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CBNPC : cancer bronchique non a petites cellules

CTLA-4 : cytototix T-lymphocyte Antigen-4
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INTRODUCTION

Le cancer du poumon est la principale cause de déces liée au cancer dans le monde
(1). Le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) est le sous-type le plus fréquent,
représentant environ 85% de tous les cancers du poumon (2). Jusqu'a récemment, le
traitement du CBNPC a un stade avancé était basé sur I'utilisation d’'une premiéere ligne avec
un doublet de chimiothérapie a base de sel de platine, et d’'une deuxieme ligne par
docétaxel. Actuellement, l'immunothérapie représente une nouvelle approche
thérapeutique avec un bénéfice en survie. L'efficacité et la tolérance a l'immunothérapie
sont meilleures que les chimiothérapies et deviennent une véritable voie d'espoir et de
développement dans le cancer du poumon. Le nivolumab est un anticorps anti-PD-1, qui a
obtenu en France, |'Autorisation Temporaire d'Utilisation en juin 2015, dans le CBNPC
avancé, prétraité par chimiothérapie (3,4). Ces dernieres années, les études étaient
également positives pour I'immunothérapie en premiére ligne (5). Certains patients ont des
réponses a I'immunothérapie surprenantes et durables, mais pour seulement 20 a 25%
d’entre eux. C’est la raison pour laquelle, a I'heure actuelle, identifier des facteurs prédictifs
de réponse a I'immunothérapie est essentiel (6,7).

Actuellement, |'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales ou les lymphocytes
infiltrant les tumeurs ne peut étre considérée comme un biomarqueur spécifique (8,9). En
2016, plusieurs études sont venues conforter la supériorité du traitement anti-PD-1 en
termes de survie globale sur le docetaxel. Ce bénéfice était observé dans I'ensemble de la
population étudiée. Bien que les patients qui exprimaient fortement PD-L1 étaient les plus
répondeurs, ceux qui exprimaient faiblement le ligand n’étaient pas, pour autant, non
répondeurs. L'expression de PD-L1 est donc un biomarqueur prédictif d’'une réponse
favorable mais il n’a pas d’utilité comme biomarqueur d’'une réponse négative. Ainsi,
I'identification des biomarqueurs, comme déterminants de la réactivité aux anticorps de
blocage de la voie PD-1, reste un enjeu majeur pour aider a la décision thérapeutique.

Dans le mélanome métastatique, traité par immunothérapie, la recherche sur les
biomarqueurs a fait I'objet de nombreuses études. Il est prouvé qu'un taux élevé de
neutrophiles sur lymphocytes (NLR) avant d'initier I'ipilimumab chez les patients atteints de

mélanome métastatique est un facteur indépendant d’'une mauvaise survie (10) et les taux



relatifs d'éosinophiles et de lymphocytes sont associés a une meilleure survie globale chez
les patients traités par pembrolizumab pour un mélanome avancé (11). Nous avons voulu
étendre cette découverte dans le cancer du poumon.

L'objectif de cette étude était d’évaluer le rapport NLR et les taux d’éosinophiles et
de lymphocytes comme biomarqueurs simples et reproductibles de réponse au nivolumab

pour les patients atteints de CBNPC métastatique.



MATERIEL ET METHODES

Il s'agit d'une étude rétrospective, monocentrique, non randomisée d'une série
consécutive de patients traités par nivolumab pour un CBNPC métastatique dans le service

de pneumologie du CHU Gabriel Montpied de Clermont-Ferrand.

Les criteres d'inclusion comprenaient : les patients atteints d'un cancer du poumon
non a petites cellules de stade IV, histologiguement prouvé, qui avaient recu une premiere
cure de nivolumab entre le 22 Juin 2015 et le 22 Juillet 2016. La date de point était fixée au
31 Octobre 2016, de facon a ce que tous les patients aient au moins réalisé une évaluation
thérapeutique. Un patient a été exclu de I'analyse en raison d'un mélanome synchrone au

cancer du poumon.

Nous avons identifié, a partir de la base de données de la pharmacie, tous les
patients qui avaient recu du nivolumab pendant la période de I'étude. Pour chaque patient,
nous avons recueilli rétrospectivement les informations cliniques suivantes : les données
démographiques, le Performans Status, la perte de poids et le statut tabagique. Nous avons
par la suite recueilli les caractéristiques suivantes : le type histologique, la biologie
moléculaire, le stade TNM (selon la classification TNM 2009) et le nombre d'organes
métastatiques (en précisant la présence ou non de métastases cérébrales, hépatiques et
osseuses). Concernant la prise en charge oncologique, nous avons relevé pour tous les
patients : le nombre et le type des lighes de chimiothérapie recues. Nous avons également
noté si les patients avaient une corticothérapie a linitiation de I'immunothérapie.

L'exhaustivité du recueil des données a été permise par |'étude des dossiers médicaux.

Des prises de sang de routine étaient effectuées dans différents laboratoires avant
chaque cure de nivolumab. Nous avons recueilli : les taux absolus de neutrophiles et de
lymphocytes, pour calculer un rapport neutrophiles sur lymphocytes « Neutrophils
Lymphocyte Ratio » (NLR) et le nombre de plaquettes pour calculer le rapport des
plaguettes sur les lymphocytes « Platelets to Lymphocytes Ratio » (PLR). Nous avons

également recueilli I'éosinophilie. Toutes ces données biologiques ont été relevées au



moment du diagnostic, a la premiére ligne de chimiothérapie, a l'initiation du nivolumab et a

chaque évaluation thérapeutique, qui était réalisée toutes les 4 cures.

Le nivolumab était administré par voie intraveineuse a 3 mg.kg'1 toutes les 2
semaines, jusqu'a la progression de la maladie ou jusqu’a une toxicité inacceptable. Une
corticothérapie concomitante était autorisée pour les patients pour lesquels il était
impossible d'arréter la corticothérapie avant le début du nivolumab. Une tomodensitométrie
(TDM) cérébrale et thoraco-abdomino-pelvienne était réalisée toutes les 4 cures.

Nous avons estimé que la maladie était rapidement progressive et que les patients
étaient des « mauvais répondeurs » a I'immunothérapie, lorsque le déces survenait au cours
des trois premiers mois aprés le début du nivolumab. A I'inverse, nous avons considéré les
patients « longs répondeurs au nivolumab », les patients qui recevaient du nivolumab
pendant 6 mois ou plus.

Nous avons réalisé une analyse en sous-groupe concernant les patients d’emblée

métastatiques au diagnostic, afin d’obtenir une population plus homogene.

Le critére d'évaluation principal était la survie globale (SG), définie comme le délai

entre la premiére cure de nivolumab jusqu’au déces toute cause.

Les critéres d’évaluation secondaires étaient la survie sans progression (SSP)
déterminée comme la progression de la maladie a partir de la date du début du nivolumab,
et le taux de réponse au traitement, mesuré par les criteres immune Response Evaluation

Criteria In Solid Tumours (iRECIST).

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Stata (version
13, StataCorp, College Station, TX). Les caractéristiques des patients ont été présentées par
une moyenne * écart-type (Standard Deviation SD), ou la médiane [intervalle interquartile]
pour les données continues (hypothése de normalité évaluée en utilisant le test Shapiro-
Wilk), et par le nombre de patients et les pourcentages associés pour les parametres
catégoriques. La survie globale (SG) et la survie sans progression (SSP) ont été estimées selon

I'approche de Kaplan-Meier. En analyse univariée, le test statistique Log-rank a été utilisé



pour étudier la valeur prédictive des caractéristiques des patients sur la SG et la SSP. En
analyse multivariée, une régression de Cox a été réalisée d’aprés les résultats univariés et les
parametres cliniqguement et biologiquement pertinents. L'hypothése du risque proportionnel
a été étudiée a l'aide du test de Schoenfeld et un « tracé résiduel ». Les interactions entre les
facteurs prédictifs possibles ont également été testées. Les résultats ont été exprimés en
termes de risque et d'intervalle de confiance a 95%. Pour les analyses univariées : le test t de
Student ou le test de Mann-Whitney étaient utilisés, lorsque les hypotheses de test t
n’étaient pas respectées pour des variables quantitatives (comparaisons entre déces
précoces ou non) et Chi-squared ou le test exact de Fisher pour les paramétres catégoriels ;
pour l'analyse multivariée : le modele linéaire généralisé (régression logistique) a été utilisé

pour les criteres dichotomiques.



