes 112 46.3%
No 130 53.7%
FOXL2 Yes 8 3.3%
No 234 96.7%
MYOD1 Yes 5 2%
No 237 98%
SMAD4 Yes 3 1.2%
No 239 98.8%
CTNNB1 Yes 4 1.7%
No 238 98.3%
PIK3CA Yes 15 6.2%
No 227 93.8%
CDKN2A Yes 24 10%
No 218 90%
ALK Yes 1 0.4%
No 241 99.6%
ESR1 Yes 10 4.1%
No 232 95.9%
MAP2K1 Yes 4 1.7%
No 238 98.3%

Table VI. Molecular findings for ERBB-2 and other oncogenic mutations in the cohort

Clinicopathological and molecular correlations according to HER2 category groups

Clinico-pathological and molecular characteristics as well as survival were compared
according to HER2 category groups (negative, ultra-low and low). In our study, the Kaplan—
Meier survival curves revealed that the overall survival (OS) and progress-free survival (PFS)

were slightly better in the HER2 ultra-low category group (Fig. 23). In fact, PFS curve
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indicated, with a close to being statistically significant p-value of 0.052, that there was a two
to three-year shorter median between negative or HER2-low and HER2 ultra-low category
groups, which is defined as the length of time between diagnosis and disease progression or
death from any cause for 50% of patients within the group. Negative and HER2-low
categories medians were respectively sitting at the 3 and 4-year mark after diagnosis
whereas HER2 ultra-low categories only reached below the 50% PFS probability 6 years after
diagnosis.
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Figure 23. Overall and progression-free survival Kaplan-Meier curves by HER2 category
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No difference between HER2 category groups could be demonstrated for the following
quantitative clinical variables: tumor size and architectures (graphical analysis and Kruskal-

Wallis tests, per observation, N=242).
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Figure 24. Boxplot of quantitative clinical variables compared with HER2 category and associated p-values

There was also no difference between HER2 category groups regarding the following clinical,
pathological, and molecular qualitative variables: multifocality, laterality, situation, necrosis,
vascular emboli, pleural invasion, lymph node metastasis, stage at diagnosis, TTF1 status,
ALK and ROS1 rearrangements and any of the 16 oncogenic mutations apart from TP53
(Appendix V). We found a correlation between the presence of a TP53 mutation and HER2-
low expression (p=0.002, compared with negative HER2 expression) (Fig. 25A). Neither low
nor ultra-low HER2 expression was correlated with the presence of an ERBB-2 mutation.

(Fisher's exact tests, per patient, N=206 or per tumor, N=242).
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Figure 25. A : Distribution of TP53 mutation and B : Distribution of PD-L1 positive expression (> 1%)

within the three HER2 category groups

A Chi-squared test showed significant differences between the three category groups
(negative, ultra-low and low) regarding PD-L1 positive (PD-L1+) expression > 1% (p=0.02)
(Table VII). Fisher’s exact tests also revealed HER2-low expression is associated with PD-L1+
expression (= 1%) compared to HER2 negative (HER2-). When we grouped HER2 low and
HER2ultra-low cases compared with HER2 negative cases, the difference was significant with
more PD-L1+ (2 1%) cases in those harboring HER2 expression (p=0.03) (Fig. 25B). There was

no difference between groups with the highly positive PD-L1 threshold of 50%.
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N=242 Negative PD-L1 Positive PDL1
PDL1/HER2.categ No <1% 21%
HER2 negative 96 78 18
HER2 ultra-low 85 62 23
HER2-low 61 37 24

p-value (Chi-squared test) = 0.02

Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.006
Ultra-low/Negative 0.21
Ultra-low/Low 0.15
Low/Negative+Ultralow 0.36
Ultra-low+Low/Negative 0.03

Table VII. Contingency table for the variable positive PD-L1 expression (PD-L1> 1%) and HER2 category

Clinicopathological and molecular correlations according to ERBB-2 mutation
Clinicopathologic features and survival could not be compared according to ERBB-2 mutation
status as the number of tumors harboring an ERBB-2 mutation was too low. Statistical

analyses could not be carried out.

