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ABREVIATIONS

ADN : acide désoxyribonucléique

ALK : anaplastic lymphoma kinase

AMM : autorisation de mise sur le marché

APC : antigen presenting cell (cellule présentatrice d’antigéne)
ARN : acide ribonucléique

BRAF : B-Raf proto-oncogene

CBNPC : carcinome bronchigue non a petites cellules

CBP : cancer broncho-pulmonaire

CAFs : cancer-associated fibroblasts (fibroblastes associés au cancer)
CK : cytokératine

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CNA : copy number alterations (altérations du nombre de copies)
CRP : C-reactive protein (protéine C réactive)

CSV : vimentin surface cell

CTL : cytotoxic T lymphocyte (lymphocyte T cytotoxique)

CTLA4 : cytotoxic T-lymphocyte protein 4

CTC : cellule tumorale circulante

DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole

DEP : dielectrophoresis (diélectrophorése)

DTCs : disseminated tumor cells (cellules tumorales disséminées)
EGFR : epidermal growth factor receptor

EML4 : echinoderm microtubule-associated protein like 4

EMT : epithelial-to-mesenchymal transition (transition épithélio-mésenchymateuse)
EpCAM : epithelial cell adhesion molecule

FAPa : fibroblast activation protein alpha

FDA : food and drug administration (agence ameéricaine des produits alimentaires et
médicamenteux)

FISH : fluorescence in situ hybridization (hybridation in situ fluorescente)
GEDI chip : geometrically enhanced differential immunocapture chip
HERZ2 : human epidermal growth factor receptor 2

IASLC : international association for the study of lung cancer (association internationale
pour I'étude du cancer du poumon)
23



INF-y : interféron gamma

ISET :

isolation by size of epithelial tumor cells

ITK : inhibiteur de tyrosine kinase

KRAS : KRAS proto-oncogene

LDH : lactate déshydrogénase

LDT : laboratory developed tests

MAPK : mitogen-activated protein kinase

MEK :
MET :
MRD :
NGS :
NOS :

mitogen-activated protein kinase kinase

MET proto-oncogene / mesenchymal-to-epithelial transition
minimal residual disease (maladie résiduelle minimale)
next-generation sequencing (séquencage nouvelle génération)

not otherwise specified

NTRK : neurotrophic tyrosine receptor kinase

PD-1

. programmed cell death 1

PD-L1 : programmed cell death ligand 1

PDX : xenografts derived-patient

PI3K-AKT : phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B

PS : performance status

PSA : prostate-specific antigen

RET : RET proto-oncogene
ROS1 : ROS proto-oncogene 1

RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain reaction

SG : survie globale

SSP : survie sans progression

SUV : standardized uptake value

TAMs : tumor-associated macrophages (macrophages associés aux tumeurs)

TCR : T-cell receptor

TEP : tomographie par émission de positions

TGFB : tumor growth factor beta

TIL : tumor infiltrating lymphocytes (lymphocytes infiltrant la tumeur)

TNM :

tumor-node-metastasis

VEGEF : vascular endothelial growth factor
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WGA : whole-genome analysis (analyse du génome entier)
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INTRODUCTION

I. Carcinome bronchigue non a petites cellules

A. Epidémiologie

1) En France d’aprés I'Institut National du Cancer :

On estime & 46 363 le nombre de nouveaux cas de cancers broncho-pulmonaires (CBPSs)
en France métropolitaine en 2018, dont 67% chez ’homme (1).

Avec 33 117 déces estimés en 2018, le CBP est la premiére cause de déces par cancer
chez ’homme et la deuxiéme cause de décés par cancer chez la femme, aprés le cancer
du sein (1).

Alors que lincidence et la mortalité diminuent chez I'homme, elles sont en forte
augmentation chez la femme depuis 1990.

2) Dans le monde

A I'échelle mondiale, on estime a environ 2,1 millions le nombre de nouveaux cas et a
1.8 million le nombre de déces en 2018 (2).

Le CBP est donc au premier rang en termes d’incidence et de mortalité chez 'homme
(figure 1A).

Chez la femme, il se place au troisieme rang en termes d’incidence (aprés le cancer du
sein et le cancer colorectal) et au deuxieme rang en termes de mortalité (aprés le cancer
du sein) (figure 1B).

Les évolutions d’incidence et de mortalité au cours du temps suivent I'évolution de
I'épidémie de tabac de chaque pays, plus de 80% des cas étant attribués a ce facteur de
risque.
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Figure 1 : Distribution des cas incidents et des déces chez les hommes (A) et chez les
femmes (B), pour les 10 cancers les plus fréquents dans le monde en 2018 (2).

3) Classification des cancers broncho-pulmonaires

Les CBPs se répartissent selon la derniére classification de I'Organisation Mondiale de
la Santé, publiée en 2015 (3).

Le carcinome bronchique représente la quasi-totalité de ces cancers.

Il se subdivise en carcinome bronchigue non a petites cellules (CBNPCSs) et en carcinome
bronchique a petites cellules.
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Les trois types histologiques les plus fréquents de CBNPCs sont 'adénocarcinome, le
carcinome épidermoide et le carcinome sans spécification ou de type « NOS » pour « not
otherwise specified ».

Le carcinome bronchique a petites cellules, qui représente 13% des nouveaux cas de
CBPs dans le monde, est une entité clinique et histologique a part entiere. Son histoire
naturelle, son pronostic et la stratégie thérapeutique qui en découle différent totalement
du CBNPC (4).

De ce fait, afin de rendre la population étudiée plus homogéne et les résultats plus
pertinents, ce travail a porté exclusivement sur les CBNPCs.

B. Pronostic

Le pronostic du CBNPC est étroitement lié a son extension anatomique évaluée par le
« TNM ».

1) Qu’est-ce que le TNM ?

La détermination de I'extension anatomique du CBNPC se fait grace a I'utilisation d’'une
classification internationale nommée le « TNM » pour Tumor-Node-Metastasis.

Au sein de cette classification, le « T » évalue I'extension locale de la tumeur primitive, le
« N » I'envahissement ganglionnaire locorégional et le « M » I'extension métastatique.
L’ensemble est ensuite regroupé en stades guidant la prise en charge thérapeutique,
allantde | a IV.

Cette classification a été régulierement modifiée, depuis sa création en 1968, de sorte
gue les différents stades soient le plus précisément corrélés au pronostic (5).

2) Le pronostic du carcinome bronchique non a petites cellules en chiffres

Selon les données de survie issues de I'élaboration de la 8éme et derniére version du
TNM, le pronostic du CBNPC reste sombre.

La survie globale (SG) a 5 ans se situe entre 53 a 92% pour les stades localisés (I et ),
13 a 36% pour les stades localement avancés (lll) et est inférieure a 10% au stade
métastatique (IV) (6).

3) Les facteurs pronostiques du carcinome bronchique non a petites cellules

Pour qu’un facteur soit considéré comme pronostique dans une pathologie donnée, il faut
qu’il ait été testé dans plusieurs grandes études et retrouvé au moins une fois comme
significativement associé a la survie mais de facon indépendante, ce qui implique la
réalisation d’analyses multivariées avec ajustement sur les facteurs pronostiques
reproductibles déja connus.
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Une des études les plus importantes ayant permis d’établir un consensus sur les facteurs
pronostiques du CBP est I'étude de I'International Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC) publiée en 2008 (7).

Cette étude rétrospective multicentrique et internationale, menée par un comité dédié, le
« Lung Cancer Staging Project », a également servi a I'élaboration de la 7éme version
de la classification TNM parue en 20009.

Parmi plus de 80 000 patients inclus avec un diagnostic de CBP entre 1990 et 2000, 12
426 patients avec un CBNPC ont été retenus pour I'analyse des facteurs pronostiques
suivant : stade TNM (selon la 7eme version), état général selon le performance status
(PS), age, sexe, et type histologique.

En analyse multivariée, un stade TNM avanceé était le facteur le plus fortement associé a
une diminution de la survie globale. Les autres facteurs de mauvais pronostic retrouvés
étaient un PS élevé, c’est-a-dire un état général altéré, puis le sexe masculin et enfin
'age avanceé.