RESULTATS

Nous avons traité 124 patients atteints d’un cancer bronchique non a petites
cellules (CBNPC) a un stade avancé par nivolumab entre le 22 juin 2015 et le 22 juillet 2016.

Les caractéristiques de la population sont présentées dans le tableau 1.

La majorité de la population était masculine et fumeuse (fumeurs actifs ou ex-
fumeurs). Tous les patients avaient recu une premieére ligne de chimiothérapie comprenant
un sel de platine. 23 (18.5%) patients avaient regu une chimiothérapie adjuvante apres une
résection chirurgicale et 15 patients (12.1%) avaient eu une radio-chimiothérapie
concomitante ou séquentielle. Sauf pour une personne, qui avait récidivé localement apres
un traitement local, tous les patients étaient métastatiques au début du nivolumab. Au
début de I'immunothérapie, 42 patients (33.9%) avaient des métastases cérébrales, 20
patients des métastases hépatiques (16.1%) et 36 patients (29%) des métastases osseuses.
Toutes les métastases cérébrales étaient soit asymptomatiques (pour 10 patients) soit
controlées par une radiothérapie cérébrale (pan-encéphalique ou stéréotaxique, pour 32

patients).

La majorité des cancers étaient des adénocarcinomes (68.5%), le deuxiéme type
histologique le plus fréquent était le carcinome épidermoide (25.8%) et 7 patients avaient un
autre type histologique (4 carcinomes indifférenciés a grandes cellules, 2 carcinomes

neuroendocrines a grandes cellules et 1 carcinome a cellules fusiformes).

Le nivolumab a été prescrit en deuxieme ligne pour 76 patients (61.3%), en
troisieme ligne pour 26 patients (21%) et en quatrieme ligne ou plus chez 17 patients

(13.7%).

Parmi les 9 patients recevant une corticothérapie au début du nivolumab, 7
personnes avaient plus de 10 mg par jour. 7 patients avaient des corticoides pour des

symptdémes neurologiques et 2 pour des symptdémes respiratoires.



Juste avant la premiere injection de nivolumab, le rapport Neutrophiles sur
Lymphocytes (NLR) moyen était de 5.02 et le rapport du taux de plaquettes sur lymphocytes
(PLR) moyen était de 263.83. Les moyennes des taux sanguins de lymphocytes,
d'éosinophiles et de plaquettes étaient respectivement de 1.439 G/I, de 0.165 G/I, et de
298.646 G/I, a I'initiation du nivolumab.

En moyenne, le nombre de cures de nivolumab recues était de 7.5 cures [1 ; 36].

Le suivi médian était de 6 mois [2.6-10.3].

A la date de point, 48.65% des patients étaient vivants (36 patients). 35.5% des
patients étaient encore en cours de traitement par nivolumab. Pour les autres, les motifs
d’arrét de I'immunothérapie étaient : 21% pour décés ; 37.9% pour progression tumorale ;
0.8% (1 patient) pour toxicité cutanée grade IV et 4.8% (6 patients) pour une autre cause
(dégradation de I'état général, insuffisance rénale).

Parmi les patients qui avaient progressé sous nivolumab (47 patients), 70% des patients ont
bénéficié par la suite d’une nouvelle ligne de chimiothérapie et 30% de soins de support

seuls.
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Tableau 1.
Caractéristiques de la population totale (124 patients)

Variables n (%)
Age (ans), moy + sd 64.4+9.2
Hommes 87 (70.2)
Fumeurs 108 (87.1)
ECOG performance status,
n (%)

0 13 (10.5)

1 96 (77.4)

2 15 (12.1)
Perte de poids > 5% 46 (37.1)
Histologies

Adenocarcinomes 85 (68.5)

Carcinomes épidermoides 32 (25.8)

Autres 7 (5.6)
Mutation KRAS 26 (21)
Nombre d’organes métastatiques

0 1(0.8)

1 40 (32.3)

2 54 (43.5)

>3 29 (23.4)
Métastases cérébrales 42 (33.9)
Métastases hépatiques 20 (16.1)
Métastases osseuses 36 (29)
Chimiothérapie adjuvante 23 (18.5)
Radio-chimiothérapie 15 (12.1)
Nombre de ligne(s) de chimiothérapie recue(s)

1 76 (61.3)

2 26 (21)

>3 17 (13.7)
Corticothérapie en cours 9(7,2)
Neutrophiles (G/1) 5.236 +2.738
Plaquettes (G/1) 298.646 + 125.349
Lymphocytes (G/1) 1.439+£0.788
Eosinophilie (G/1) 0.165 +0.185
NLR 5.02 £ 4.68
PLR 263.83 + 170.55

Moy : moyenne, sd : standard deviation, ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group, NLR : Neutrophils to
Lymphocytes Ratio, PLR :Platelets to Lymphocytes Ratio.
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Résultats pour la Survie globale (Tableau 2)

La survie globale médiane de la population étudiée était de 11.6 mois [2.5; NA] (Figure 1).

e Parameétres cliniques et anatomo-pathologiques :

Une perte de poids de plus de 5% (entre la premiere ligne de traitement et
I'initiation du nivolumab) était associée a une moins bonne survie globale (HR univarié =
1.80, IC 2 95% [1.08-3.00], p = 0.03 et HR multivarié = 2.00, IC 95% [1.18-3.38], p = 0.009).

Les patients qui étaient métastatiques en cérébral avaient une SG réduite (HR
univarié = 1.70, IC a 95% [1.05-2.86] et HR multivarié = 1.89, IC a 95% [1.09-3.29]).

Aucune différence statistiquement significative n’a été mise en évidence pour le

nombre d’organes métastatiques, les métastases hépatiques et osseuses.

En analyse univariée, les patients traités pour un autre sous-type histologique
avaient une survie médiane globale plus faible, a 2.5 mois [0.3-NA], versus 12.9 mois [3.3-
NA] pour les adénocarcinomes et 11.6 mois [2-NA] pour les carcinomes épidermoides (HR

univarié =2.91, 1ICa 95% [1.13-7.47], p = 0.03).

e Parameétres thérapeutigues :

Les patients qui avaient regu un traitement adjuvant aprés une chirurgie thoracique

avaient une meilleure chance de survie (HR univarié = 0.36, IC a 95% [0.15-0.84], p = 0.02).

Le nombre de lignes de chimiothérapie antérieures n’était pas statistiquement

significatif, et il n’y avait pas de différence statistiguement significative de SG pour les

patients qui recevaient une corticothérapie.
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e Polynucléaires neutrophiles :

Un taux de polynucléaires neutrophiles > 8 G/I a l'initiation du nivolumab était
associé a une moins bonne survie globale sous nivolumab (HR univarié = 2.63, IC a 95%

[1.39-4.98], p=0.003 et HR multivarié = 2.37,1C a 95% [1.05-5.37], p=0.038).

e Eosinophiles :

Une éosinophilie élevée a l'initiation du nivolumab était associée a une meilleure
survie globale sous nivolumab : les patients avec une éosinophilie a l'initiation du nivolumab
> 0.3 G/I avaient une SG médiane non atteinte versus une SG médiane de 8.3 mois quand
I’éosinophilie initiale était < 0.3 G/I (HR univariée = 0.26, IC a 95% [0.08-0.85], p = 0.04 et HR
multivariée = 0.23, IC a 95% [0.07-0.77], p = 0.017) (Figure 2).

Cependant, une éosinophilie > 0.3 G/I au diagnostic de la maladie n’influencait pas
la SG (avec la survie définie par le temps écoulé entre la date du diagnostic au déces)

(p=0.90).

A la premiére évaluation thérapeutique, donc aprés 2 mois de traitement par
nivolumab (aprés 4 cures), 25% des patients avaient une éosinophilie > 0.3 G/I, sans
influence statistiquement significative sur la survie globale (HR = 0.50, IC a 95% [0.19-1.28], p
=0.15).

