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Les analyses de biomarqueurs sont essentielles pour orienter les décisions thérapeutiques et la
prise en charge clinique des patients atteints d’'un cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC).
Bien que I'utilité clinique des analyses complétes des mutations ponctuelles et des réarrangements
génétiques soit bien établie, 'accés aux analyses basées sur le séquencage de nouvelle génération
(SNG) en Ontario a été limité par le passé en raison des contraintes budgétaires provinciales.

Nous avons mené une étude rétrospective des dossiers médicaux de 215 patients diagnostiqués
avec un adénocarcinome pulmonaire sur une période de cinq ans (2016 a 2021) et nous rapportons ici
les pratiques observées en matiére d’analyses des biomarqueurs. Les tests comprenaient principalement
la détection par amplification en chaine par polymérase (PCR) des mutations courantes du récepteur
du facteur de croissance épidermique (EGFR) et 'immunohistochimie (IHC) pour la surexpression de
la kinase du lymphome anaplasique (ALK), avec ou sans hybridation in situ en fluorescence (FISH) de
confirmation. L’IHC était utilisée pour I'expression du ligand 1 de mort programmée (PD-L1). L'utilisation
de I'HC, permettant de détecter la surexpression de ROS1 en tant que substitut de la fusion ROS1,

a débuté au cours du premier trimestre 2020. Les analyses de routine de panels par SNG ont été
adoptées au premier trimestre 2021. Pour tenir compte des différences dans I'évaluation de 'EGFR par
PCR et par SNG, les risques de « faux négatifs » ont été estimés sur la base d'analyses bayésiennes.
Compte tenu de la portée limitée des tests de PCR en termes de variants détectés, le risque résiduel
d'un résultat EGFR « faux négatif » apreés le test a été estimé entre environ 1:90 chez les patients blancs
de type caucasien et environ 1:9 chez les patients asiatiques.
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Nous avons observé une mise en ceuvre cohérente des tests pour établir le statut de 'EGFR, de
ALK et du PD-L1 pendant la période d’étude, ce qui était conforme aux recommandations des lignes
directrices 2017 du National Comprehensive Cancer Network (NCCN). L’adoption tardive des analyses
de ROST1 et du profil mutationnel par SNG, y compris les tests pour les altérations de MET et de RET,
refléte toutefois les limites plus générales de la politique provinciale de financement et souligne la
nécessité d’'un accés équitable a des analyses exhaustives des biomarqueurs en Ontario.

Introduction

La prise en charge clinique du cancer du
poumon non a petites cellules (CPNPC) s'appuie
de plus en plus sur I'analyse de biomarqueurs, qui
sont devenus la pierre angulaire de I'oncologie de
précision et font désormais partie intégrante des
soins cliniques standards. L'utilisation de panels de
séquencgage de nouvelle génération (SNG) a large
spectre est systématiqguement recommandée pour
les patients atteints de CPNPC afin d'identifier les
facteurs oncogenes, notamment les mutations
ponctuelles et les réarrangements génétiques,
comme le reflétent les derniéres lignes directrices
du National Comprehensive Cancer Network
(NCCN)'2. Le colt élevé du SNG a cependant été
un facteur limitant dans de nombreux endroits,

y compris au Canada. En Ontario, l'introduction
d’'un programme « complet » d'analyses de
biomarqueurs du cancer visait a élargir 'accés
aux tests moléculaires pour le CPNPC, en
intégrant a la fois le SNG et les évaluations par
immunohistochimie (IHC) du ligand 1 de mort
cellulaire programmée (PD-L1). En 2021, Santé
Ontario — Action Cancer Ontario (OH-CCO) a
approuvé le SNG comme analyse initiale privilégiée
au moment du diagnostic, en remplacement des
tests monogéniques. Ce changement de politique
fait suite a une période durant laquelle d’autres
approches de tests moléculaires étaient plus
couramment utilisées a la place du SNG.