4.5 DISCUSSION

In this study, we sought to identify alterations of the ERBB-2 gene in a cohort of LAD in order
to analyze their frequency and to potentially highlight specific clinico-pathological and
molecular features. Indeed, ERBB-2-altered LAD are not well documented yet and the
understanding of their biology might be the key to new therapy targets, as in breast, gastric
and gastroesophageal junction (GEJ) cancers [101].

A few phase Il clinical trials studied the therapeutic effect of new antibody-drug conjugates
in NSCLC, trastuzumab deruxtecan (T-DXd) and ado-trastuzumab emtansine (T-DM1),
already shown to be efficient in HER2-low expressing breast cancers. [83, 110] In 2018, a

phase Il clinical trial in ERBB-2-mutant advanced NSCLC showed a 44% objective response
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rate (ORR) and a median PFS of 5 years with T-DM1. [108] In 2020, a phase Il clinical trial by
Li et al. studied the effect of T-DM1 in a cohort of ERBB-2 amplified and/or mutant NSCLC
and demonstrated anti-tumor activity with a median PFS of 5 years and an overall ORR of
51% (55% (6/11) ORR in the ERBB-2 amplification cohort, 50% (14/28) ORR in the ERBB-2
mutation cohort and 50% (5/10) ORR within the cohort of patients who had tumors with
both amplification and mutation of ERBB-2). [39] Another phase Il clinical trial selected
patients with HER2-overexpressed NSCLC to be given T-DM1 and the 3+ IHC score cohort
showed a 20% ORR with a 2.7 years median PFS. [111] In 2021, the DESTINY-LungO1 phase Il
clinical trial studied the efficacy of the other ADC T-DXd in HER2-overexpressed and in ERBB-
2-mutant metastastic NSCLC and was met respectively with a 24.5% and 61.9% ORR, as well
as 5.4 and 14 median PFS. [112, 113] Overall, as the evidence accumulates, it seems that
ADCs will one day be approved agents in the treatment of advanced NSCLC.

In the meantime, it is important to better define the clinicopathological and molecular
characteristics behind this specific subset of ERBB-2-altered NSCLC. This is what we have
attempted to do in this study for the first time in France using a cohort of LAD with ERBB-2
alterations. Epidemiology of ERBB-2 overexpressed, amplified and mutant NSCLC has already
been studied worldwide, notably in Germany, Italy, and Europe in general though there has
not been any French data published yet. [83] We chose to target adenocarcinoma over
NSCLC because it is the most frequently associated histological type with ERBB-2 alterations
(overexpression, amplification and mutation). [114, 115] Even though we found no HER2
overexpression nor ERBB-2 amplification within our cohort, we observed a 2.9% incidence
rate of ERBB-2 mutation, which is consistent with the literature with 1-3% in NSCLC among
European and American populations, in 2-3% in adenocarcinomas in general. [83, 105, 116]
We may not have found any ERBB-2 amplification because of the lack of standardization in

defining amplification with NGS method in lung cancer. [83] We applied the supplier
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recommended threshold of 6 copies to confirm amplification although Niu et al. suggested
the use of 4 NGS-derived copies confident positive cut-off in breast cancers. [99] In breast
cancer, HER2 overexpression, accounting for 15%-20% of primary breast cancers, occurs
predominantly through amplification and is associated with a more aggressive phenotype
and reduced time to progression and overall survival. [88, 117, 118] In NSCL, HER2
overexpression does not correlate with ERBB-2 amplification in contrast to breast cancer and
is more frequent in adenocarcinomas with well-differentiated histology. [119] According to
Zhao et al., HER2 overexpression is also associated with worse survival in NSCLC. [120] Kim.
et al observed significant correlations between HER2 overexpression and papillary
predominant architecture, as well as between ERBB-2 amplification and pleural invasion in a
cohort of 321 LAD. [106, 115]

Regarding HER2 expression by IHC, in our cohort, more than half of the tumors expressed
HER2 on an either low (25.2%) or ultra-low level (35.1%). HER2-low expression is common
across many solid tumors with 46.9% in lung, 47.1% in breast, 34.6% in gastric/GEJ and 50%
in salivary gland cancers in a study evaluating 4701 patients. [121] In breast cancer, HER2-
low cases are very heterogeneous and do not represent a molecular entity. Nevertheless, Li
et al. described some clinical and biological features of HER2-low breast cancers according to
the hormone receptor (HR) status. They also showed that, regardless of the HR status, HER2-
low cancers highly expressed HLAs in TC and PD-L1 in immune cells, both of which play a key
role in anti-tumor immunity [122]. On a clinical stand, HER2-low breast cancer should not be
seen as a distinct clinical entity of breast cancers as researchers from the University of
Chicago applied HER2-low status in 1.1 million breast cancer patients from the US National
Cancer Database and did not find difference in terms of response to treatment and

prognosis compared to HER2-negative tumors. [123]