Six patients ont eu une augmentation de |'éosinophilie au cours du traitement :
avec une éosinophilie < 0.3 G/I a l'initiation du nivolumab puis une éosinophilie > 0.3 G/I
aprés 2 mois d'immunothérapie (HR = 0.45, IC a 95% [0.19-1.09], p = 0.07).
Au cours du traitement, les patients qui avaient un taux d’éosinophilie dépassant au moins
une fois le seuil de 0.3 G/I (61 patients), avaient une meilleure survie globale sous nivolumab

(HR = 0.34, IC & 95% [0.16-0.69], p = 0.003).
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e Lymphocytes:

En univarié, un nombre élevé de lymphocytes au début du nivolumab était associé
a une meilleure survie globale, avec une survie médiane quand le taux de lymphocytes a
I'initiation du nivolumab était > 1.5 G/l a 8.3 mois [2-NA] (53 patients), versus 13.1 mois [4.3-
NA] quand le taux de lymphocytes initial était <1.5 G/I (HR univariée = 0.59, IC a 95% [0.34-

0.99], p = 0.03), mais ce résultat n’était pas statistiquement significatif en multivarié.

e Neutrophiles / Lymphocytes (NLR) :

Un rapport NLR > 3.5 juste avant la premiére injection de nivolumab était
significativement associé a une survie globale réduite (HR univarié = 2.38, IC a 95% [1.40-
4.06], p = 0.001 et HR multivarié = 2.09 [1.18-3.70], p = 0.011) (Figure 3).

De méme, le rapport NLR = 3.5 au moment du diagnostic était également associé a

une SG réduite (HR =1.93,1Ca 95% [1.16-3.21], p = 0.011).

e Plaquettes / Lymphocytes (PLR) :

En analyse univariée, un rapport PLR 2 200 avant la premiére injection de
nivolumab, était significativement associé a une survie globale réduite (HR univarié = 1.85,
95% Cl [1.08-3.15], p = 0.02), mais cette différence n’était pas statistiquement significative

en multivarié.
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Figure 1. Courbes de Kaplan-Meier relatives a la SG et la SSP (124 patients)

La courbe pleine représente la survie globale (médiane 11.6 mois) et la courbe en pointillés la
survie sans progression (médiane 8.3 mois), des patients traités par nivolumab, pour un cancer
bronchique non a petites cellules a un stade avance.
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Figure 2. Courbes de Kaplan-Meier relatives a la SG selon I’éosinophilie a Dinitiation du
nivolumab (124 patients)

La courbe en pointillés correspond a la survie globale des patients avec une €osinophilie a I’initiation
du nivolumab > 0.3 G/I (14 patients, médiane non atteinte) et la courbe pleine a la survie globale des
patients avec une éosinophilie a I’initiation du nivolumab < 0.3 G/I (110 patients, médiane 8.3 mois)
(p=0.008).
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Figure 3. Courbes de Kaplan-Meier relatives a la SG selon le NLR a Dinitiation du nivolumab
(124 patients)

La courbe pleine correspond a la survie globale des patients avec un NLR < 3.5 a I’initiation du
nivolumab (60 patients, médiane non atteinte) et la courbe en pointillés a la survie globale des patients
avec un NLR > 3.5 a Iinitiation du nivolumab (64 patients, médiane 5.4 mois) (p=0.007).

17



Résultats pour la Survie Sans Progression (Tableau 2)

La survie sans progression (SSP) médiane était de 8.3 mois (Figure 1).

e Parameétres cliniques :

Une perte de poids de plus de 5% était associée a une moins bonne SSP (HR

multivarié = 2.00, IC a 95% [1.18-3.38], p = 0.009).
De méme, un mauvais état général a l'initiation du nivolumab (Performans Status =

2), était associé a une survie sans progression statistiquement plus courte (HR multivarié =

3.62, IC 3 95% [1.09-12.01], p = 0.036)

e Eosinophiles:
Les patients qui avaient un taux d’éosinophilie > 0.3 G/I a linitiation du nivolumab,
avaient une meilleure SSP sous nivolumab (figure 4) (HR multivarié=0.17, 1C95% [0.05-0.60],

p=0.005).

e Neutrophiles / Lymphocytes :

Un rapport NLR > 3.5 a l'initiation du nivolumab influencait de maniére négative la
SSP, avec une médiane de 3.5 mois contre 13.1 mois pour les patients avec un NLR pré

thérapeutique < 3.5 (HR multivarié = 1.79, IC a 95% [1.01-3.17], p = 0.047) (Figure 5).
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Figure 4. Courbes de Kaplan-Meier relatives a la SSP selon 1’éosinophilie a I’initiation du
nivolumab (124 patients)

La courbe en pointillés correspond a la survie sans progression des patients avec une éosinophilie a
I’initiation du nivolumab > 0.3 G/I (14 patients, médiane non atteinte) et la courbe pleine a la survie
sans progression des patients avec une éosinophilie a I’initiation du nivolumab < 0.3 G/I (110 patients,
médiane 6.6 mois) (p=0.005).
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Figure 5. Courbes de Kaplan-Meier relatives a la SSP selon le NLR a P’initiation du nivolumab
(124 patients)

La courbe pleine correspond a la survie sans progression des patients avec un NLR a I’initiation du
nivolumab < 3.5 (60 patients, médiane 13.1 mois) ; et la courbe en pointillés a la survie sans
progression des patients avec un NLR > 3.5 a D’initiation du nivolumab (64 patients, médiane 3.5
mois) (p=0.047).
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Résultats pour le Taux de réponse au traitement (Tableau 2)

Au total, 100 patients ont bénéficié d’'une évaluation thérapeutique apres 2 mois

de traitement par nivolumab.

Selon les critéres iRECIST, apres 4 cures de nivolumab, le taux de réponse partielle
était de 8%, le taux de réponse stable était de 33% et le taux de patients qui avaient

progressé était de 27%.

32 patients étaient considérés en pseudo-progression. Parmi eux, a I'évaluation
scannographique rapprochée a 1 mois: 26 patients avaient une maladie stable, 2
présentaient une réponse partielle et 4 patients présentaient une progression de leur
maladie. Donc au total, 28 patients avaient une « pseudo-progression vraie » a la premiere

évaluation thérapeutique de traitement par nivolumab.

Aucun des facteurs étudiés n’influencaient la réponse au traitement.
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Tableau 2. Analyses univariées et multivariées des OR pour la réponse thérapeutique et des HR pour la survie globale (SG) et la
survie sans progression (SSP) pour les patients traités par nivolumab pour un CBNPC avancé (124 patients)

Variables

OR Réponse (IC 95%)

HR pour SG (IC 95%)

HR pour SSP (IC 95%)

Unadjusted Adjusted

Unadjusted

Adjusted

Unadjusted

Adjusted

Age (ans), moy = sd

Age > 65 ans

Hommes

Fumeurs

ECOG performance status,
n (%)

[EEN

Perte de poids > 5%
Histologies

Adenocarcinomes
C. épidermoides
Autres

Mutation KRAS
Nombre d’organes
métastatiques

IV N, O

Métastases cérébrales

Métastases hépatiques
Métastases osseuses
Chimiothérapie adjuvante
Radio-chimiothérapie
Nombre de ligne(s) de
chimiothérapie recue(s)

v N -

Corticothérapie en cours

0.97 [0.93;1.01]

0.89 [0.40;1.96]
1.23 [0.53;2.86]
1.46 [0.47;4.52]

0.57 [0.16;2.01]
0.59 [0.09;3.98]
0.86 [0.37;1.95]

1.50 [0.59;3.83]
0.79 [0.11;5.97]
1.37[0.50;3.78]

0.62 [0.25;1.55]
1.73[0.54;5.58]
1.02 [0.45;2.34]

2.22[0.66;7.54]
1.62 [0.62;4.24]
0.59 [0.23;1.49]

0.64 [0.23;1.82]
1.56 [0.42;5.76]
4.00 [0.40;39.8]
0.52 [0.11;2.45]

0.99[0.96;1.02] -
0.75[0.45;1.25] -
1.03[0.59;1.80] -
1.53[0.65;3.56] -

3.70[0.90;15.3] -

12 [2.66;53.8]
1.80 [1.08;3.00]

6.32 [1.28;31.09]
2.00 [1.18;3.38]

1.28[0.72;2.27] -

2.91[1.13;7.47]

0.78[0.39;1.58] -

1.10[0.59;2.05] -
1.89[0.98;3.65] -

1.70 [1.02;2.86]

1.89 [1.09;3.29]

1.58[0.84;2.98] -
1.57[0.92;2.68] -

0.36 [0.15;0.84]

0.43 [0.18;1.04]

1.620.80;3.30] -

0.69 [0.37;1.30] -
0.70 [0.32;1.52] -
1.78[0.72:4.37] -
2.09[0.90;4.89] -

0.99 [0.96;1.02]

0.87 [0.54;1.41]
1.13[0.66;1.92]
156 [0.71;3.41]

2.10 [0.76;;5.81]
558 [1.79;17.4]
1.70 [1.05;2.74]