Enfin, 7280 patients de stades avancés (llIB et IV) ont été évalués pour les variables
biologiques suivantes : taux d’hémoglobine, taux de globules blancs, albuminémie,
calcémie et natrémie. Anémie, hyperleucocytose, hypoalbuminémie, hypercalcémie et
hyponatrémie étaient retrouvés comme facteurs pronostiques indépendamment de I'état
général, de I'age et du sexe. Cependant parmi les 537 patients chez qui les 5 variables
étaient disponibles, seules I'hyperleucocytose et I'hypercalcémie ont été identifiées
comme facteurs pronostiques défavorables en analyse multivariée.

Sur la base de cette étude et d’une revue de la littérature, nous pouvons retenir :

a. Des facteurs pronostiques liés a I'héte :

- L’état général qu’il soit mesuré selon le PS ou selon l'indice de Karnofsky (7,8).
- Le sexe avec un impact pronostic favorable du sexe féminin (7,8).

- L’age avancé avec un impact pronostic défavorable en particulier pour les CBNPCs non
résecables (7,9).

- L’origine ethnique asiatique : Plusieurs études rétrospectives de grande taille
démontrent sa valeur pronostique favorable, indépendamment du statut tabagique (10—
12).

- L’état nutritionnel au diagnostic : Une perte de poids dans les trois mois précédant le
diagnostic de carcinome bronchique est retrouvée comme facteur pronostique
défavorable avec une survie qui diminue avec I'importance de la perte de poids (13). A
l'inverse, le surpoids et I'obésité pré-morbide évalués par 'indice de masse corporelle
(IMC) sont associés a un pronostic favorable, indépendamment de la perte de poids
(14,15).

- Comorbidités et tabagisme : La présence de comorbidités qui a fait I'objet de scores
prédictifs de survie (16) n’est pas toujours retrouvée comme facteur pronostique
indépendant (17,18). En revanche, le fait d’étre ou d’avoir été fumeur est toujours associé
a une diminution de la survie (19,20).
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b. Des facteurs pronostiques liés a la tumeur :

- Le stade TNM. C’est le facteur pronostique le plus important du CBNPC (figure 2). Au
stade métastatique, la présence de meétastases uniquement intrathoraciques ou la
présence d’'un seul site métastatique extra-thoracique est associée a un meilleur
pronostic (6-8).

100%: —;
—_—
80% N
60%
40% —
20%
0% T T 1
o 24 48 T2
Mo nths
24 60
Proposed Ewvents/ N MST Month Month
1A 68/ 781 NR 97 % 92%
A2 505/ 3105 NR 94% 83%
A3 546/ 2417 NR 90% 7%
B 605/ 1453 66 .0 2% 53%
A 2052 /3200 29.3 55% 36%
I A 336 /484 11.5 23%0 10%

Figure 2: Survie globale, en fonction des stades TNM issus de la 8™ édition (6):
meédiane de survie en mois (« MST » pour median survival time), taux de survie a 24 et
a 60 mois.

- Le degré en fixation en TEP scan (tomographie par émission de positons): Le
« SUV » pour standardized uptake value est lI'index le plus communément utilisé pour
mesurer l'activité métabolique au sein d’'une tumeur aprés linjection d’un traceur
faiblement radioactif couplé au glucose. Le SUV max correspond a la valeur de SUV la
plus élevée au sein d’'une lésion donnée.

Une méta-analyse de I'lASLC publiée en 2008, dont les résultats actualisés en 2010
portent sur 21 essais, montre en analyse univariée, qu’'un SUV max élevé au sein la
tumeur primitive confére un pronostic péjoratif par rapport a un SUV faible (21). Plus
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récemment, une méta-analyse sur les données individuelles issues de ces essais, ne
retrouve ce facteur pronostique de facon indépendante que dans les stades | a Il (22).

- Des criteres histologiques : Le type histologique parmi les CBNPCs est un facteur
pronostique débattu.

Il est admis que les carcinomes a grandes cellules regroupant les carcinomes sans
spécification de type NOS et les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules sont de
moins bon pronostic que les adénocarcinomes ou les carcinomes épidermoides, quel
que soit le stade (19,23).

Parmi les stades localisés ou localement avancés, certaines études conféerent un role
pronostique favorable au carcinome épidermoide (24,25) tandis que d’autres sont en
faveur de I'adénocarcinome (26).

Parmi les adénocarcinomes opérés, les sous types d’architecture Iépidique
(adénocarcinome in situ, adénocarcinome avec invasion minime et adénocarcinome
invasif d’architecture Iépidique) ont une survie a 5 ans s’approchant des 100% tandis que
les sous types micropapillaire et solide ont le pronostic le plus péjoratif (27).

Au stade métastatique, 'adénocarcinome semble associé a un meilleur pronostic que le
carcinome épidermoide (28,29). De facon générale, il est admis que les patients
présentant un carcinome épidermoide métastatique sont plus difficiles a traiter (30) :

° ce sont des patients plus agés et le plus souvent fumeurs ce qui implique plus de
comorbidités impactant la prise en charge thérapeutique.

° 'arsenal thérapeutique est plus limité pour ce type histologique (cf paragraphe C/
« Stratégie thérapeutique »).

Enfin, le caractere bien différencié de la tumeur (31) et une proportion importante de
lymphocytes infiltrants la tumeur (« TIL » pour tumor infiltrating lymphocytes) (32) sont
des facteurs de bon pronostic, partagés avec d’autres cancers.

- Certaines altérations moléculaires au niveau somatique :

° Les mutations activatrices de 'lEGFR (epidermal growth factor receptor) semblent avoir
un impact pronostique favorable au stade métastatique (33—35), mais leur présence est
essentiellement un facteur prédictif de réponse aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKSs)
(cf paragraphe C/ « Stratégie thérapeutique »).

° La présence d'une mutation dans l'oncogéne KRAS concerne 20 a 30% des
adénocarcinomes en population caucasienne. Son impact pronostique historiquement
péjoratif est actuellement controversé (36).

c. Des facteurs pronostiques en biologie standard :

Des variables biologiques simples, dont des valeurs normales sont associées a un
pronostic favorable, sont bien reconnues notamment dans les stades avances : Taux
d’hémoglobine, de globules blancs, de polynucléaires neutrophiles et de lymphocytes,
mais aussi calcémie, albuminémie et taux de LDH (7,8).
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Des marqueurs d’inflammation, moins spécifiques du cancer bronchique, sont également
mis en avant. Ainsi une CRP augmentée et un ratio polynucléaires neutrophiles sur
lymphocytes élevé sont associés a un pronostic défavorable (37,38).

d. Des facteurs pronostiques liés au traitement :

La réponse au traitement systémique et la durée de la réponse sont des facteurs
pronostiques reconnus au stade métastatique (39). Dans la stratégie thérapeutique, plus
le patient avance dans les lignes de traitement, moins son pronostic est favorable (40).

C. Stratégie thérapeutique au stade métastatigue

1) En cas d’addiction oncogénique

Au stade métastatique, la stratégie thérapeutique est conditionnée par la recherche
d’altérations moléculaires ciblables qui donnent accées a une thérapie ciblée de type ITK,
ce qui répond au principe d’addiction oncogénique (41).

Ce modéle est caractérisé par la présence d’'une anomalie moléculaire, dans un
oncogene le plus souvent, qui active de facon permanente une voie de signalisation
majeure dans la cellule. Cette activation se fait par lintermédiaire d’un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase comme pour EGFR, ALK et ROS1 ou d’une
protéine kinase située sur cette voie comme pour BRAF.

Cette activation stimulant la prolifération et la survie cellulaire au détriment des autres
voies confére a la cellule son phénotype cancéreux.

Ainsi, l'inhibition spécifique de cette voie suffit pour provoquer la mort cellulaire.

Quatre altérations moléculaires doivent étre recherchées chez tous les patients
présentant un CBNPC de type non-épidermoide (42). Chez les patients présentant un
carcinome épidermoide, cette recherche s’effectue uniquement pour les patients non-
fumeurs. En effet, le carcinome épidermoide du fumeur est tres peu susceptible de
comporter des altérations moléculaires ciblables.