La valeur des analyses de biomarqueurs
pour établir un pronostic et orienter les
thérapies ciblées est bien établie. Le SNG offre
'avantage de détecter simultanément un large
éventail d'altérations qui peuvent étre ciblées,
notamment les mutations par saut de I'exon 14
du géne MET et les réarrangements du géne
RET, fournissant ainsi un profil moléculaire plus
complet de la tumeur de chaque patient. Grace a
un financement provincial cohérent, les patients
diagnostiqués avec un CPNPC en Ontario sont
plus susceptibles de bénéficier d'un accés
équitable aux diagnostics moléculaires, ce qui
permet aux cliniciens d’intégrer I'oncologie de
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précision dans I'élaboration du plan de traitement.
Les analyses de biomarqueurs fiables peuvent
s'avérer particulierement importantes dans une
région métropolitaine diversifiée comme Toronto,
ol une grande partie des patients sont des
immigrants originaires d'Asie de I'Est ou du Sud,
ou des membres des communautés autochtones.
Si I'on sait que les mutations de I'EGFR sont plus
fréquentes dans certaines populations asiatiques?,
la répartition des facteurs oncogénes pouvant
étre ciblés dans les cohortes multiethniques
nord-américaines reste mal comprise.

Dans cette étude, nous avons examiné les
pratiques en matiére d’'analyses de biomarqueurs
chez les patients atteints d'un CPNPC
diagnostiqué dans un seul centre universitaire
de Toronto entre 2016 et 2021. Nous décrivons
la transition de dépistages principalement
non basés sur le SNG a la mise en ceuvre d'un
dépistage a base de panels de SNG et évaluons
limpact clinique potentiel d’une détection limitée
des variants, y compris le risque de résultats
faussement négatifs chez certains sous-groupes
de patients.

Matériel et méthodologie

Plan de I'’étude et sélection de la cohorte

Il s'agit d’'une étude de cohorte
rétrospective monocentrique menée au Unity
Health Toronto, un hopital universitaire de
soins tertiaires situé en Ontario, au Canada. Au
total, 265 patients consécutifs diagnostiqués
avec un CPNPC entre 2016 et 2021 ont été
identifiés a partir des dossiers médicaux
électroniques (DME) et inclus dans I'étude a
des fins de caractérisation démographique et
clinique. Les patients diagnostiqués avec des
néoplasies neuroendocriniennes (incluant les
tumeurs carcinoides typiques, les carcinomes
neuroendocriniens pulmonaires a grandes
cellules et a petites cellules) ou des carcinomes
pléomorphes ont été exclus. Pour analyser les
schémas d’analyses de biomarqueurs, nous
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nous sommes concentrés sur 215 patients
présentant un adénocarcinome ou un carcinome
adénosquameux, confirmé par histologie, car ces
sous-types histologiques sont systématiquement
pris en compte pour des analyses moléculaires
conformément aux lignes directrices cliniques.
Les patients atteints d’'un carcinome épidermoide
(n = 50) ont été exclus de 'analyse des tests de
biomarqueurs en raison de la faible prévalence
de mutations activatrices exploitables dans

ce sous-groupe.

Méthodologie des analyses
de biomarqueurs

Toutes les analyses de biomarqueurs ont
été réalisées par des laboratoires de référence
externes. Pour les analyses du géne de 'EGFR,
des analyses par PCR ciblant les mutations
sensibilisantes les plus courantes (délétions de
I'exon 19 et substitutions p.L 858R de I'exon 21)
ont été utilisées. Les réarrangements du géne
ALK ont été évalués par IHC, généralement a
I'aide du clone DSF3, avec une hybridation in situ
en fluorescence (FISH) réalisée a la discrétion du
laboratoire d’analyse. Les analyses de 'expression
du PD-L1 ont généralement été réalisées a
I'aide du clone SP263 ou 22C3, en fonction du
protocole de I'établissement et de la disponibilité.
Les analyses du réarrangement de ROS17 par
IHC (clone D4D6) ont été introduites au premier
trimestre (T1) 2020.

Le SNG a été mis en ceuvre au premier
trimestre 2021 a l'aide d'un panel hybride
captant les mutations ciblées (« hotspots »), les
réarrangements génétiques et les altérations du
nombre de copies. Avant 2021, les approches se
basaient surtout sur I'analyse d'un seul géne. Les
décisions relatives aux analyses de biomarqueurs
étaient prises a la discrétion des oncologues ou
des pathologistes traitants, généralement sur la
base de I'histologie de la tumeur, du stade de la
maladie et de la disponibilité des échantillons.

Classification démographique

La race et l'origine ethnique n’étaient
pas indiquées distinctement dans les DME.
Afin d’estimer la prévalence des mutations de
'EGFR selon la race, les patients ont été classés
comme « asiatiques » ou « non asiatiques » a
partir de leur nom de famille, complété par leur
langue de préférence et leur pays de naissance,
lorsque ces informations étaient disponibles.
La catégorie « asiatique » comprenait les
patients d’Asie de I'Est, du Sud-Est et du Sud;
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les patients « non asiatiques » étaient présumés
étre principalement blancs/caucasiens. Cette
classification a été utilisée pour la modélisation
par sous-groupes du risque de faux négatifs
associé a l'analyse de 'EGFR par PCR.