1.14[0.65;1.97]
2.16 [0.84;5.48]
0.83 [0.44;1.57]

0.94 [0.52;1.70]
2.11[1.16;3.85]
151 [0.92;2.48]

1.61[0.98;2.65]
1.73 [1.05;2.85]
0.63 [0.32;1.20]
1.740.91;3.33]

0.64[0.35;1.17]
0.91[0.46;1.84]
1.81[0.75;4.37]
2.05 [0.88;4.76]

3.62[1.09;12.01]
2.00 [1.18;3.38]

1.35[0.78;2.33]

2.06 [1.19;3.56]

Neutrophiles > 8 G/I
Plaquettes > 400 G/I
Lymphocytes > 1.5 G/I
Eosinophilie > 0.3 G/I
Eosinophilie > 0.1 G/I
NLR=>3.5

PLR > 200

1.30[0.36 ;4.78] - 2.63[1.39;4.98] 2.37 [1.05;5.37] 2.55[1.39;4.69] 1.70[0.81;3.58]
1.73[0.55 ;5.42] - 2.33[1.31;4.17] 1.40[0.70 ;2.81] 2.31[1.32;4.05] 1.71[0.89;3.31]
0.39[0.17 ;0.89] 0.54 [0.19 ;1.48] 0.59 [0.34 ;0.99] 0.66 [0.30 ;1.44] 0.54[0.32;0.90] 0.56 [0.28 ;1.14]

0.96[0.31;3.01] - 0.26 [0.08 ;0.85] 0.23 [0.07 ;0.77]  0.22[0.06 ;0.70]  0.17 [0.05 ;0.60]
057[0.24;1.32] - 0.49 [0.29 ;0.82] 0.52[0.32 ;0.84]

1.87[0.83:4.19] - 2.38[1.40 ;4.06] 2.09 [1.18 ;3.70] 2.40 [1.46 ;3.96] 1.79[1.01;3.17]
2.66 [1.17 ;6.03] 1.77[0.19;1.48] 1.85 [1.08 ;3.15] 1.26 [0.52;2.91] 2.15[1.28 ;3.58] 1.70 [0.92 ;3.13]

OR : Odds Ratio, HR : Hazard Ratio, IC 95% : intervalle de confiance & 95%, SG : survie globale, SSP : survie sans progression, Moy :
moyenne, sd : standard deviation, ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group, NLR : Neutrophils to Lymphocytes Ratio, PLR : platelets
to Lymphocytes Ratio.
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Facteurs prédictifs d’un décés précoce sous nivolumab :

33 patients (26.4%) sont décédés dans les trois premiers mois de traitement par

nivolumab. Seulement 2 patients avaient bénéficié d’un traitement adjuvant (p=0.031).

Parmi ces 33 patients « hyper-progresseurs », 24 patients (72.7%) avaient un

rapport NLR > 3.5 a l'initiation du nivolumab (p = 0.004).

Le taux médian d’éosinophilie a I'initiation du nivolumab dans cette population,
était de 0.07 G/I. Seulement 1 patient (3.03%) avait une éosinophilie a l'initiation du
nivolumab > 0.3 G/I, et il y avait 13 patients (39.4%) qui avaient une éosinophilie > 0.1 G/I a
I'initiation du nivolumab. Parmi les patients décédés dans les 3 premiers mois de traitement
par nivolumab, les chances de survie étaient plus élevées quand |'éosinophilie pré-

thérapeutique était > 0.1 G/I (HR = 0.34, IC 95% [0.15-0.77], p = 0.01).

Dans cette population, il n’y avait pas de lien statistiquement significatif avec la SG

sous nivolumab pour les autres parameétres étudiés.

Facteurs prédictifs d’une longue réponse au nivolumab :

47 patients (37.9%) avaient regu du nivolumab pendant > 6 mois.

Les patients qui présentaient : une perte de poids > 5%, des métastases cérébrales
a linitiation du nivolumab et/ou un rapport NLR pré-thérapeutique > 3.5 avaient
statistiquement moins de chance d’étre de longs répondeurs au nivolumab (p=0.011,

p=0.016 et p=0.006, respectivement).

Les patients qui avaient un taux d’éosinophilie a I'initiation du nivolumab > 0.1 G/I

(36 patients) ou > 0.3 G/I (10 patients) avaient plus de chance d’étre de « longs répondeurs »

au nivolumab (HR = 0.26, IC 3 95% [0.08-0.84], p = 0.025).
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Stades IV au diagnostic :

74 patients avaient été diagnostiqués a un stade d’emblée métastatique. Les

caractéristiques de la population sont résumées dans le tableau 3.

Dans la population stade IV au diagnostic, un taux d’éosinophilie > 0.3 G/l a
I'initiation du nivolumab était également associé a une meilleure survie globale sous
immunothérapie (avec une SG médiane non atteinte versus une SG médiane a 4.3 mois pour
les patients qui avaient un taux d’éosinophilie < 0.3 G/I a linitiation du nivolumab)

(p=0.015).

De facon identique a I'étude de la population générale, on retrouvait un raport NLR 2

3.5 associé a une moins bonne survie globale sous nivolumab (Tableau 4)
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Tableau 3. Caractéristiques de la population stade 1V au diagnostic (74 patients)

Variables

Age (ans), moy + sd
Hommes

Fumeurs

ECOG performance status,
n (%)

Histologies

Mutation KRAS

Nombre d’organes métastatiques

Métastases cérébrales
Nombre de ligne(s) de chimiothérapie regue(s)

Corticothérapie en cours

Neutrophiles (G/I)
Plaquettes (G/I)
Lymphocytes (G/1)
Eosinophilie (G/1)
NLR

PLR

[EEN

Adénocarcinomes
Carcinomes épidermoides
Autres

vV N =

v N =

n (%)
64.4 £ 9.6

44 (59.5)
64 (86.5)

7(9.5)
55 (74.3)
12 (16.2)

57 (77)
14 (18.9)
3 (4.1)
16 (21.6)

18 (24.3)
34 (46)

22 (29.7)
31 (41.9)

50 (67.6)

14 (18.9)

10 (13.5)

7 (9.5)

5.214 + 4.059
294.758 + 114.484
1.534 +0.753
0.20 +0.38

4.20 + 3.58
226.854 + 121.259

Moy : moyenne, sd : standard deviation, ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group, NLR : Neutrophils to
Lymphocytes Ratio, PLR : platelets to Lymphocytes Ratio.
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Tableau 4. Analyses univariées et multivariées des HR pour la survie globale (SG) des patients traités par
nivolumab pour un CBNPC d’emblée stade IV au diagnostic (74 patients).

Variables

Age > 65 ans

Hommes

Fumeurs

ECOG performance status,
n (%)

Perte de poids > 5%
Histologies

Nombre d’organes métastatiques

[N

4.44[0.60 ;32.74], p=0.144
24.21 [2.99 ;195.80], p=0.003

HR pour SG (IC 95%)
Unadjusted
1.0 [0.98;1.04], p=0.635

0.87 [0.45;1.65], p=0.66
1.18[0.46;3.03], p=0.73

1.05 [0.99;1.11], p=0.133

Adenocarcinomes -
1.12 [0.49;2.56], p=0.26
1.59 [0.38;6.70], p=0.53

Carcinomes épi.
Autres

vV N =

1.26 [0.581;2.72], p=0.562
2.19 [0.89;5.41], p=0.088

Adjusted

1.35[0.60 ;3.02], p=0.464

Métastases cérébrales 1.82 [0.95 ;3.47], p=0.069

Neutrophiles > 8 G/I 1.08 [1.02 ;1.14], p=0.004  2.03[0.99 ;4.15], p=0.052
Plaquettes > 400 G/I 1.00 [0.99 ;1.01], p=0.162 -

Lymphocytes > 1.5 G/I 0.72 [0.45 ;1.14], p=0.161

Eosinophilie > 0.3 G/I 0.29[0.11 ;0.82], p=0.019  0.20 [0.55 ;0.73], p=0.015
Eosinophilie > 0.1 G/I 0.51[0.27 ;0.98], p=0.042

NLR >3.5 2.02[1.06;3.83], p=0.032  2.22[1.09 ;4.55], p=0.029
PLR > 200 1.00[0.99;1.00], p=0.092 -

OR : Odds Ratio, HR : Hazard Ratio, IC 95% : intervalle de confiance a 95%, SG : survie globale, SSP : survie
sans progression, Moy : moyenne, sd : standard deviation, ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group,
NLR : Neutrophils to Lymphocytes Ratio, PLR : platelets to Lymphocytes Ratio.
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DISCUSSION

Nous rapportons une survie médiane de 11.6 mois, de la premiere injection de
nivolumab au décés toute cause, ce qui est conforme aux résultats de la littérature, qui
rapporte une survie globale médiane de 9.9 mois (12).