Il s’agit des mutations activatrices de 'EGFR, des réarrangements ALK et ROS1 et de la
mutation BRAF V600E. Ces anomalies ont pour caractéristiques communes d’étre
préférentiellement retrouvées en cas d’adénocarcinome et chez les patients non-
fumeurs.

a. Les mutations activatrices de 'EGFR

Elles sont présentes dans 10 a 12% des CBNPCs en population caucasienne, mais ce
taux monte a 50% chez les non-fumeurs. Elles sont également plus fréquentes chez les
femmes et les patients d’origine asiatique.
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Les altérations retrouvées dans 90% des cas sont la mutation faux sens L858R dans
'exon 21 et des délétions dans I'exon 19 qui conduisent a l'activation de 'EGFR,
indépendamment de son ligand.

Leur présence donne acces aux ITKs de 'EGFR que sont: le gefitinib et I'erlotinib
(molécules de leére génération), I'afatinib (molécule de 2¢ génération) et I'osimertinib
(molécule de 3% génération), ce dernier étant actuellement recommandé de facon
préférentielle en 1ére ligne (43).

b. Les réarrangements ALK

lls concernent 4 a 7% des CBNPCs et plus fréequemment des patients jeunes.

Il s’agit d’une inversion au sein du chromosome 2 qui aboutit a la fusion du géne ALK
avec un autre gene et a la traduction d’'une protéine chimérique, comprenant le domaine
kinase d’ALK, activée de fagon « constitutive ». Le partenaire de fusion du géene ALK le
plus fréquent est EML4 mais il en existe d’autres.

La présence de ce type de réarrangement est prédictive d’efficacité des ITKs anti-
ALK que sont : le crizotinib (molécule de lére génération), le ceritinib, l'alectinib, le
brigatinib et I'ensartinib (molécules de 2eme génération) et enfin le lorlatinib (molécule
de 3° génération). Quatre molécules ont 'autorisation de mise sur le marché (AMM) en
lére ligne (crizotinib, ceritinib, alectinib et brigatinib) et selon les données de la littérature
actuelles, I'alectinib et le brigatinib doivent étre favorisés (44,45).

c. Les réarrangements ROS1

Ces réarrangements se retrouvent dans 1 a 2% des CBNPCs, la aussi préférentiellement
chez des patients jeunes. Plusieurs inhibiteurs de ALK sont également efficaces contre
ROS1 du fait d’'une homologie structurale entre les deux kinases et c’est le crizotinib qui
est actuellement le traitement de choix en 1ére ligne (46).

d. La mutation BRAF V600E
Elle représente 2% des CBNPCs.

La mutation BRAF entraine une activation permanente de la voie des MAPK, comprenant
également la protéine kinase MEK, située en aval de BRAF. Ainsi le blocage de la voie
est renforcé par une double inhibition de BRAF et de MEK. Cette altération donne lieu a
la prescription de I'association dabrafenib (inhibiteur de BRAF) - trametinib (inhibiteur de
MEK), a partir de la 2eme ligne uniquement soit aprés échec d’'une chimiothérapie et/ou
d’'une immunothérapie (47).

D’autres altérations moléculaires existent (mutations et amplifications de MET, fusions
NTRK, réarrangements de RET, mutations HER2, etc.) mais ne disposent pas encore de
thérapie ciblée bénéficiant d’'une AMM.
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2) En I'absence d’addiction oncogénique

Dans 80% des cas, ces anomalies génétiques ne sont pas retrouvées (ou non
recherchées dans le cadre du carcinome épidermoide du sujet fumeur) et la stratégie
thérapeutique se base alors sur I'état général du patient, son age, le type histologique et
le statut PD-L1 (programmed cell death ligand 1) de la tumeur (48).

a. La chimiothérapie

» Le doublet & base de platine comme pierre angulaire

La chimiothérapie de référence des CBNPCs est basée sur la combinaison d’un sel de
platine, cisplatine ou carboplatine et d’un cytotoxique dit de 3éme génération car
présentant un profil de toxicité favorable (vinorelbine, paclitaxel, docetaxel, gemcitabine).
En effet, les associations comportant un sel de platine apportent un gain en survie par
rapport a celles qui n’en contiennent pas (49). D’autre part, le cisplatine montre une
légere supériorité sur le carboplatine en termes de SG lorsque la molécule associée est
un agent de 3éme génération (50).

» Davantage de possibilités thérapeutiques pour les carcinomes non-
épidermoides

L’adjonction de bévacizumab, qui est un anti-angiogénique entrainant un risque
hémorragique pulmonaire, n'est possible qu’en cas de carcinome non-épidermoide du
fait de la localisation le plus souvent proximale de la tumeur primitive dans ce type
histologique. Sur le méme principe, la présence d’une hémoptysie ou d’'une tumeur
envahissant les gros vaisseaux contre-indiquent son utilisation. L'ajout du bévacizumab
a un doublet a base de platine avec son maintien a I'issue de la chimiothérapie a montré
une augmentation de la survie sans progression (SSP) mais un bénéfice en SG qu’a la
dose de 15 mg/kg et en association avec le schéma carboplatine-paclitaxel (51).

Le pemetrexed, un antimétabolite de type anti-folate, en association avec le cisplatine
s’est montré plus efficace que I'association cisplatine-gemcitabine en cas de carcinome
non-épidermoide uniquement (29). Son profil de tolérance plus favorable (absence
d’alopécie, meilleure tolérance hématologique et digestive), en comparaison avec les
autres doublets, fait qu’il est devenu un standard en cas de carcinome non-épidermoide.

» La stratégie de maintenance

Il s’agit de la poursuite d’'un traitement d’entretien chez les patients dont la maladie est
contrdlée (en réponse ou stable) aprés 4 cycles d’une bi-chimiothérapie a base de platine,
ce qui permet un allongement de la survie (52). Les principaux agents utilisés en
maintenance sont le pemetrexed et le bévacizumab. Le pemetrexed peut s’utiliser en
maintenance de continuation s’il est poursuivi aprés l'utilisation d’un doublet platine-
pemetrexed ou en switch maintenance s'il est introduit a I'issu de 4 cycles d’'un doublet
ne comprenant pas de pemetrexed. L’entretien par bévacizumab ne s’envisage que dans
le cadre d’'une maintenance de continuation.

34



b. L'immunothérapie

» Principe de blocage de I'axe PD-L1/PD-1

La réponse immunitaire antitumorale est physiologiqguement contrélée par différents
signaux inhibiteurs dont fait partie le couple PD-L1 / PD-1 (programmed cell death 1).

Ce sont les lymphocytes T cytotoxiques qui permettent, en grande partie, de générer
cette réponse antitumorale.

Dans le cycle de 'immunité anti-cancéreuse (53), les cellules présentatrices d’antigénes
internalisent les antigénes tumoraux libérés par les cellules cancéreuses détruites et les
integrent au sein de molécules de surface appartenant au complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) (étapes 1 et 2, figure 3). Elles vont ensuite migrer vers le
premier ganglion de drainage pour y activer les lymphocytes T dits « naifs ». Cette
activation ou « priming » passe par l'interaction spécifique du T-cell receptor (TCR) du
lymphocyte avec le complexe peptide tumoral/CMH de la cellule présentatrice d’antigéne
(étape 3, figure 3). Les lymphocytes CD8 activés, dits « effecteurs », se dirigent ensuite
dans le tissu tumoral (étapes 4 et 5, figure 3) puis, via la reconnaissance spécifique TCR-
antigene tumoral, acquiérent leurs fonctions cytotoxiques et entrainent la lyse des cellules
tumorales (étapes 6 et 7, figure 3).

Trafficking of
T cells to tumors

@ (CTLs)

Priming and activation ®©®
(APCs & T cells) /&) @ @

blood

Infiltration of T cells
vessel

into tumors
(CTLs, endothelial cells)

lymph node

tumor

Cancer antigen /7
presentation &/
(dendritic cells/ APCs)

r/--.\.
]
K@/ Recognition of
cancer cells by T cells
(CTLs, cancer cells)

—
Release of Q)

cancer cell antigens Killing of cancer cells
(cancer cell death) (Immune and cancer cells)

Figure 3 : Cycle de 'immunité anti-tumorale (53).
APCs: antigen presenting cells (cellules présentatrices d’antigenes); CTLs: cytotoxic T
lymphocytes (lymphocytes T cytotoxiques).
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Le bon déroulement de ces étapes est permis par la mise en jeu de signaux activateurs
et inhibiteurs de la réponse immunitaire (54).