65



In this study, we found significant differences between the three category groups of HER2
expression (low, ultra-low and negative) regarding PD-L1+ expression 2 1 %, (p=0.02). HER2
expression was positively correlated with PD-L1 expression. Significant cross talks between
HER2 and PD-L1 pathways have been demonstrated but the studies were mainly focused on
HER2 overexpression. [124] Okita et al. also showed that PD-L1 and HER2 overexpression are
inversely correlated in NSCLC whereas a recent study of Lian et al. observed positive
correlation between HER2 overexpression and PD-L1 expression in gastric adenocarcinomas.
[125, 126] The relationship between PD-L1 and HER2 expression, notably in NSCLC, should
be further determined in future studies, along with the analysis of the tumor
microenvironment which is influenced by both pathways. [127]

Our study also revealed a positive correlation between the presence of TP53 mutation and
HER2-low expression compared with negative HER2 expression (p=0.002). TP53 somatic
mutation is already known to induce overexpression of HER2 in cancer cells and this finding
suggests that it may also be involved in lower expressions. [128]

We found no difference between HER2 category groups with respect to tumor size,
architecture, stage at diagnosis, vascular and pleural invasions, TTF1 status, ALK and ROS1
rearrangements and many other clinico-pathological and molecular features. In our study,
the median PFS was not significantly different between the three HER2 category groups
although patients with a HER2 ultra-low tumor tended to have a better prognosis than
patients with HER2-low and negative tumors (p= 0.052).

We also observe no difference in the relationship between ERBB-2 mutation and HER2 levels
of expression (among ultra-low, low and negative HER2) (Appendix V). Unlike breast and
gastric cancers, ERBB-2 mutation, amplification and overexpression are not strictly
associated in NSCLC. [129] Consequently, Li et al. stated that ERBB-2-altered tumors are

distinct molecular entities with their own clinico-pathological features and prognosis in
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NSCLC, which should always be specified and studied accordingly. [105, 130] According to
our results, we would suggest that HER2-low LAD is probably not a separate entity of lung
cancer given the rare correlations identified, though further explorations must be carried
out, particularly on the underlying mechanisms between HER2 expression, TP53 gene and
PD-L1 along with the tumor microenvironment.

Unfortunately, the number of ERBB-2-mutant cases was not large enough to allow robust
statistical analysis. Therefore, we decided to set up a second large cohort of patients with
invasive lung adenocarcinomas this time selected on the ERBB-2-mutant criterion, which we

will further develop in a second phase.

4.6 CONCLUSION

En France, le cancer du poumon est le troisieme cancer le plus fréquent et constitue
toujours la premiere cause de mortalité par cancer. Malgré I'avenement des thérapies
ciblées et la mise a jour réguliere de recommandations, le pronostic du cancer pulmonaire
reste sombre et il persiste un réel besoin d’agents novateurs efficaces avec l'identification de
nouvelles cibles. Il est donc primordial de connaitre les altérations moléculaires permettant
d’activer ce potentiel levier d’action. Des essais cliniques de phase Il ont déja montré des
résultats prometteurs avec des molécules cytotoxiques conjuguées aux anticorps
monoclonaux anti-HER2 sur des cancers pulmonaires non a petites cellules ERBB-2-mutés et
dans les cancers du sein présentant une faible expression de HER2 sans amplification du
gene (catégorie HER2 faible). Dans cette cohorte de 206 patients porteurs d’un
adénocarcinome pulmonaire invasif, I'incidence d’'une mutation oncogénique du gene ERBB-
2 était de l'ordre de 2.9%, en concordance avec la littérature. Néanmoins, cela correspond a
un nombre de cas trop faible pour permettre d’établir des corrélations clinico-pathologiques