Pour les patients traités pour un CBNPC métastatique, un rapport NLR avant l'initiation du
nivolumab était associé a des moins bonnes survies sous immunothérapie. A l'inverse, nos
résultats ont montré qu’un taux élevé d’éosinophiles sanguins en pré-thérapeutique

améliorait la survie sous traitement.

Nous retrouvons dans nos résultats, les facteurs de mauvais pronostic associés a
une survie globale réduite, tels qu’un mauvais état général (avec un PS > 2 et la perte de
poids > 5%), qui sont des facteurs de mauvais pronostic validés, souvent associés a une
espérance de vie réduite et a une majoration de la toxicité des traitements.

A l'inverse, les facteurs de bon pronostic, telle qu’'une maladie localisée au thorax au
diagnostic, était associée a une meilleure survie globale, ce qui était le cas des patients qui

avaient regu une chimiothérapie adjuvante.

Le nombre d’organes métastatiques n’était pas associé a une moins bonne survie,
ni la présence de métastases hépatiques et/ou osseuses a l'initiation du nivolumab. Par
contre, les métastases cérébrales, souvent exclues des études sur le nivolumab, étaient
associées a une moins bonne survie globale (HR=1.70, IC a 95% [1.02-2.86], p<0.05). A noter
gue pour notre étude, nous avons inclus les patients qui avaient des métastases cérébrales
asymptomatiques et non traitées (10 patients), ce qui n’était pas le cas dans les études
CheckMate (CheckMate-017 et CheckMate-057), ou seuls les patients avec des métastases
cérébrales traitées étaient éligibles, il fallait également que leur état neurologique soit
revenu a I'état initial et qu’ils ne recoivent plus de corticoides ou qu’ils soient en phase de
stabilisation ou de décroissance (avec une corticothérapie < 10mg par jour de prednisone ou
équivalent), ce qui peut expliquer que la présence de métastases cérébrales a l'initiation du
nivolumab dans notre cohorte soit associée a une moins bonne survie globale sous

immunothérapie (3,4).
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La corticothérapie peut étre un facteur de confusion et sa gestion pendant
I'immunothérapie n'est pas standardisée. Dans notre étude, les corticoides ont été initiés
avant le nivolumab et ont été poursuivis pendant le traitement, ils n’étaient pas associés a la
survie globale sous nivolumab (HR = 2.09, IC a 95% [0.90-4.89], p = 0,11). Des
corticostéroides concomitants ont été autorisés pour 9 patients (7,2%) et 7 patients (5.6%)
recevaient une corticothérapie a une dose > 10 mg / jour de prednisone ou équivalent, qui
correspond a la dose limite recommandée sous nivolumab (13). Nous n'avons pas pris en
compte les patients qui avaient regu une courte durée de corticostéroides inclus dans un
schéma de chimiothérapie antérieur, mais une étude réalisée chez des patients atteints de
cancer du poumon a démontré qu'un NLR > 5 en pré thérapeutique était un facteur prédictif
d'une survie plus faible, indépendamment d'une corticothérapie courte recue en
prémédication d’une chimiothérapie (14). Par ailleurs, en excluant les 9 patients qui avaient
une corticothérapie a linitiation du nivolumab, nous retrouvions les mémes résultats

statistiques.

Les réponses les plus robustes aux traitements anti-PD-1 et anti-PD-L1 ont été
mises en évidence dans le mélanome et le cancer bronchique non a petites cellules. La
particularité de ces deux cancers est qu’ils sont caractérisés par la présence d’une
importante charge mutationnelle (15). Le cancer du poumon cause une accumulation de
mutations somatiques dont résulte I'expression de néoantigenes (16). Ces néoantigénes
vont étre reconnus par la réponse immune anti-tumorale lymphocyte T-dépendante, en
activant notamment les lymphocytes T CD8+. Récemment, une étude a évalué la corrélation
entre la charge mutationnelle (qui était mesurée a partir de la technique Hybrid Capture-
based next generation sequancing) et la réponse aux anti-PD-1 et anti-PD-L1 pour les
patients atteints d’un cancer bronchique non a petites cellules (17), cette étudet a démontré
gue les patients qui avaient une importante charge mutationnelle, répondaient mieux a

I'immunothérapie (p=0.0001) (18).

Pour rappel, le nivolumab est un anticorps monoclonal humain de type

immunoglobuline G4 (IgG4) qui potentialise les réponses des lymphocytes T, dans la réponse

immune anti-tumorale. Le nivolumab se lie au récepteur PD-1 (programmed death-1), un
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régulateur négatif de I'activité des cellules T, et blogue son interaction avec les ligands PD-L1
et PD-L2, impliqués dans l'inhibition de la prolifération des cellules T et de la sécrétion de
lymphokines (Figure 6). Cette interaction active le systeme immunitaire de I'hote et le
blocage de PD-1 inverse partiellement I'épuisement ces cellules T dans le micro-

environnement tumoral (19).

Proteine PD-L1
Récépteur PD-1

‘ Cellule

Cellule immunitaire

cancéreuse /"\‘IACTIVE

Liaison normale du -

systeme de défense

Traitement Traitement

anti-PD-LT >\ anti-PD-1 = hivolumab
. Cellule
immunitaire

Cellule ACTIVE
cancereuse y |

Liaison normale du

systéme de défense

Figure 6

Schéma d’action du nivolumab

(www.e-cancer.fr. Institut Nnational du Cancer)
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L'immunothérapie induit des réponses thérapeutiques durables pour une partie
seulement des patients. Dans le cancer du poumon non a petites cellules, le taux de réponse
aux anti-PD-1/PD-L1 est d’environ 25% (3,20), d’ou I'importance de mieux comprendre les
mécanismes de résistance a 'immunothérapie et de rechercher des facteurs prédictifs de

réponse a I'immunothérapie.

Le cancer du poumon, comme dans de nombreux cancers humains, est caractérisé
par |'afflux de cellules immunitaires suppressives des lymphocytes T, telles que :

- les lymphocytes Treg (lymphocytes T régulateurs, qui sont une sous population de
lymphocytes T CD4+ ayant la propriété d’inhiber la prolifération d’autres
lymphocytes T effecteurs),

- les cellules myéloides suppressives (en anglais Myeloid-Derived Suppressor Cells, qui
sont des cellules immunitaires d’origine myéloide, comme les monocytes, dont les
propriétés sont immunosuppressives)

- et les polynucléaires neutrophiles.

Il est donc logique que la quantité et / ou le phénotype de ces cellules contiennent, avec leur
capacité immunitaire, également une valeur prédictive de réponse a 'immunothérapie anti-

tumorale.

Dans notre étude, un taux élevé de PNN (> 8 G/I) a l'initiation du nivolumab était
associé a une moins bonne survie globale sous nivolumab (HR multivarié = 2.37 [1.05 - 5.37],
p<0.05). Dans ce cas, le taux de polynucléaires neutrophiles reflétait I'échappement tumoral
a I'attaque immunologique. En effet, il a été démontré qu’une inflammation chronique peut
favoriser le développement de cancers et/ou la progression de tumeurs établies. La cellule
tumorale se servant ainsi pour sa propre croissance de certaines cellules du systéme
immunitaire et des molécules qu’elles produisent. Les macrophages et les neutrophiles
jouent un role important dans cette inflammation chronique en sécrétant des facteurs de
croissance de la tumeur [Epidermal Growth Factor (EGF), facteurs pro-angiogéniques
(Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)), Fibroblast Growth Factor (FGF), enzymes qui

dégradent la matrice (Matrix Metallopeptidase 9 (MMP-9)), héparanase] qui favorisent
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également I'invasion tumorale. lls produisent aussi des radicaux libres de I'oxygene qui sont

génotoxiques, des cytokines et des chimiokines qui amplifient I'inflammation (21).

Il existe donc des effets bénéfiques mais aussi potentiellement déléteres du

systéme immunitaire dans le controle de la progression tumorale.