L’interaction entre le récepteur PD-1 et son principal ligand le PD-L1 est un de ces points
de contr6le immunitaire (« immune checkpoints ») qui va avoir un effet freinateur sur
I'activation lymphocytaire (étape 3, figure 3) mais surtout sur I'étape de reconnaissance
de la cellule tumorale (étape 6, figure 3) aboutissant a I'effet cytotoxique.

Le récepteur PD-1 est présent a I'état basal en faible quantité sur les lymphocytes T naifs
et certains thymocytes. Son expression est surtout induite de fagon transitoire sur
différentes cellules immunitaires -notamment les lymphocytes T mais également les
lymphocytes B, des cellules dendritiques et des macrophages- suite a un stimulus
immunogeéne.

Son principal ligand, le PD-L1 est exprimé a bas bruit a la surface des cellules
cancéreuses, de nombreuses cellules immunitaires mais aussi de cellules non
hématopoiétiques dans différents organes.

En situation de cancer, pour échapper au systéme immunitaire, la cellule tumorale peut
surexprimer le PD-L1 soit de fagon constitutive via I'activation de voies de signalisation
oncogeéniques (telles que la voie MAPK ou PI3K-AKT) soit de facon adaptative (55). En
effet, la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que l'interféron gamma (INF-y)
au cours de la réponse immunitaire entretient I'expression de PD-L1 sur les cellules
tumorales. Ainsi, I'action inhibitrice de l'interaction PD-1/PD-L1 devient prépondérante et
le systéme immunitaire n’exerce plus son rble protecteur (figure 4).
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Figure 4 : Immunologie tumorale et axe PD-1/PD-L1 (54).

L’interaction entre PD-1 et son ligand PD-L1, via le recrutement de la phosphatase Shp-
2, entraine une diminution des voies de signalisation situées en aval du complexe CMH-
1/TCR et de ses signaux co-activateurs, ce qui inhibe l'activation du lymphocyte T et
protége la cellule tumorale de la lyse cytotoxique. PD-L1 peut également lier B7-1
(=CD80) et inhiber I'activation cellulaire T en bloquant le signal de co-stimulation positif
CD28-CD80. D’autres cellules du microenvironnement tumoral participent a l'inhibition de
la réponse immunitaire T. Les cellules dendritiques via la surexpression de PD-L1 et la
production de TGF[ sont capables d’induire des lymphocytes T régulateurs aux fonctions
immunosupressives. Les cellules stromales telles que les fibroblastes associés au cancer
(« CAFs » pour cancer-associated fibroblasts) et les macrophages associés aux tumeurs
(« TAMs » pour tumor-associated macrophages) exercent également un role
immunosuppresseur, notamment via la surexpression de PD-L1 et linduction d’une
réponse immunitaire Th2. INF-y: interferon gamma; TGFS: tumor growth factor beta.

Le développement des inhibiteurs de point de contréle immunitaire s’'integre donc dans
une stratégie d'immunothérapie active, qui vise a restaurer une immunité efficiente.

Dans le CBNPC métastatique, ils sont représentés essentiellement par le pembrolizumab
et le nivolumab qui sont des inhibiteurs de PD-1 et par I'atézolizumab qui est un anti-PD-
L1 (42). Ces molécules sont des anticorps monoclonaux humains ou humanisés.
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Leur utilisation est pour certaines indications conditionnée par I'expression du PDL-1 sur
les cellules tumorales qui est le facteur prédictif de réponse a 'immunothérapie le plus
reconnu (cf paragraphe Il. « Valeurs pronostigue et prédictive de réponse a
limmunothérapie du PD-L1 »).

Cette expression est recherchée en immunohistochimie sur tissu tumoral frais ou archivé
et est exprimée en pourcentage de cellules marquant le PD-L1 (56).

Il est important de souligner que I'on parle communément « d’expression » de PD-L1 par
la tumeur pour plus de simplicité, mais il s’agit bien d’'une « surexpression » comme nous
venons de le voir.

Les anticorps, les réactifs et les automates utilisés dans les essais cliniques varient en
fonction du laboratoire promoteur. Il en va de méme du type de marquage et du seuil de
positivité retenu (tableau 1).

En France, il est recommandé d’utiliser ces tests standardisés (sous forme de kits préts
a I'emploi) dans la mesure du possible. Le test SP263 (Ventana PD-L1 SP263 Assay,
Ventana Medical Systems Inc), le test 28-8 pharmDx (Agilent Technologies/Dako) et le
test 22C3 pharmDx (Agilent Technologies/Dako) semblent interchangeables en raison de
leur tres bonne concordance pour le marquage PD-L1 des cellules tumorales.
Cependant, les tests développés dans les laboratoires (« LDT » pour laboratory
developed tests en anglais) appelés encore « tests maison » peuvent aussi étre utilisés
a condition que leur concordance ait été validée en comparaison a un test de référence
(56).
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Tableau 1 : Description et caractéristiques des tests diagnostiques compagnons des
anti-PD-1/PD-L1 (56).

» Immunothérapies en pratique

Le développement initial des anti-PD-1 et anti-PD-L1 s’est fait chez des patients
antérieurement traités par chimiothérapie, démontrant dans 4 essais publiés entre 2015
et 2017 un doublement de la survie a 2 ans en comparaison avec le docétaxel, la
chimiothérapie de référence a partir de la 2eme ligne. Alors que le nivolumab et
I'atézolizumab ont montré un bénéfice en survie quel que soit le PD-L1, la prescription
du pembrolizumab est réservée aux patients dont la tumeur exprime a plus de 1% le PD-
L1 (57-60).

Au vu de leur efficacité en 2éme ligne et plus, associé a un taux de réponse restant limité,
de l'ordre de 20%, ces immunothérapies ont été testées en 1ére ligne chez des patients
présentant une probabilité plus forte de réponse.
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La valeur prédictive de I'expression de PD-L1 avec un seuil a 50% a été établie en phase
| pour le pembrolizumab (61) et a constitué la base de I'essai Keynote 024 (62). Cet essai
a démontré un bénéfice majeur en termes de SG pour le pembrolizumab par rapport a la
chimiothérapie de lére ligne (médiane passant de 14,2 mois a 26,3 mois) chez 305
patients dont la tumeur exprimait PD-L1 dans plus de 50 % des cellules tumorales, ceci
malgré un « cross-over » vers 'immunothérapie pour plus de 60 % des patients du bras
contrble (63). C’est actuellement en France la seule immunothérapie disposant d’'une
AMM en monothérapie en lere ligne de traitement.

D’autres molécules ont été testées en 1ére ligne chez des patients sélectionnés sur
'expression du PD-L1 a différents seuils mais celles-ci n'ont pas démontré leur
supériorité par rapport a la chimiothérapie (64,65). Plus récemment, I'atézolizumab a
démontré sa supériorité en termes de SG par rapport a la chimiothérapie chez des
patients dont la tumeur exprime PD-L1 dans plus de 50% des cellules tumorales ou dans
plus de 10 % des cellules immunitaires du micro-environnement (66). Il bénéficie d’'une
AMM aux Etats-Unis dans cette indication.

Enfin, en 2018, sont arrivées les associations chimiothérapie-immunothérapie. Le
rationnel de I'association chimiothérapie-inhibiteur de checkpoint immunitaire repose sur
la capacité de certains agents cytotoxiques a générer une réponse immunitaire en
déclenchant une mort cellulaire immunogene d'une part, et a modifier le
microenvironnement immunitaire tumoral d’autre part, en éliminant les cellules
immunosuppressives (lymphocytes T régulateurs et cellules myéloides suppressives) et
en augmentant la proportion de lymphocytes T cytotoxiques (67). Ces associations ont
fait la preuve de leur efficacité par rapport a la chimiothérapie seule dans une population
non sélectionnée, quel que soit le PD-L1 (67—71). En France, deux associations sont
actuellement remboursées : cisplatine (ou carboplatine)-pemetrexed-pembrolizumab
avec maintenance par pemprolizumab-pemetrexed pour les carcinomes non-
épidermoides et carboplatine-paclitaxel-pembrolizumab avec maintenance par
pembrolizumab pour les carcinomes épidermoides. La maintenance est poursuivie
jusqu’a progression ou toxicité.