Analyses statistiques

Des statistiques descriptives ont été utilisées
pour résumer les caractéristiques de la cohorte
et les fréquences des analyses de biomarqueurs.
Les différences entre les fréquences de mutation
observées et attendues ont été évaluées a
I'aide de tests du Chi carré bilatéraux, avec
une valeur de p < 0,05 considérée comme
statistiquement significative.

Une modélisation bayésienne a été
appliquée pour estimer le risque de résultats
faussement négatifs associés aux analyses de
'EGFR basés sur la PCR. Les estimations publiées
sur la prévalence des mutations EGFR dans les
populations asiatiques et blanches ont été utilisées
pour établir les probabilités pré-test. En supposant
une sensibilité de 90 % et une spécificité d’environ
100 % pour les tests PCR, les probabilités
post-test ont été calculées a l'aide du théoréme
de Bayes. Ce modeéle a permis d’'estimer le risque
résiduel de mutations EGFR non détectées apres
un résultat PCR négatif, stratifié selon 'origine
ethnique. Toutes les analyses statistiques ont été
réalisées dans R (version de base 4.1.1).

Résultats

Les schémas des analyses de
biomarqueurs dans la cohorte du CPNPN

L'’dge médian au moment du diagnostic
était de 68 ans. Les hommes représentaient une
Iégére majorité des patients (137/265, soit 51,7 %).
Parmi les patients dont le statut tabagique était
connu, 144 sur 203 (70,9 %) ont déclaré avoir
déja consommé du tabac. L'adénocarcinome
était le diagnostic histologique le plus fréquent,
identifié chez 211 des 265 patients (79,6 %),
suivi par 50 patients atteints d'un carcinome
épidermoide et 4 patients atteints d'un carcinome
adénosquameux. La plupart des patients
(63,9 %) ont été diagnostiqués au stade | selon
la classification de 'American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (8¢ édition). Un patient a été
diagnostiqué au stade 0, 167 au stade |, 31 au
stade ll, 41 au stade lll et 23 au stade IV. Les
données relatives au stade de la maladie n'étaient
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Figure 1. Schémas du statut des analyses de A) 'EGFR et de B) séquencgage de nouvelle génération (SNG) au
cours de la période de notre étude; avec 'aimable autorisation de Yunting Liu, Steven Shen, Manav Shukla,
Janet Malowany, Shaheed Hakim, Zared Aziz, David N. Parente, Victoria Cheung, Suneil Khanna, Yoo-Joung Ko,
Wondwossen Kidanewold, Michael A. Ko, Kelsie L. Thu, et Ju-Yoon Yoon.
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pas disponibles pour deux patients. La durée
médiane du suivi était de deux ans.

Toutes les analyses de biomarqueurs
pendant la période de I'étude ont été réalisées
par des laboratoires de référence externes. Pour
les patients atteints d'adénocarcinome ou de
carcinome adénosquameux (n = 215), les analyses
de biomarqueurs consistaient principalement en :
la détection par PCR des mutations courantes
de 'EGFR, telles que les délétions de I'exon 19 et
I'exon 21 p.L 858R; d'une IHC pour la surexpression
de la kinase du lymphome anaplasique (ALK),
utilisée comme substitut du réarrangement du
géne ALK et réalisée avec ou sans FISH; et d'une
IHC pour I'expression du PD-L1 (Figure 1). Le
test d'IHC pour ROST, utilisé comme marqueur
de substitution pour le réarrangement du géne
ROS1, a été mis en place au premier trimestre de
2020. Les analyses de SNG de routine basées sur
des panels ont été adoptées au premier trimestre
2021. A titre de comparaison, les lignes directrices
2017 du National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) avaient déja intégré les analyses de
ROST dans l'algorithme diagnostique principal et
incluaient la possibilité d’effectuer des analyses
par PCR ou par SNG pour les mutations de 'EGFR?.