Le NLR est un rapport intéressant, mixte, qui évalue le nombre de polynucléaires
neutrophiles (reflet du syndrome inflammatoire chronique, délétére), et le nombre de
lymphocytes, qui est un acteur clé de la réponse immunitaire induite par le nivolumab
(bénéfique). Une diminution du rapport NLR est secondaire a une diminution du taux de
polynucléaires neutrophiles (isolée ou plus importante que la variation des lymphocytes), ou
a une augmentation du taux de lymphocytes (isolée ou plus importante que la variation du
taux de PNN), ou les deux (diminution des PNN et augmentation des lymphocytes).

Un certain nombre d'études a démontré qu'un faible taux de NLR était associé a
une survie plus longue chez les patients atteints de mélanome, traités avec une
immunothérapie (22,23). Récemment, une étude menée aupres de 58 patients atteints de
mélanome métastatique traité avec l'ipilimumab en monothérapie (un anticorps monoclonal
humain de type IgG1 dirigé contre la protéine CTLA-4, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) a
montré que le NLR en tant que variable continue et un NLR > 4 étaient significativement
associée a une moins bonne survie globale (HR = 2.2, IC 95%: 1.01-4.78 , p = 0.047) et qu'un
faible NLR était associé a une meilleure survie globale (10).

Le seuil du NLR a été étudié dans le mélanome métastatique traité par
immunothérapie et il a été démontré qu’un NLR < 4 été associé a une meilleure survie. Ce
seuil (a 4) du NLR n’a pas été validé dans le cancer du poumon, c’est la raison pour laquelle,
apres une analyse de sensibilité, nous avons décidé de prendre un seuil significatif a 3.5, qui
nous semblait cliniquement pertinent.

Dans notre étude, les patients avec un NLR > 3.5 avant la premiére injection de
nivolumab avaient une survie globale réduite (HR = 2.09, IC 95% [1.18-3.70], p = 0.011) et
une moins bonne SSP (HR = 1.79, IC 95% [1.01-3.17], p = 0,047). De plus, les patients «
progresseurs rapides », décédés au cours des 3 premiers mois de traitement avec

nivolumab, étaient plus nombreux a avoir un taux de NLR > 3,5 (p = 0,004). A l'inverse, les
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patients présentant un NLR < 3.5 avaient plus de chance d’étre de « longs répondeurs au
nivolumab » (p=0.006).

Une étude récente, étudiant une cohorte de patients atteints d’'un CBNPC, traités
avec du nivolumab, a révélé qu’un NLR > 5 en pré-thérapeutique était indépendamment
associé a une SG inférieure et une PFS inférieure (HR = 2.07, IC 95% [1.3-3.3], p = 0.002 et HR
= 1.43, IC a 95% [1.02-2.0], p = 0.04 respectivement) (24), mais les auteurs concluent qu'il
n‘est pas possible de valider le NLR comme un biomarqueur prédictif ou un facteur
pronostique.

Dans notre étude, la survie globale était également significativement plus faible
lorsque le NLR au moment du diagnostic était supérieur a 3,5 (HR = 1.93, IC 95% [1.16-3.21],
p =0.011).

Ce résultat nous fait penser que le NLR > 3.5 est un facteur de mauvais pronostic,
associé a une survie plus courte, quelque soit le moment ou la valeur a été recueillie (au
diagnostic, a la premiére ligne de chimiothérapie, a l'initiation du nivolumab, aprés 4 cures

de nivolumab).

De fagon inattendue, nous avons mis en évidence qu’'un nombre élevé
d'éosinophiles en pré thérapeutique augmentait la survie globale chez les patients atteints
de CBNPC métastatique traités avec du nivolumab. A notre connaissance, il s'agit de la
premiére étude a démontrer qu'un taux d’éosinophiles sanguins > 0.3 G/l en pré
thérapeutique, est associé a une SG et une SSP plus longues pour les patients traités par
nivolumab pour un CBNPC avancé (HR=0.23, 1C95% [0.07- 0.77], p=0,008 et HR=0.17, 1C95%
[0.05-0.60], p=0.005, respectivement).

A l'inverse du rapport NLR, le taux d’éosinophiles au diagnostic n'avait aucune
influence sur la survie, suggérant que |'éosinophilie aurait plutét une valeur prédictive de

réponse au nivolumab.

Ces résultats nous permettent de proposer que la détermination du nombre
d'éosinophiles sanguins avant de commencer le nivolumab pourrait servir de biomarqueur
simple et peu colteux au traitement par anti-PD-1. Nos résultats sont cohérents avec une

étude publiée récemment, qui a analysé les patients atteints de mélanome non résectable
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au stade Ill ou IV traités par ipilimumab, et qui a montré qu’une augmentation précoce du
nombre de lymphocytes > 1000 / mm3 était associée a une meilleure survie globale (avec
une survie médiane de 11.1 mois contre 4.8 mois pour les patients qui avaient un taux de
lymphocytes < 1000 / mm?®, p < 0.0001), cette étude montre également qu’un taux
d'éosinophiles > 100 / mm? est associé a une meilleure survie globale (SG médiane de 11.3
mois contre 6.8 mois, p = 0.012 pour les patients avec un taux d’éosinophiles < 100 / mm3)
(25). Cette étude conclut que les taux de lymphocytes et d'éosinophiles semblent étre des
biomarqueurs précoces de l'efficacité de l'ipilimumab, ce qui est concordant avec les

résultats de notre étude.

Cependant, a I'heure actuelle, ces résultats encourageants restent difficiles a
mettre en ceuvre. En effet, se pose le probléme de la définition d’un seuil juste. De plus,
comme pour le rapport NLR, les seuils mentionnés dans la littérature ne sont pas toujours les
mémes.

La limite supérieure de la norme pour les éosinophiles sanguins est de 0.3 a 0.6 G/I
selon les laboratoires (26). Au-dela de cette référence, on parle d’hyperéosinophilie
sanguine.

On peut distinguer I"éosinophilie en :

- Eosinophilie « réactionnelle », liée a une réponse immunitaire de type Th2
(allergique), ou dirigée contre les antigenes parasitaires.

- Eosinophilie « non allergique », secondaire aux affections comportant un aspect
dysimmunitaire.

Le taux d’éosinophilie sanguine est donc aspécifique.

En condition physiologique, la majorité des éosinophiles se trouvent en siege
tissulaire, aux interfaces muqueuses avec l'environnement, notamment au niveau
pulmonaire (27). A noter qu’il existe un rythme circadien inverse de celui du cortisol, ce

dernier abaissant le taux d’éosinophiles.

Dans notre population, le taux médian d’éosinophilie était de 0.12 G/I. Nous avons

décidé d'utiliser un seuil d’éosinophilie a 0.3 G/l car cela nous semblait cliniquement
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pertinent. Parmi les déces précoces (survenant dans les 3 premiers mois de traitement par
nivolumab), seulement 1 patient avait un taux d’éosinophilie > 0.3 G/I et le taux médian
d’éosinophilie avant I'initiation du nivolumab dans cette population était plus faible (a 0.07
G/I), c’est la raison pour laquelle nous avons utilisé un seuil inférieur pour cette population a
0.1 G/I, qui est par ailleurs le seuil utilisé dans plusieurs études menées sur le mélanome
métastatique, ou les auteurs ont sélectionné une valeur seuil d’éosinophilie a 0.1 G/I (25).
Nous avons observé, pour ces patients décédés dans les 3 premiers mois de traitement, une
différence statistiquement significative avec une survie globale plus courte pour les patients
qui avaient un seuil d’éosinophilie < 0.1 G/I a I'initiation du nivolumab (p = 0,01).

De plus, nous avons pu constater, que les patients sous nivolumab, qui avaient
présenté tout au long du traitement au moins une fois un taux d’éosinophile > 0.3 G/I
avaient une meilleure survie globale, avec une médiane non atteinte, versus une médiane de
survie globale a 8 mois pour les patients qui avaient un taux d’éosinophile < 0.3 G/I tout au

long du traitement par nivolumab (p=0.003).

L’éosinophilie semblerait donc étre un biomarqueur de réponse au nivolumab chez
les patients atteint d’un CBNPC a un stade avancé, mais le réle des éosinophiles dans cette
situation reste a définir.