D’autres associations ont été testées parmi lesquelles les doubles immunothérapies
associant un anti-PD-1 a un anti-CTLA4, CTLA4 étant un autre point de contrble
immunitaire exercant un effet inhibiteur au niveau de la phase d’activation du lymphocyte
T. L’association nivolumab-ipilimumab a montré une supériorité en termes de SG par
rapport a la chimiothérapie seule (72) mais I'absence de facteur prédictif d’efficacité de
cette association fait que sa place n’est pas encore définie dans la stratégie
thérapeutique. Cette combinaison n’a été approuvée que par la Food and Drug
Administration (FDA) aux Etats-Unis chez des patients dont la tumeur exprime a plus de
1% le PD-L1.
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c. Le nouvel algorithme de prise en charge en 2020

» Chez le patient de moins de 70 ans, PS 0 ou 1 (figure 5) :

e En cas de CBNPC de type non-épidermoide, on peut utiliser :
- L’association sel de platine-pemetrexed-pembrolizumab avec maintenance
par pemetrexed-pembrolizumab.
- Le pembrolizumab seul si le PD-L1 est exprimé sur plus de 50% des
cellules tumorales.

e En cas de carcinome épidermoide, on peut utiliser de fagon similaire :
- L’association carboplatine-paclitaxel-pembrolizumab avec maintenance
par pembrolizumab.
- Le pembrolizumab seul si le taux de PD-L1 est supérieur a 50%.

L’adjonction de la chimiothérapie a I'immunothérapie pourrait diminuer le nombre de
progressions précoces, qui sont de I'ordre de 5 a 15% sous immunothérapie seule (73).
A noter toutefois qu’il n'y a pas eu de comparaison directe de [l'association
chimiothérapie-immunothérapie versus immunothérapie seule chez les patients avec une
tumeur exprimant le PD-L1 a plus de 50%.

Histologie I Non-épidermoide Epidermoide
Biomaraueurs EGFR sauvage, pas de mutation BRAF VE0OE
q Absence de réarrangement ALK ou ROS1

EI|g|b|I|te Comorbidités, éligibilité a I'immunothérapie
PDL1I PD-L1<1% | PD-L11-49% PD-L1>50% PD-L11-49%] PD-L1<1%
Pembrolizumab
Cis{carbo)platine-pemetrexed ou cis(carbo)platine- | Pembrolizumab
L + pembrolizumab pemetrexed [oll} . .
1= ligne ou carboplatine- + pembrolizumab Carboplatine- Carbopla:;nel-_pac:l:;xel
Europe paclitaxel-bevacizumab ou carboplatine- paclitaxel + pembrolizum

+ atezolizumab*

paclitaxel-bevacizumab § + pembrolizumab
+ atezolizumab®

Figure 5 : Algorithme de traitement de 1¢ ligne des CBNPCs sans addiction
oncogénique au stade métastatique, chez des patients < 70 ans, éligibles a
limmunothérapie et ayant un PS 0 ou 1 (48).
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» Chez le patient de plus de 70 ans, PSOou 1:

Le standard thérapeutique est le pembrolizumab en cas de PD-L1>50% et une bi-
chimiothérapie par carboplatine-paclitaxel dans les autres cas.

» Chez le patient PS 2 :

Il est fortement recommandé de se baser sur un doublet a base de carboplatine, adapté
a [I'histologie (carboplatine-paclitaxel, carboplatine-gemcitabine, carboplatine-
pemetrexed uniquement en cas de carcinome non-épidermoide).

Ce nouvel algorithme de prise en charge complexifie la stratégie de seconde ligne (42).

Apres une lere ligne de chimiothérapie, une mono-immunothérapie par pembrolizumab,
nivolumab ou atézolizumab est recommandée et a linverse, aprés administration du
pembrolizumab seul en 1éere ligne, un doublet de chimiothérapie a base de platine reste
indiqué.

Seulement, aprés une association chimiothérapie-immunothérapie, les possibilités sont
plus limitées avec le docétaxel, 'association paclitaxel-bévacizumab uniquement pour les
carcinomes non-épidermoides, et enfin les monothérapies par gemcitabine, vinorelbine
et paclitaxel.

L’expression de PD-L1 sur tissu est souvent au coeur de ces nouveaux essais
d’immunothérapies en tant que facteur prédictif de réponse mais sa valeur pronostique
mal connue pourrait étre un facteur confondant.

Il. Valeurs pronostique et prédictive de réponse a 'immunothérapie

du PD-L1 sur tissu tumoral dans le carcinome bronchique non a

petites cellules

Plus de deux tiers des patients présentant un CBNPC métastatique, ont une expression
de PD-L1 sur au moins 1% des cellules tumorales et 23 a 32% des patients sont
considérés comme a haut niveau d’expression du fait d’'une expression sur plus de 50%
des cellules tumorales (59,61,67).

A. Valeur pronostigue de I'expression de PD-L1 et caractéristigues clinico-

pathologigues associées

Dans le CBNPC, la signification pronostique de I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales est controversée. Certaines études ne retrouvent pas d’'impact pronostique a
la surexpression du PD-L1 dans la tumeur (74,75), d’autres lui conférent un réle favorable
(76,77) et certaines lui attribuent un rdéle pronostique péjoratif (78—80).
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Cette discordance peut étre expliquée en partie par I'hétérogénéité des méthodes de
détection et des critéres d’interprétation utilisés dans I'évaluation du PD-L1 (81).

Plusieurs méta-analyses de revue systématique de la littérature se sont intéressées a la
question et retrouvent un impact pronostique négatif de I'expression de PD-L1 sur les
cellules tumorales, pour la plupart en analyse univariée (82—85). Cependant, celles
présentant les effectifs les plus importants ne retrouvent pas d’'impact pronostique du PD-
L1 dans le sous-groupe des études n’ayant inclus que des stades métastatiques (84,85).

Par ailleurs, dans les études de phase Il testant immunothérapie versus chimiothérapie
ou immuno-chimiothérapie versus chimiothérapie ne comportant que des stades
métastatiques, I'expression de PD-L1 sur la tumeur ne semble pas avoir d’impact
purement pronostique (57,60,67).

Certaines caractéristiques clinico-pathologiques, globalement de mauvais pronostic,
pourraient étre associées a I'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales :

e Une tumeur peu différenciée dont les sous types micropapillaire et solide
en cas d’adénocarcinome (79,80,85).

e Le statut fumeur (79,84,85).

¢ Et enfin de facon moins reproductible : le sexe masculin (84,85), la taille de
la tumeur primitive (84,85), I'envahissement ganglionnaire (78,84,85) et
plus globalement un stade TNM avancé (75,84), mais également un statut
EGFR sauvage (79,84,85) et a I'inverse un statut KRAS muté (74,85).

B. Valeur prédictive d’efficacité de 'immunothérapie de I’expression de PD-L 1

Le niveau d’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales est corrélé a la probabilité de
réponse aux anti-PD-1/PD-L1 et a lamplitude du bénéfice de survie de ces
immunothérapies en monothérapie comparativement a la chimiothérapie en 2éme ligne
(58-60) et en lere ligne (86). Cependant, cette corrélation n’est pas retrouvée dans
toutes les études (57,64).

On peut donc qualifier le PD-L1 de facteur prédictif de réponse aux anti-PD-1/PD-L1 mais
I'on sait que ce biomarqueur est imparfait.

Plus de 50% des patients avec une tumeur a haut niveau d’expression de PD-L1 ne
répondent pas au pembrolizumab en 1ére ligne (62).

A linverse, environ 10% des patients dont la tumeur n’exprime pas le PD-L1 répondent
a 'immunothérapie en 2éme ligne (58,60).

Ceci pourrait étre expliqué en partie par 'hétérogénéité intra-tumorale de I'expression de
PD-L1 au sein de la tumeur primitive et entre la tumeur primitive et les métastases (87),
mais également par sa variabilité temporelle, en fonction des traitements recus (55).

D’autre part, la recherche de I'expression du PD-L1 n’est pas toujours faisable sur le
prélevement initial du fait d’'une quantité insuffisante de matériel tumoral et la réalisation
d’'une nouvelle biopsie n’'est pas toujours possible du fait du risque de saignement.
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C’est dans ce contexte que la recherche du PD-L1 sur cellules tumorales circulantes
(CTCs) a l'aide d’une simple prise de sang semble intéressante.

lll. Détermination du PD-L1 sur cellules tumorales circulantes

A. Généralités sur les cellules tumorales circulantes

Les CTCs ont été mises en évidence pour la premiére fois en 1869, par le pathologiste
Thomas Ashworth, dans le sang d’'un patient présentant un cancer métastatique (88).