Evaluation de I'impact

En génétique constitutionnelle, 'analyse
bayésienne a été utilisée pour calculer les
probabilités pré- et post-test pour les variants
germinaux pathogénes. Par exemple, le risque
de fibrose kystique associé aux variants du
géne CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) différe selon les
groupes ethnigues, certaines mutations étant
plus fréquentes dans certaines populations. Par
conséquent, la conception du test peut influencer
considérablement le risque résiduel aprés un
résultat négatif*®. Bien que ce canevas ne soit
pas systématiqguement appliqué en génétique
du cancer, il peut fournir des informations utiles
sur les différences de performance des analyses
entre les populations®. Dans cette étude, nous
avons appliqué 'analyse bayésienne pour estimer
limpact potentiel du recours a des méthodes non
basées sur le SNG pour I'analyse des biomarqueurs
du CPNPC.

Des mutations de 'EGFR ont été rapportées
chez environ 10 % des patients blancs/caucasiens
atteints de CPNPC, jusqu'a 19 % des patients
noirs et jusqu’a 50 % des patients asiatiques®78.
Les délétions de I'exon 19 et les variants p.L 858R
de I'exon 21 représentent environ 85 a 90 %
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des altérations de 'EGFR®. Les plateformes de
PCR étant souvent limitées a la détection de ces
variants courants, on peut en déduire que 10 2 15 %
des mutations EGFR auraient été manquées. En
supposant une sensibilité de 90 % et une spécificité
quasi parfaite pour les tests de PCR pour 'EGFR, le
risque d'un résultat faussement négatif est estimé a
environ (~) 1:9 pour un patient asiatique et a ~ 1:90
pour un patient blanc/caucasien (Tableau 1).

Parmi les 181 patients de notre cohorte dont
le statut EGFR était connu, des altérations ont été
identifiées chez 45 d'entre eux (24,9 %). Sur la base
de la composition raciale de notre cohorte, et en
supposant que les patients non asiatiques étaient
principalement blancs, la prévalence attendue
des altérations EGFR serait d’environ 14,4 %
(26/181). Le SNG a été réalisé chez 20 patients et
des altérations EGFR ont été détectées chez cing
d’'entre eux. Parmi les 161 patients qui n'ont pas subi
de SNG, le test PCR a identifié des mutations EGFR
chez 7 des 21 patients (33,3 %) d'origine asiatique,
un taux qui n'est pas statistiguement différent des
50 % attendus (Chi carré bilatéral p = 0,1899).

Des réarrangements de ALK ont été signalés
dans environ 5 % des cas de CPNPC™. Dans
notre cohorte, des réarrangements du gene ALK
ont été identifiés chez 3 des 176 patients (1,7 %)
ayant subi un test d'IHC pour ce géne, ce qui est
nettement inférieur a la fréquence attendue (Chi
carré bilatéral p = 0,0401). Des études précédentes
ont rapporté une sensibilité d’environ 90 % pour
la détection des réarrangements ALK par IHC™"2,
Certains réarrangements ont donc pu étre manqués
en utilisant ''HC comme unique modalité de
dépistage. Un réarrangement du gene ROS17 a été
identifié chez 1 des 42 patients évalués (2,4 %),
une fréguence conforme aux estimations publiées
de1a2 %M.

Discussion

Au cours de notre étude, nous avons observé
une mise en ceuvre rigoureuse des analyses de
'EGFR, de ALK et du PD-L1, principalement au
moyen de tests de PCR et d'IHC, avec ou sans FISH.
Toutefois, les analyses d'IHC pour le géne ROS1
n‘ont été introduites qu’au cours de la seconde
moitié de la période étudiée. Le profil mutationnel
a grande échelle a I'aide de panels de SNG a été
limité a la derniére année de la période étudiée.

En 2021, Santé Ontario — Action Cancer Ontario
(OH-CCO) a élargi les analyses de biomarqueurs
au moment du diagnostic pour inclure le SNG
comme plateforme de premiére ligne, remplagant
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Patient asiatique Patient blanc, caucasien

Statut du géne de 'EGFR Muté Type sauvage Muté Type sauvage
Probabilité pré-test 0,5 0,5 0,1 0,9

PCR négatif 0,1 = 0,1 ~1
Probabilité combinée 0,05 ~0,5 0,01 ~0,9
Probabilité a posteriori ~ 0,09 ~ 0,91 ~ 0,01 ~ 0,99
Risque (résiduel) ~1:9 ~1:90

Tableau 1. Risque de résultats du statut de 'EGFR faussement négatifs chez un patient atteint d'un CPNPC,

en fonction de I'origine ethnique; avec I'aimable autorisation de Yunting Liu, Steven Shen, Manav Shukla,

Janet Malowany, Shaheed Hakim, Zared Aziz, David N. Parente, Victoria Cheung, Suneil Khanna, Yoo-Joung Ko,
Wondwossen Kidanewold, Michael A. Ko, Kelsie L. Thu, et Ju-Yoon Yoon.