La réponse des cellules cancéreuses a I'immunothérapie est déterminée par ses
propriétés intrinseques d’une part, et par des interactions spécifiques avec son
microenvironnement d’autre part. Récemment, une étude a montré que, chez des souris
avec des tumeurs mélaniques MO4, I'absence d'éosinophile altérait significativement
I'expression de divers genes pro-inflammatoires dans le micro-environnement de la tumeur :
I’épuisement des éosinophiles réduisait I'expression des géenes des chimiokines CCL5, CXCL9
et CXCL10 (qui sont des cytokines chimiotactiques pour les lymphocytes T). A l'inverse, en
présence d’éosinophiles dans les tumeurs appauvries en lymphocytes Treg, les chimiokines
étaient produites en grandes quantités. Ces résultats ont conduit les auteurs a suggérer que
les éosinophiles associés aux tumeurs favorisaient la chimioattraction des lymphocytes T, en
particulier les lymphocytes T CD8+ activés. A I'appui de ce modeéle, les études cinétiques
montraient que l'infiltration des éosinophiles dans la tumeur précédait l'infiltration des

lymphocytes T (en particulier des lymphocytes effecteurs CD8+). De plus, le transfert
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conjoint de lymphocytes T CD8+ spécifiques de tumeur avec des éosinophiles activés,
entrainait une plus grande inhibition de la croissance tumorale et une augmentation de la
survie de la souris par rapport au transfert de lymphocytes T seuls. Ainsi, les auteurs
concluent que les éosinophiles, qui sont probablement attirés par les chimiokines libérées
lors du processus de nécrose tumorale, jouent un réle important dans le soutien de
I'infiltration tumorale des lymphocytes T cytotoxiques (Figure 7).

Dans cette étude, I'action des éosinophiles n’était pas limitée au recrutement des
lymphocytes. En effet, il a été démontré que les éosinophiles activés pouvaient induire des
effets sur le microenvironnement tumoral, tels que la polarisation des macrophages et la

normalisation de la vascularisation tumorale, qui favorisent le rejet de la tumeur (28).

Une autre étude récente, menée chez des souris atteintes de mélanome, a
démontré que le réle anti-tumoral des éosinophiles était activé par I'Interleukine (IL)-33
(cytokine « alarme » libérée rapidement lors d’un stress cellulaire), qui est un membre de la
famille de I'lL-1. Dans cette étude, I'injection d’IL-33 dans des souris atteintes de mélanome
entrainait un ralentissement de la croissance tumorale. Cet effet était associé a une
augmentation des lymphocytes T CD8+ et des éosinophiles, ainsi que d’une baisse des
cellules myéloides suppressives et d’une expression des cytokines des voies Th1/Th2 avec
activation locale et systémique des cellules T CD8+ et les cellules NK. Les auteurs ont
démontré que la déplétion des éosinophiles in vivo (aprés traitement par anticorps anti-
Siglec F) abolissait la capacité de I'lL-33 a ralentir la croissance tumorale et la formation de

métastases (29).
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Figure 7

Roéle des éosinophiles dans I’immunité anti-tumorale
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Les connaissances des mécanismes d’action de 'immunothérapie dans la prise en
charge du cancer ne cessent de s’améliorer et il a été démontré que la réponse clinique a
I'immunothérapie ne consiste pas seulement a l'efficacité de la levée d’inhibition des
lymphocytes T effecteurs, mais la réponse clinique a I'immunothérapie est également
secondaire a d’autres actions de la réponse immunitaire, telles que : 'augmentation du taux
de lymphocytes T, 'augmentation des éosinophiles, le recrutement et l'activation des

cellules T effectrices, la diminution des lymphocytes T régulateurs et des MDSCs (30).

Sur la base de ces résultats, nous pensons que les éosinophiles contribuent au
succes thérapeutique du nivolumab pour les patients traités pour un cancer bronchique non
a petites cellules a un stade avancé, via I'lL-33, en recrutant les lymphocytes effecteurs, et
donc en augmentant la réaction immunitaire anti-tumorale médiée par les lymphocytes T.
Ainsi, le taux d’éosinophiles a I'initiation du nivolumab semble étre prédictif de réponse au

nivolumab.

Carretero et al. a également démontré que I'augmentation de l'infiltration de la
tumeur par les éosinophiles pouvait étre associée a une diminution des éosinophiles dans le
sang (28). Ce qui pourrait expliquer que dans notre étude, le taux d’éosinophiles sanguins en
cours de traitement par nivolumab (apres 2 mois de traitement) n’était pas statistiquement
significatif sur la survie sous immunothérapie, quel que soit le seuil utilisé. En effet, en cours
de traitement, le taux d’éosinophiles sanguins n’est pas le reflet de linfiltration des
éosinophiles dans la tumeur et donc une éosinophilie sanguine faible pourrait bien étre
associée a une importante infiltration des éosinophiles dans la tumeur, et donc une bonne

réponse au nivolumab.

Certaines études ont étudié le pourcentage d’éosinophiles de Ila formule
leucocytaire (11,31). Il s’agit d’études réalisées chez des patients traités pour un mélanome
avancé. Un taux d’éosinophile < 1.5%, des LDH élevés et une CRP augmentée étaient
associés a une moins bonne survie globale et une moins bonne survie sans progression dans
le mélanome métastatique traité par pembrolizumab (11) et dans le mélanome uvéal

métastatique traité par anti-PD-1 en monothérapie ou par anti-PD-1 associé a un anti-CTLA-4
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(ipilimumab). Ce seuil d’éosinophiles < 1.5 % n’a pas été démontré dans le cancer du
poumon, mais uniquement dans le mélanome (11,32), c’est la raison pour laquelle nous
avons décidé pour notre étude d’analyser uniquement la valeur absolue d’éosinophiles. Par
ailleurs, nous n’avons pas relevé le taux de LDH (dont I'élévation est un facteur de mauvais
pronostic) ni la CRP (dont I"'augmentation reflete une inflammation systémique, de mauvais
pronostic).

Un taux élevé de la CRP a été identifié comme un marqueur de mauvais pronostic
sur la survie globale et la survie sans métastase dans plusieurs études observationnelles
(33,34). Dans notre service, les patients n’avaient pas de dosage de la CRP de facon
systématique, ni de dosage de LDH, avant chaque cure de nivolumab. De plus, les patients
qui avaient un dosage de la CRP en pré thérapeutique de facon systématique étaient des
patients qui présentaient des signes inflammatoires et/ou infectieux, et pour lesquelles un
suivi biologique (de la CRP) était préconisé, ce qui représentait un biais. C'est la raison pour
laguelle nous avons pris comme marqueur biologique de I'inflammation systémique le taux
de polynucléaires neutrophiles (PNN) et le rapport NLR, pour que nos résultats soient
reproductibles, puisque tous nos patients sans exclusion avaient une NFS en pré-

thérapeutique.

Selon nos résultats, chez les patients traités pour un cancer bronchique non a
petites cellules a un stade avancé par nivolumab, un taux sanguin d’éosinophiles > 0.3G/I en
pré-thérapeutique, pourrait aider a identifier de facon précoce les patients les plus sensibles

a I'immunothérapie.

Dans 5 a 8% des cas en début de traitement par immunothérapie (35), il existe une
pseudo-progression radiologique, secondaire a un afflux de cellules inflammatoires, dont
I'infiltration par les lymphocytes T dans la tumeur. Actuellement, en I'absence de
progression clinique, il est recommandé de confirmer la progression sur un bilan réalisé au
moins 1 mois plus tard. Dans cette situation, le taux d’éosinophiles a linitiation du
nivolumab, comme biomarqueur de réponse au nivolumab, pourrait étre utilisé comme

argument complémentaire au diagnostic de progression ou pseudo-progression et
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permettre un changement de traitement plus précoce pour les patients ne bénéficiant pas

du nivolumab.

A I'heure actuelle, ces résultats sont particulierement intéressants car il n'y a pas
de test médical ni de biomarqueur prédictif de réponse au nivolumab dans le cancer du
poumon. De nombreuses études se sont intéressées a |'expression de PD-L1.

Il existe une corrélation entre I'expression de PD-L1 et l'infiltration des cellules T
CD8+, I'expression de PD-L1 associée a la tumeur a donc été étudiée comme biomarqueur
aux traitements anti-PD-1: selon I'étude CheckMate 057, l'expression PD-L1> 5% est
prédictive pour le CBNPC non épidermoide, mais sans seuil significatif (3). Ce résultat n'a pas
été trouvé pour le CBNPC de type épidermoide (4) (tableau 5 en annexe).

Dans I'étude randomisée OAK, de phase lll, publiée en janvier 2017, qui comparait
I'atezolizumab (anticorps monoclonal dirigé contre le PD-L1) versus docétaxel, chez les
patients atteints d'un CBNPC précédemment traité, le bras atezolizumab avait une meilleure
survie globale, indépendamment de I'expression de PD-L1 (36). Par conséquent, d'autres
recherches sont nécessaires pour valider I'expression de PD-L1 en tant que biomarqueur

prédictif de réponse au traitement anti-PD1.