Cependant, leur réle dans le processus métastatique et leur potentielle utilité clinique
n‘ont été explorés quau cours de ces vingt derniéres années, en paralléle du
développement d’outils de détection plus fiables et plus sophistiqués.

Il faut souligner que la détection de CTCs s’intégre dans le cadre du concept plus global
de « biopsie liquide » en temps réel (89). Initialement dédié aux CTCs, le principe de
biopsie liquide comprend aujourd’hui la détection dans le sang de différents
biomarqueurs, dont I'analyse moléculaire va apporter des informations complémentaires,
permettant de refléter au mieux les caractéristiques du cancer du patient, a un instant T.
Dans ce contexte, les CTCs mais aussi 'ADN tumoral circulant, les exosomes et les
plaquettes éduquées par la tumeur ont démontré leur pertinence clinique (90).

1) Le processus métastatique

Les CTCs sont a la base du processus métastatique qui comprend plusieurs étapes (91).
Les étapes précoces, comprenant le détachement des cellules tumorales de la tumeur
primitive et leur passage dans la circulation sanguine, sont les plus rapides (de 'ordre de
quelques minutes a quelques jours), alors que les étapes ultérieures aboutissant au
développement d’un site métastatique manifeste peuvent prendre plusieurs années (92).

a. Détachement de la tumeur primitive, migration a travers le stroma ou
« invasion » puis intravasation :

Certaines cellules tumorales grace a la perte de l'adhésion intercellulaire, a la
modification de leur polarité et a des réarrangements du cytosquelette vont pouvoir se
détacher de la tumeur primitive. Leur migration a travers le stroma va étre facilitée par un
remodelage de la matrice extracellulaire par les macrophages associés aux tumeurs
(« TAMs » pour tumor-associated macrophages) et par I'action des fibroblastes associés
au cancer (« CAFs » pour cancer-associated fibroblasts). Enfin, ce stroma « activé »
entraine la production de nombreux facteurs de croissance dont le VEGF (vascular
endothelial growth factor) qui, en augmentant la perméabilité de I'endothélium, va
permettre l'intravasation des cellules tumorales devenant alors des cellules tumorales
circulantes (CTCs).
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L’acquisition par les cellules tumorales de ces propriétés d’invasion pourrait étre en lien
avec une modification transitoire de leur phénotype appelée transition épithélio-
mésenchymateuse (« EMT » pour epithelial-to-mesenchymal transition) (93). Au cours
de cette transition, les cellules tumorales acquierent de facon partielle ou totale, un
phénotype mésenchymateux (avec schématiquement la perte d’expression de I'E-
cadhérine et de EpCAM (epithelial cell adhesion molecule), et I'expression de la
vimentine et de la N-cadhérine) leur conférant un gain en mobilité et en capacité
d’invasion. De plus, ce processus permettrait aux cellules tumorales de résister a I'anoikis
(mort cellulaire programmeée a la suite de la perte de contact avec la membrane basale)
et d’échapper au systéme immunitaire, mais aussi d’acquérir des caractéristiques de
cellule souche, tel que l'auto-renouvellement nécessaire a l'initiation d’'une nouvelle
tumeur dans un site a distance (figure 6). Il a été démontré que les cellules tumorales
ayant subi une transition épithélio-mésenchymateuse sont impliqguées dans la résistance
a la chimiothérapie (94).

Enfin, les cellules tumorales peuvent franchir ces différentes étapes en groupes appelés
« clusters » au sein desquels une partie des cellules garde un phénotype épithélial. Ces
clusters ou « micro-emboles » ont un potentiel de dissémination métastatique plus
important et sont associés a un plus mauvais pronostic (95).

b. Circulation dans le sang puis extravasation

Une fois dans la circulation sanguine, les CTCs sont exposées a de nombreuses
contraintes : forces de cisaillement, stress oxydatif, attaques du systéme immunitaire. La
circulation sous forme de clusters ou encore I'association de CTCs isolées aux plaquettes
leur permettent d’y résister.

D’autres mécanismes d’échappement au systéme immunitaire sont décrits (96) et
notamment la encore la surexpression de PD-L1 qui pourrait agir en coordination avec le
processus de transition épithélio-mésenchymateuse (97).

Les cellules tumorales vont pouvoir se fixer au niveau de la paroi d’'un vaisseau au sein
d’'un nouvel organe soit du fait de contraintes anatomiques, si bloquées dans un capillaire
de petit calibre, soit du fait de leur tropisme pour un organe spécifique par I'intermédiaire
d’exosomes sécrétés par la tumeur primitive. Enfin, les métalloprotéases ainsi que le
VEGF secrétés par les cellules tumorales et les cellules immunitaires vont augmenter la
perméabilité de I'endothélium et permettre I'extravasation.

c. Colonisation d’'un organe a distance

Les cellules tumorales ayant colonisé un nouvel organe vont devoir s’adapter a leur
nouveau micro-environnement. Ces cellules, appelées cellules tumorales disséminées
(« DTCs » pour disseminated tumor cells), vont soit entrer en dormance, ou elles sont
bloguées de facon réversible en phase GO/G1 du cycle cellulaire, soit aboutir au
développement de métastases apres réacquisition de leur phénotype épithélial (transition
mésenchymo-épithéliale (« MET » en anglais pour mesenchymal-to-epithelial transition)
en miroir de la transition épithélio-mésenchymateuse, figure 6). On sait également
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gu’elles peuvent circuler a nouveau dans le sang pour aller coloniser d’autres organes
voire réensemencer le site primitif (98).

Primary tumor

s micro- ’
* @ ’
b S ?) metastasis_~

-~

Distant organs
(i.e., bone marrow)

Figure 6 : Transition épithélio-mésenchymateuse réversible et dissémination tumorale
(89).

Certaines cellules tumorales se détachent de la tumeur primitive et atteignent la
circulation sanguine grace au processus de transition épithélio-mésenchymateuse
(représentées en rouge sur le schéma). Aprés extravasation, ce sont ces cellules, de par
leurs caractéristiques de cellules souches, qui vont préférentiellement donner lieu a des
micro-métastases, aprés réacquisition d’un phénotype épithélial. EMT: epithelial-to-
mesenchymal transition; DTC: disseminated tumor cell; MET: mesenchymal-to-epithelial
transition.

En conclusion, les CTCs sont de fagon théorique un reflet de la tumeur primitive mais
également de I'ensemble des sites colonisés a distance. D’autre part, leur demi-vie dans
le sang étant trés courte (inférieure a 2 heures), leur détection permet de saisir cette
hétérogéenéité tumorale en temps réel.

Cependant leur détection est un véritable challenge étant donné leur faible concentration
dans le sang quand elles sont présentes (89).
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2) Méthodes de détection des cellules tumorales circulantes

Pour pouvoir distinguer une CTC parmi les millions de cellules hématopoiétiques qui
I'entourent, il faut tout d’abord procéder a une étape d’enrichissement qui va augmenter
la proportion de cellules tumorales dans I'’échantillon.
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Figure 7 : Différentes méthodes d’enrichissement, de détection et de caractérisation
des CTCs (99).

L’ADN tumoral circulant et les CTCs peuvent étre détectés a partir du méme échantillon
de sang. L’enrichissement des CTCs est basé sur leurs propriétés biologiques et/ou
physiques. La détection des CTCs se base le plus souvent sur 'immunohistochimie avec
la détection de marqueurs spécifiques aux cellules tumorales recherchées. Enfin, les
CTCs peuvent étre caractérisées sur le plan génomique, transcriptomique et
protéomique, et leurs propriétés fonctionnelles peuvent étre analysées in vivo dans des
modeles de xénogreffes. ctDNA: circulating tumor DNA; DEP: dielectrophoresis; mRNA:
messenger RNA; gRT-PCR: quantitative reverse transcription-PCR; FISH: fluorescence
in situ hybridization; WGA: whole-genome analysis; CNAs: copy number alterations;
NGS: next-generation sequencing.
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Différentes méthodes d’enrichissement existent, avec deux axes : celles basées sur les
propriétés biologiques des CTCs d’une part, et celles basées sur leurs caractéristiques
physiques (96).

e Meéthodes d’enrichissement basées sur les propriétés biologiques des CTCs
(figure 7)

Ce type d’enrichissement peut se faire soit par sélection positive soit par sélection
négative. La sélection positive vise a capturer les CTCs a I'aide d’anticorps dirigés contre
des antigenes présents a la surface des cellules tumorales, alors que la sélection
négative vise a éliminer les leucocytes et les plaquettes avec des anticorps dirigés contre
I'antigéne CD45 et I'antigéne CD61 respectivement. Afin de pouvoir capturer ces cellules,
les anticorps utilisés dans ces approches sont couplés a des billes magnétiques.
L’exposition du prélevement a un aimant permet la capture des complexes antigénes-
anticorps couplés aux billes magnétiques et lisolement des cellules (exemples :
CellSearch® et AdnaTest pour la sélection positive, Easystep pour la sélection négative).
D’autres techniques utilisent des puces micro fluidiques sur lesquelles sont fixées les
anticorps (CTC-chip par exemple).