avec significativité statistique et robustesse. En revanche, la catégorisation des cas selon
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I'expression protéique de HER2 (catégories HER2-faible et ultra-faible) a permis de révéler
un lien significatif entre les statuts HER2-faible et PD-L1 positif (p=0.006). Il a également été
mis en évidence une association significative entre le statut HER2-faible et la présence d’une
mutation oncogénique du gene TP53, altération déja connue pour induire des fortes
expressions de HER-2 dans les cellules tumorales (p=0.002). Afin de compléter cette étude,
nous envisageons d’étudier une large cohorte composée d’adénocarcinomes pulmonaires
invasifs sélectionnés sur la présence d’'une mutation oncogénique du gene ERBB-2 déja
identifiée afin d’établir d’éventuelles corrélations entre ces altérations et le profil clinique du

patient, les caractéristiques histologiques et/ou moléculaires de la tumeur.
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6. ANNEXES

ANNEXE | : Classification TNM des carcinomes pulmonaires non a petites cellules, 8™

édition 2017 d’apres UICC/AJCC [131]

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

TO  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 minimalement-invasif

Tla <lcm
Tib >lcmet<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 a 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 cm mais <5 cm
T3  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 cceur 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 Meétastases dans les ganglions médiastinaux homolatéraux ou dans les ganglions sous-carénaires
N3  Maétastases ganglionnaires médiastinales controlatérales ou hilaires controlatérales ou scaléniques, sus-
claviculaires homo- ou controlatérales.
MO Pas de métastase a distance.
M1 Existence de métastases :
Mila Nodule(s) tumoral(ux) séparés dans un lobe controlatéral, ou nodules pleuraux ou pleurésie
maligne ou péricardite maligne
M1b Une seule métastase extra-thoracique dans un seul organe

T - Tumeur

N - Adénopathies

Métastases

Mic Plusieurs métastases extrathoraciques dans un seul ou plusieurs organes
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ANNEXE II. Stadification selon la classification TNM (8™ édition 2017) [131]

M1la-b Mic
Tout N Tout N

[
=
=
i |
|

A noter que les tumeurs TisNOMO correspondent au stade O et les tumeurs T1a(mi)NOMO a

un stade IA-1. [131]
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ANNEXE 11l : Recommandations GEFPICS 2021 pour I’évaluation du statut HER2 en

immunohistochimie dans les cancers infiltrants du sein [92]

Régle de lecture de I'intensité de marquage

- Forte : bien visible a 'objectif x4 — x5

- Modérée : perceptible a I'objectif x4 — x5, bien visible a Fobjectif x10 — x20

- Faible : imperceptible 3 I'objectif x4 — x5, perceptible  I'objectif x10 — x20, bien visible a I'objectif x40

IHC HER2 sur le contingent
invasif

* La définzion du score 1+ englobe aussi les déré de < 10% des cellules ot &
** La définition du score 2+ englobe sussi les L de < 10 % des cellules (cas hétérogines).
La dénomination « Statut HER2 falle » dans cette stuation est et n'est pas en I'absence ' AMM dans cette indication 3 'heure actuelle.
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ANNEXE IV : Panel NGS (ADN) customisé du laboratoire d’Anatomie et Cytologie

Pathologiques du Centre Jean Perrin

transcripts NM exon transcripts NM exon transcripts NM exon

AKT1 NM_005163.2 3 FGFR3 NM_000142.4 7et9etldet16 MYOD1 NM_002478.4 2

ALK NM_004304.3 21a25 FOXL2 NM_023067.3 1 NRAS NM_002524.3 2a4

BRAF NM_004333.4 1let15 GNA11 NM_002067.4 4et5 PDGFRA NM_006206.4 12,14,18
CDK4 NM_000075.3 1a3 GNAQ NM_002072.4 4et5 PIK3CA NM_006218.2 2,3,6,8,10,21
CDKN2A 77.4 1a3 GNAS NM_000516.5 8 POLE NM_006231.3 9,13,14
CTNNB1 NM_001904.3 3 H3F3A NM_002107.4 2 PTPN11 NM_002834.3 3

DDR2 NM_001014796.1 18 H3F3B NM_005324 2 RAC1 NM_018890.3 3

DICER NM_177438.2 24et25 HIST1H3B NM_003537.3 1 RAF1 NM_002880.3 7,10, 12,13, 14,15
EGFR NM_005228.3 18a21 HRAS NM_005343.3 2a4 RET NM_020975.4 11,13, 15, 16
ERBB2 NM_004448.3 8etl7 et 20 IDH1 NM_005896.3 4 ROS1 NM_02944.2 38,41
ERBB4 NM_005235.2 10 et12 IDH2 NM_002168.3 4 SF3B1 NM_012433.3 15217