Abréviations : CPNPC : cancer du poumon non a petites cellules; EGFR : epidermal growth factor receptor
(récepteur du facteur de croissance épidermique); PCR : amplification en chaine par polymérase.

ainsi les tests monogéniques. Le schéma des
analyses de biomarqueurs observé dans notre
établissement refléte étroitement le modéle de
financement provincial de I'Ontario pour le CPNPC.
Bien que nos analyses pour 'EGFR, ALK et le PD-L1
soient conformes aux recommandations 2017 du
NCCN, ces lignes directrices incluaient également
les analyses de ROST et le SNG, soulignant

un retard important dans la mise en ceuvre de
stratégies complétes en matiére de biomarqueurs
en Ontario par rapport aux centres américains.

Sur les 215 patients de notre cohorte atteints
d’adénocarcinome/adénosquameux, et selon les
prévalences rapportées de ROST (~ 1-2 %)%,

du saut de I'exon 14 de MET (~ 3-4 %)%'6, des
réarrangements de RET (~ 1-2 %)V et considérant
que 195 patients n‘ont pas subi de SNG pendant

la période d'étude, ces altérations génétiques
ciblables ont pu étre manquées chez environ

10 a 16 (~ 5-8 %) des patients de la cohorte.

Un facteur important a prendre en compte
lors du choix d’'une modalité pour analyser les
biomarqueurs est la différence de sensibilité
analytique. La détection des mutations de 'EGFR
par PCR est trés sensible et peut également étre
appliquée a des échantillons de biopsie liquide™®.
Bien que les différences entre les plateformes
de PCR et de SNG aient été bien décrites,
nous n‘avons pas observé de preuve manifeste
d’impact négatif dans notre cohorte limitée.
Toutefois, I'absence de signification statistique est
probablement attribuable a la taille de I'échantillon.
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Le risque potentiel de résultats faussement
négatifs demeure, en particulier chez les patients
d’origine asiatique, chez lesquels la prévalence des
mutations de 'EGFR est plus élevée.

Nos conclusions relatives au réarrangement
de ALK suggeérent un taux de détection inférieur
aux prévisions, ce qui souléve la possibilité que
la sensibilité du test ait pu jouer un réle. Bien que
la sensibilité rapportée de I'lHC pour ALK soit
élevée (~ 90 %)""?, I'utilisation de I'lHC seule, par
opposition au FISH ou au séquengage de 'ARN
dés le départ, ne peut pas expliquer entierement
cette divergence.

Les risques estimés de résultats de '/EGFR
faussement négatifs présentés dans le tableau 1
sont basés uniquement sur l'origine ethnique. Ces
risques toutefois sont également modulés par
d’autres facteurs cliniques, tels que les antécédents
tabagiques. De plus, les mutations activatrices dans
'adénocarcinome pulmonaire sont généralement
mutuellement exclusives?. Par exemple, un patient
dont I'analyse de la tumeur par SNG identifie une
mutation KRAS p.G 12C aurait une probabilité
quasi nulle de présenter également une mutation
EGFR. Le principal avantage du SGN réside dans
sa capacité a identifier de maniére exhaustive
les facteurs oncogénes mutuellement exclusifs,
minimisant ainsi le risque de résultats faussement
négatifs ou faussement positifs. Ceci souligne
également limportance de refaire des analyses
dans les cas ou le matériel diagnostique initial est
insuffisant pour le SGN.
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Conclusion

En résumé, cette étude rétrospective décrit
les tendances réelles en matiere des analyses
de biomarqueurs pour le CPNPC dans un centre
universitaire canadien pendant une période
d'évolution de la politique de financement
provinciale. Alors que les tests pour 'lEGFR, ALK
et le PD-L1 étaient bien établis et conformes aux
lignes directrices, la mise en ceuvre tardive des
analyses de ROST et du SNG refléte les obstacles
systémiques a un profilage moléculaire complet.
Nos conclusions soulignent I'importance d’'un
acces équitable a des analyses a large panel
et mettent en évidence les limites des tests
monogéniques, en particulier dans les populations
ethniquement diversifiées. La poursuite des efforts
visant a normaliser les pratiques dans les analyses
des biomarqueurs dans toutes les instances sera
essentielle pour optimiser 'oncologie de précision
dans le traitement du cancer du poumon.
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