La sélection positive est trés souvent effectuée avec un anticorps anti-EpCAM, mais la
combinaison d’anticorps ciblant des marqueurs mésenchymateux (comme le FAPa pour
fibroblast activation protein alpha ou le CSV pour vimentin surface cell) ou de cellule
souche (comme le CD133) permettrait d’augmenter la proportion de cellules tumorales
dans I'échantillon. En effet les cellules tumorales ayant subi une transition épithélio-
mésenchymateuse sont susceptibles de perdre I'expression de EpCAM et de ne pas étre
capturées par les techniques basées sur la détection de ce seul marqueur.

e Meéthodes d’enrichissement basées sur les caractéristiques physiques des CTCs
(figure 7)

Il s’agit de techniques basées sur la taille et/ou la déformabilité des cellules tumorales
(ISET, Parsortix), leur densité (Ficoll-paque, Oncoquick) ou leurs propriétés électriques
(DEPArray). En effet, les CTCs sont généralement plus volumineuses (12 a 25 microns),
moins déformables et moins denses que les cellules hématopoiétiques et migrent de
facon différente aprés application d’'un champ électrique.

e Enfin certaines techniques sont basées a la fois sur les propriétés biologiques et
physiques des cellules tumorales circulantes : immuno- sélection et densité
(RosetteSep), immuno- sélection et taille (GEDI chip, CTC-iCHIP).

L’étape suivante concerne la détection a proprement dite des CTCs par des techniques
d'immunohistochimie (comme avec le systéme CellSearch® présenté ci-apres),
moléculaires ou fonctionnelles (figure 7) (99).

Les techniques moléculaires se basent sur la détection des ARN messagers des CTCs
par RT-PCR (par exemple, le transcrit codant pour la cytokératine 19 dans le cancer du
sein) et les techniques fonctionnelles EPISPOT et EPIDROP permettent la détection de
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leurs produits de sécrétion (par exemple, le PSA dans le cancer de la prostate). Ces deux
types de techniques permettent déja la caractérisation des CTCs (figure 7).

En effet, une fois isolées, les cellules tumorales offrent la possibilité d’analyse de leur
génome et leur transcriptome (caractérisation moléculaire, au mieux sur cellule unique
aprés une méthode de tri cellulaire comme le DEPArray), leur protéome (caractérisation
phénotypique) et leur sécrétome (caractérisation fonctionnelle).

Enfin, la détection de CTCs viables permet le développement de modéles de xénogreffes
in vivo (« PDX » pour xenografts derived-patient) et la mise en culture in vitro (100) pour
une caractérisation la plus compléte possible.

La technologie CellSearch® est actuellement I'unigue méthode approuvée par la FDA
pour détecter les CTCs (101). Son AMM est restreinte a la détection des CTCs dans trois
types de cancers a des fins pronostiques : le cancer du sein métastatique, le cancer de
la prostate métastatique résistant a la castration et le cancer colorectal métastatique.
Cette technique semi-automatisée associe un enrichissement par immuno-sélection
positive grace au marqueur épithélial EpCAM puis une étape de détection par
immunohistochimie. Plus précisément, les cellules sont capturées a l'aide de billes
magneétiques recouvertes d’un anticorps spécifique du marqueur épithélial EpCAM. Elles
sont ensuite marquées avec des anticorps anti-cytokératines (CKs) 8, 18, 19 et anti-CD45
couplés a des fluorochromes, ainsi qu’avec le DAPI, un marqueur nucléaire. Les cellules
DAPI+/CD45-/CK+ sont comptabilisées par un automate, le CellTracks Analyzer Il. Une
cellule doit alors répondre a plusieurs critéres pour étre retenue comme étant une CTC :

- la cellule doit étre intacte avec une morphologie ronde ou ovale et de taille supérieure
adpum;

- avoir un noyau a lintérieur du cytoplasme et une aire nucléaire inférieure a l'aire
cytoplasmique ;

- étre marquée positivement par les CKs et négativement par le CD45.

Cette méthode ne s’adapte donc qu’a la détection de CTCs de phénotype épithélial, mais
elle est reproductible et standardisée. De plus, I'utilisation de tubes CellSave® avec
fixateur spécifique permet de conserver les échantillons jusqu’a quatre jours avant leur
analyse.

Enfin, un quatriéme canal autorise le marquage par un autre anticorps permettant une
caractérisation phénotypique des CTCs, avec par exemple l'utilisation d’anticorps anti-
HER?2 dans le cancer du sein ou anti-PD-L1.

De nombreuses applications cliniques découlent de la mise en évidence et de la
caractérisation de ces CTCs.
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3) Pertinence clinigue des cellules tumorales circulantes avec un focus sur le

carcinome bronchique non a petites cellules

a. Tous cancers confondus

Les CTCs ont plusieurs applications cliniques potentielles dans la prise en charge des
cancers solides, que I'on peut distinguer en fonction du stade de la maladie.

Au stade localisé, la présence de CTCs au diagnostic est retrouvée comme facteur
pronostique défavorable sur la SSP et la SG dans plusieurs localisations tumorales telles
que le cancer du sein (102), du poumon non a petites cellules (103), du colon (104) et du
pancréas (105). D’autre part, la présence de CTCs apreés chirurgie curative est associée
a une diminution de la survie sans récidive (106). Ceci a permis d’introduire le concept
de maladie résiduelle minimale (« MRD » pour minimal residual disease) qui suppose la
présence de cellules tumorales disséminées en dormance et qui précede la récidive
« clinique » (99). Chez un patient donné, la surveillance de I'apparition de CTCs apres
chirurgie pourrait alors permettre de détecter une éventuelle rechute plus précocement
gu’avec des examens d’imagerie classiques.

Au stade métastatique, la valeur pronostique indépendante du nombre de CTCs avant
traitement a été établie pour différents cancers avec une valeur seuil déterminée par la
technologie CellSearch® qui varie en fonction de la localisation tumorale. Ainsi un taux
de CTCs supérieur a 5 par 7.5ml de sang impacte négativement la SSP et la SG dans le
CBNPC (107), le cancer du sein (108) et le cancer de la prostate résistant a castration
(109). Cependant, pour le cancer colo-rectal, ce seuil est fixé a 3 CTCs par 7.5ml de sang
(110) tandis que pour le carcinome bronchique a petites cellules, il est de 50 CTCs par
7.5ml de sang (111).

Cette valeur pronostique pourrait permettre la stratification des patients avant traitement
et ainsi impacter la prise en charge en attribuant un traitement plus agressif aux patients
présentant un taux significatif de CTCs (112).

D’autre part, les CTCs pourraient avoir un role dans la prédiction de I'efficacité d’'un
traitement ciblé. Avant traitement, la recherche de cible thérapeutique sur CTCs
(altération génomique ou surexpression protéigue) viendrait alors en complément de la
biopsie classique afin de refléter au mieux I'hétérogénéité tumorale (113).