ESR1 NM_000125.3 4a8 KIT NM_000222.2 82a11,13,17,18 SMAD4 NM_005359.5 8a12
FBXW?7 NM_033632.3 8212 KRAS NM_033360.3 2a4 STK11 NM_000455.4 1,4,5,8
FGFR1 NM_001174063 13 et 15 MAP2K1 NM_002755.3 2,3 TERT NM_198253.2 promoteur, 1,8,9,13
FGFR2 NM_000141.4 7etl2etld MET NM_001127500.1 2,14320 TP53 NM_000546.5 entier
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ANNEXE V : Extrait des tableaux de contingence issus de I’étude LASHES

N=242 PDL1 PD-L1
PDL1/HER2.categ No 21% <1%
HER2 negative 96 18 78
HER2 ultra-low 85 23 62
HER2-low 61 24 37
p-value (Chi-squared test) = 0.02
Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.006
Ultra-low/Negative 0.21
Ultra-low/Low 0.15
Low/Negative+Ultralow 0.36
Ultra-low+Low/Negative 0.03
N=242 PDL1 PD-L1
PDL1/HER2.categ No > 50% < 50%
HER2 negative 96 9 87
HER2 ultra-low 85 10 75
HER2-low 61 8 53
p-value (Chi-squared test) = 0.75
N=117 Positive ALK Negative ALK
ALK/HER2.categ No (IHC) (IHC)
HER2 negative 51 3 48
HER2 ultra-low 40 1 39
HER2-low 27 0 27
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.55
Ultra-low/Negative 0.63
Ultra-low/Low >0.99
Low/Negative+Ultralow N/A
Ultra-low+Low/Negative N/A
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N=31 Positive ROS1 Negative ROS1
ROS1/HER2.categ No (IHC) (IHC)
HER2 negative 15 0 15
HER2 ultra-low 11 0 11
HER2-low 6 1 5
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.29
Ultra-low/Negative >0.99
Ultra-low/Low 0.35
Low/Negative+Ultralow N/A
Ultra-low+Low/Negative N/A
N=242 Positive for BRAF Negative for
BRAF/HER2.categ No (NGS) BRAF
HER2 negative 96 3 93
HER2 ultra-low 85 3 82
HER2-low 61 6 55
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.09
Ultra-low/Negative >0.99
Ultra-low/Low 0.16
Low/Negative+Ultralow N/A
Ultra-low+Low/Negative N/A
N=242 Positive for Negative for
STK11/HER2.categ No STK11 (NGS) STK11
HER2 negative 96 15 81
HER2 ultra-low 85 16 69
HER2-low 61 7 54

p-value (Chi-squared test) = 0.48

&5




N=242 Positive for Negative for
MYOD1/HER2.categ No MYOD1 (NGS) MYOD1
HER2 negative 96 2 94
HER2 ultra-low 85 2 83
HER2-low 61 1 60
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative >0.99
Ultra-low/Negative >0.99
Ultra-low/Low >0.99
Low/Negative+Ultralow N/A
Ultra-low+Low/Negative N/A

N=242 Positive for TP53 Negative for
TP53/HER2.categ No (NGS) TP53
HER2 negative 96 35 61
HER2 ultra-low 85 39 46
HER2-low 61 38 23
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative 0.002
Ultra-low/Negative 0.22
Ultra-low/Low 0.06
Low/Negative+Ultralow 0.005
Ultra-low+Low/Negative 0.01
N=242 Positive for Negative for
ERBB2/HER2.categ No ERBB-2 (NGS) ERBB-2
HER2 negative 96 1 95
HER2 ultra-low 85 5 80
HER2-low 61 1 60
Chi-squared test not valid
Fisher's exact test p-value
Low/Negative >0.99
Ultra-low/Negative 0.10
Ultra-low/Low 0.40
Low/Negative+Ultralow N/A
Ultra-low+Low/Negative N/A

86




SERMENT D'HIPPOCRATE

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidéle aux lois
de I’honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. J'interviendrai pour les protéger si elles
sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la
contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de I’humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.
Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des circonstances
pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas
influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis(e) dans I'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Recu(e) a
I'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a
corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je
ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a I'accomplissement de ma mission. Je
n‘entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu’a leurs familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses
; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.
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SERMENT D'HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette FACULTE et de mes chers CONDISCIPLES, je promets et je
jure d'étre fidele aux lois de I'Honneur et de la Probité dans I'exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a I'indigent et je n'exigerai jamais un salaire au-dessus de mon
travail. Admis dans l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe, ma
langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les
meeurs ni a favoriser le crime.