Par ailleurs, I'expression de PD-L1 présente plusieurs problématiques
générales (Tableau 6 et Figure 8 en annexe) :
- Une standardisation des techniques immuno-histochimiques est exigée.
- Il est nécessaire que le taux de PD-L1 ait une valeur pronostique limitée.
- Lexpression de PD-L1 serait plutét un biomarqueur « continu », sans mise en
évidence d’une valeur seuil, au-dela de laquelle les patients seraient sélectionnés
pour bénéficier de I'immunothérapie.

- Il existe une hétérogénéité spatiale de la réponse immunitaire anti-tumorale.
Il serait intéressant d’étudier la concordance entre I'expression de PD-L1 et le taux

d’éosinophiles en pré-thérapeutique. L'objectif serait de renforcer la prédictivité de ces deux

hypothétiques biomarqueurs en les associant, et créer ainsi un score prédictif de réponse a
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I'immunothérapie, qui associerait, par exemple, I'éosinophilie pré thérapeutique, le taux

d’expression de PD-L1 et les facteurs pronostiques connus (tel que le NLR par exemple).

L’éosinophilie sanguine peut moduler sous les effets de certains médicaments, tels
gue les corticoides (qui diminuent les éosinophiles sanguins) ou la radiothérapie (qui
augmente les éosinophiles sanguins). Dans notre étude, une corticothérapie a l'initiation du
nivolumab n’influencait pas la survie sous traitement (9 patients), et un traitement par radio-
chimiothérapie séquentielle ou concomitante n’était pas statistiquement significatif, mais
nous n’avons pas analysé les patients qui avaient recu de la radiothérapie palliative
(cérébrale, antalgique ou décompressive) et il serait intéressant d’évaluer chez les patients
traités par immunothérapie, la variation des éosinophiles sanguins et leur réponse. De
méme, il serait intéressant d’analyser le comportement des éosinophiles chez les patients

allergiques et / ou présentant une maladie dysimmunitaire et leur réponse au nivolumab.

L’éosinophilie sanguine, pourrait étre un biomarqueur simple et peu colteux au
nivolumab. Bien qu'il existe un certain nombre de limites a notre étude, avec en particulier
une grande difficulté a contréler de maniere exhaustive tous les facteurs de confusion, notre
étude présente un point fort capital : il s'agit d'une série consécutive de patients traités dans
des conditions de «vie réelle», sans critéres d'exclusion. Une étude prospective, a large

échelle est nécessaire pour valider ces résultats.
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CONCLUSION

Dans la prise en charge des cancers bronchiques non a petites cellules a un stade
avancé, le nivolumab est devenu un des standards de traitement au-dela de la premiére
ligne thérapeutique. Dans notre étude, qui comportait 124 patients suivis pour un cancer
bronchique non a petites cellules a un stade avancé, et prétraités par une premiere ligne
comprenant un sel de platine, le taux d’éosinophiles sanguins > 0.3 G/I a l'initiation du
nivolumab, était associé a une meilleure survie globale et une meilleure survie sans
progression sous immunothérapie. Par contre, la quantité d’éosinophiles sanguins au
diagnostic de la maladie, ou sous traitement, n’influencait pas la survie globale, contribuant
a une valeur plutot prédictive des éosinophiles avant immunothérapie. A l'inverse, un
rapport des neutrophiles sur lymphocytes (NLR) > 3.5 était statistiquement associé a une
survie plus courte, que ce soit a l'initiation du nivolumab, en cours de traitement ou au
diagnostic de la maladie, rendant la valeur de ce dernier plut6t pronostique.

Récemment, il a été démontré que les éosinophiles contribuent au recrutement
intra-tumoral des lymphocytes T CD8+ activés, ces derniers jouant un role clé dans la
réponse au nivolumab (anti-PD-1). Nous avons démontré que les patients qui décédaient
rapidement sous nivolumab (dans les 3 premiers mois) étaient statistiquement plus
nombreux a avoir un taux d’éosinophiles sanguins < 0.3 G/I et a l'inverse, les patients qui
présentaient une éosinophilie pré thérapeutique > 0.3 G/I avaient plus de chance de
répondre longtemps au nivolumab. Ainsi, pour les patients traités pour un cancer
bronchique non a petites cellules métastatique, I'éosinophilie sanguine pré thérapeutique
semble donc étre un facteur prédictif simple et peu colteux de bonne réponse au
nivolumab.

Il serait intéressant d’étudier le rapport entre le taux d’éosinophiles sanguins en
pré thérapeutique et I'expression en immuno-histochimie de PD-L1 sur les biopsies
tumorales. En association, ou avec l'aide de nouveaux scores prédictifs, cela pourrait
conduire a une identification précoce des patients susceptibles de répondre aux anti-PD-1 et
a éviter les effets secondaires indésirables chez les patients qui ne répondraient pas a

I'immunothérapie.
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Ces résultats sont encourageants, mais d’autres études prospectives et a large
échelle restent nécessaires pour valider ['éosinophilie comme biomarqueur a
I'immunothérapie. De plus, 'utilisation d’'immunothérapie en combinaison est une tendance
qui émerge dans le traitement anti-cancéreux. Si nos résultats se confirment, on pourrait
utiliser les éosinophiles pour renforcer I'action des anti-PD-1, en utilisant par exemple une
association avec un traitement qui stimulerait l'augmentation et [linfiltration des

éosinophiles, comme par exemple I'IL-33, les mécanismes allergiques ou la radiothérapie par

exemple.

Professeur BAY/
7
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ANNEXE

Tableau 5 Comparaison d’études randomisées de phase lll des différentes molécules
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Tableau 5. Comparaison d’études randomisées de phase III des différentes molécules d’immunothérapie anti-PD-1 ou anti-PD-L1

versus docetaxel.

N Auteurs Histologie Immunohisto  Survie sans Survie globale Réponse
-chimie de progression (mois) objective
PD-L1 (mois) (%)
Nivolumab 272 J. Brahmer et Epidermoide Tous PD-L1 3.5 versus 2.8 9.2 versus 6 20 versus 9
al. (4)
582  H.Borghaeiet  Non épidermoide Tous PD-L1 2.3versus4.2  12.2 versus 9.4 19 versus 12
al. (3)
Pembrolizumab 850 M. Recketal. Tous cancers PD-L1>1% 3.9 versus 4 10.4 versus 12.5 18 versus 9
(5) bronchiques non versus 4* versus 8.5*
a petites cellules
Atézolizumab 1034  L.Fehrenbacher Tous cancers Tous PD-L1 2.8 versus 4 13.8 versus 9.6 14 versus 13

etal. (25)

bronchiques non
a petites cellules

* comparaison pembrolizumab 2 mg/kg et 10 mg/kg

47



Tableau 6. Tests immunohistochimiques de PD-L1

Immunothérapie  Clone Epitope Détection Seuils
Nivolumab 28-8 Extracellulaire  EnVision FLEX >1%, >5%, >10%
(BMS) Dako

Pembrolizumab 22C3 Extracellulaire  EnVision FLEX >1%, >50%
(MSD) Dako

Atézolizumab SP142 Intracellulaire OptiView + >1%, >5%, >50%
(Roche) Ventana amplification >1%, >5%, >10%
Durvalumab SP263 Intracellulaire OptiView >25%
(AstraZeneca) Ventana

Figure 8. Images tests immunohistochimiques PD-L1
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Tableau 7. Action molécules

Anti-PD-1 Nivolumab, pembrolizumab
Anti-PD-L1 Atézolizumab, durvalumab, avelumab
Anti-CTLA-4 Ipilimumab
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Serment d’Hippocrate 1

Au moment d’étre admise a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele 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 dans l'intimité des

personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés.

Recu a l'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
I'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 confreres ainsi qu’a leurs

familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confréres m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses;

gue je sois déshonorée et méprisée si j'y manque.
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En présence des Maitres de cette faculté 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. Admise 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
moeurs ni a favoriser le crime.

Respectueuse et reconnaissante envers mes maitres, je rendrai a leurs enfants l'instruction
qgue j'ai recue de leurs péeres.

Que les Hommes m'accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses. Que je sois

couverte d'oppobre et méprisée de mes confreres si j'y manque.
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