Respectueux et reconnaissant envers mes MAITRES, je rendrai a leurs enfants I'instruction
gue j'ai recue de leurs peres.

Que les HOMMES m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses. Que je sois
couvert d'OPPROBRE et méprisé de mes confreres si j'y manque.
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Analyse du statut HER2 et corrélation clinico-pathologique dans les adénocarcinomes
pulmonaires
Etude LASHES

Résumé :

Contexte : Le cancer pulmonaire non a petites cellules (CPNPC) est de pronostic sombre malgré
un éventail thérapeutique de plus en plus large. Les patients porteurs d’un cancer du sein ou de
I'estomac sont éligibles aux anticorps monoclonaux anti-HER2 si une surexpression ou une
amplification du géne ERBB-2 est identifiée au niveau des cellules tumorales. De récentes
molécules cytotoxiques conjuguées a des anticorps monoclonaux anti-HER2 ont montré leur
efficacité dans les cancers du sein de catégorie HER2 faible (faible expression sans amplification
du gene) et font I'objet d’essais cliniques de phase Il avec des résultats prometteurs dans les
CPNPC ERBB-2-altérés, en particulier 'adénocarcinome.

Objectif : Le but de cette étude est de connaitre I'incidence des altérations ERBB-2 aux niveaux
protéique et génique dans une cohorte francaise de patients atteints d’adénocarcinome
pulmonaire invasif et d'identifier d’éventuelles corrélations entre ces altérations et les données
clinico-pathologiques et moléculaires.

Méthodes : Cette étude rétrospective monocentrique a porté sur 206 patients opérés en
premiere intention d'un adénocarcinome pulmonaire invasif, entre 2011 et 2014, au Centre
Jean Perrin de Clermont-Ferrand. L'ensemble des données clinico-pathologiques a été reporté.
Une analyse immunohistochimique a été effectuée sur les prélevements tumoraux fixés au
formol et inclus en paraffine avec les anticorps anti-HER2 et PD-L1 (TPS). Un séquencage de
nouvelle génération sur ADN a été réalisé en utilisant un panel ciblé personnalisé de 45 génes
d'intérét.

Résultats : Seules sept mutations (2,9%) du géne ERBB-2 ont été identifiées sur I'ensemble des
cas. Aucune surexpression ni amplification n'a été reportée. PD-L1 était exprimé dans 30% des
tumeurs. Une expression de la protéine HER2 sans amplification du géne ERBB-2 était observée
dans 60% des cas (25% HER2 faible, 35% HER2 ultra-faible). Il y avait une différence significative
dans I'expression positive de PD-L1 selon les trois groupes de catégories d'expression de HER2
(p=0,02). La mutation somatique de TP53 était significativement associée a une faible
expression de HER2 (p=0,002). En raison de la petite taille de la cohorte, les analyses statistiques
n'ont pas pu étre établies en ce qui concerne la mutation ERBB-2.

Conclusion : Le faible taux d’incidence des mutations de ERBB-2 est en concordance avec la
littérature. Nous n'avons pas observé d'association entre I'expression de HER2 et la mutation
génétique, comme cela a été décrit dans plusieurs études. Le lien entre faible expression de
HER2 et statut PD-L1 positif dans le CPNPC devrait étre approfondi dans de futures études.
L'association entre mutation TP53 et faible expression de HER2 peut étre liée a sa capacité a
induire une surexpression de HER2 dans les cellules tumorales. Une seconde large cohorte
composée d’adénocarcinomes pulmonaires sélectionnés sur le critere ERBB-2-muté suivra.

Mots-clés :
- Adénocarcinome pulmonaire - HER2

- Tests moléculaires - Thérapie ciblée