Enfin, le monitoring des CTCs en cours de traitement est susceptible d’apporter deux
types d’informations précieuses. L’absence de diminution du nombre de CTCs en
dessous du seuil pronostique en cours de traitement est associée a une diminution de la
SSP et de la SG dans plusieurs localisations tumorales (109,110,114) dont le CBNPC
(107,115). Ceci suggere que la persistance ou 'augmentation des CTCs sont associées
a une résistance au traitement et qu’'une modification précoce de la stratégie
thérapeutique pourrait retarder la progression « clinique ». De plus, la caractérisation
moléculaire et/ou phénotypique des CTCs a ce moment précis permettrait I'identification
d’éventuels mécanismes de résistance (116).
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L'utilité clinique des CTCs, c'est-a-dire leur capacité a influencer la décision
thérapeutique, a tres récemment été démontrée dans le cancer du sein métastatique
(117) et ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour l'utilisation des CTCs en routine
clinique.

b. Dans le carcinome bronchigue non a petites cellules métastatique

Bien que les taux de détection soient extrémement variables en fonction de la méthode
utilisée, la présence de CTCs reste un événement particulierement rare dans le CBNPC,
y compris au stade métastatique. De plus, lorsqu’elles sont détectées, les CTCs sont
alors présentes en faible nombre, ce qui est en totale opposition avec le carcinome
bronchique a petites cellules (118).

Au-dela de la valeur pronostique déja évoquée du nombre de CTCs avant traitement et
de sa variation en cours de traitement, les CTCs se sont montrées étre de bons outils,
non invasifs, pour la détection d’altérations moléculaires ciblables telles que les mutations
de 'EGFR, les réarrangements ALK ou ROS1 (119).

En effet, plusieurs études ont démontré la faisabilité de la détection des mutations
activatrices de 'EGFR sur CTCs avec une bonne concordance par rapport au statut
mutationnel sur la tumeur primitive (120,121). Ceci implique également la possibilité de
détection de certains mécanismes de résistance aux ITKs. En particulier, I'apparition de
la mutation T790M dans I'exon 20 qui correspond au mécanisme de résistance le plus
fréquent aprés ITK de lere ou 2éme génération peut étre identifiée sur CTCs (120).
Cependant, I'utilisation de ’'ADN tumoral circulant qui est plus sensible pour la détection
de ces mutations (122), reste la référence en pratique cliniqgue, en complément ou a la
place de la biopsie tissulaire quand celle-ci n’est pas faisable.

De la méme facon, les réarrangements ALK et ROS1 peuvent étre détectés sur CTCs
(123). La caractérisation moléculaire des CTCs a I'échelle de cellule unique permet
d’identifier différents mécanismes de résistance au crizotinib chez des patients
présentant un CBNPC avec réarrangement ALK (124).

Plus récemment, plusieurs études se sont intéressées a la détection du PD-L1 sur CTCs,
essentiellement dans le but daméliorer la valeur prédictive de réponse a
'immunothérapie de ce biomarqueur, avec comme argument majeur son hétérogénéité
intra-tumorale (125).

Cependant, leurs résultats ne sont pas uniformes, tant sur le plan de la concordance
entre le statut PD-L1 sur tissu et sur CTCs, qu’en termes de valeur pronostique de la
présence de CTCs exprimant le PD-L1.
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B. Obijectifs de I’étude

Le but de notre étude était en premier lieu de confirmer la faisabilité de la détection du
PD-L1 sur CTCs dans une cohorte de 54 patients présentant un CBNPC avancé, au
moyen de la seule technique actuellement validée pour la détection de CTCs a savoir le
systeme CellSearch®.

Les objectifs en termes de pertinence clinique se déclinaient en 2 parties :

° Evaluation de la concordance entre I'expression de PD-L1 sur tissu tumoral et sur CTCs
afin de déterminer dans quelle mesure l'utilisation des CTCs permettrait de mieux refléter
I'hétérogénéité intra-tumorale du PD-L1.

° Deétermination de la valeur pronostique de la présence de CTCs exprimant le PD-L1 et
corrélation aux autres caractéristiques clinico-pathologiques.
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Abstract

Introduction: In non-small cell lung cancer (NSCLC), analysis of programmed cell
death ligand 1 (PD-L1) expression in circulating tumor cells (CTCs) is a potential
alternative to overcome the problems linked to the tumor biopsy spatiotemporal
heterogeneity. However, the prognostic significance of PD-L1-positive (PD-L1*) CTCs

remains controversial.

Methods: We prospectively evaluated the correlation with clinicopathological variables
and prognostic value of PD-L1®*) CTCs, detected with the FDA-cleared CellSearch®
system, in 54 patients with advanced NSCLC.

Results: We detected CTCs and PD-L1® CTCs in 43.4% and 9.4% of patients with
NSCLC. PD-L1 expression concordance between tumor tissue and CTCs was low
(54%). PD-L1™ CTC presence was correlated with the absence of gene alterations in
tumor tissue and with poor prognosis-related biological variables (anemia,
hyponatremia, increased LDH level). In univariate analysis, absence of gene
alterations, number of metastatic sites, prior systemic therapies, and presence of CTCs
and PD-L1®*) CTCs were associated with worse overall survival (OS), whereas PD-L1
expression in tumor tissue was not. In multivariate analysis, squamous cell carcinoma
histology, number of prior systemic treatments, and CTC presence were significantly
associated with OS. Survival was worse in patients with PD-L1®*) CTCs than in patients
with PD-L1-negative CTC or without any CTC.

Conclusions: Our study suggests that the presence of PD-L1®") CTCs is associated
with poor prognosis in patients with advanced NSCLC. Studies with larger samples are
needed to confirm our results and to determine how PD-L1™) CTC detection could help
to predict the response or resistance to anti-PD-1/PD-L1 therapies.

Keywords

Non-small cell lung cancer (NSCLC); programmed cell death ligand 1 (PD-L1);
circulating tumor cells (CTCs); CellSearch® system; prognostic value.
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Introduction

Lung cancer, mainly represented by non-small cell lung cancer (NSCLC), is the leading
cause of cancer death worldwide (1). Blockade of programmed cell death ligand 1 (PD-
L1) interaction with its receptor programmed cell death 1 (PD-1) has revolutionized the
treatment of NSCLC without oncogenic addiction, such as epidermal growth factor
receptor (EGFR) alterations or anaplastic lymphoma kinase rearrangements.
Nowadays, in patients with NSCLC, these immune checkpoint inhibitors (ICIs) are
used alone as first and second-line treatments (2,3), and also in association with

chemotherapy in first line-settings (4,5).

PD-L1 expression in the tumor is one of the most established predictive biomarkers of
response to anti-PD-1/PD-L1 therapies, and is currently the only predictive biomarker
used in clinical practice (6). However, more than 50% of patients with high PD-L1
expression in tumor do not benefit from first-line pembrolizumab (anti-PD-1 antibody)
(2). Conversely, 10% of patients with a PD-L1-negative tumor respond to second-line
anti-PD-1/PD-L1 agents (3,7). These findings may be explained by the spatiotemporal
heterogeneity of PD-L1 expression in the tumor, and also by technical differences in

the methods used for its detection (8).

Circulating tumor cells (CTCs) might better reflect the tumor heterogeneity than tissue
biopsies because they arise from different tumor sites (9). Furthermore, as they are
collected using a minimally invasive method (blood sampling), they can be analyzed
longitudinally as liquid biopsies (10), and might provide information on the different
mechanisms of treatment resistance. Several groups have assessed PD-L1
expression on CTCs from patients with NSCLC using different methods, including the
CellSearch® system (the only FDA-cleared CTC detection method) (11-14). However,
their findings, in terms of concordance between PD-L1 expression in tumor tissue and
in CTCs, are contradictory. Moreover, the presence of PD-L1-positive CTCs (PD-L1®*)
CTCs) at baseline was not predictive of the response to ICls (15), but was associated

with poorer prognosis (16-18).

The aim of this study was to confirm the feasibility of PD-L1 assessment in CTCs

detected with the CellSearch® system, in a cohort of patients with advanced NSCLC,
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and to determine the concordance with PD-L1 expression status in tumor tissue
biopsies. Moreover, the clinicopathological correlations and prognostic value of PD-

L1®™) CTCs were prospectively investigated.
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Materials and methods

Patients

This study is part of the ALCINA trial that assesses circulating biomarkers in different
cancer types (NCT02866149). Patients older than 18 years of age with histologically
confirmed stage Ill or IV NSCLC treated at the Montpellier Cancer Institute (ICM) were
prospectively enrolled between June 2016 and June 2018. All patients signed a written

informed consent.

Patients were prospectively followed to determine progression-free survival (PFS) and
overall survival (OS). The patients’ characteristics at inclusion were extracted from

their electronic health record.

Blood samples and CTC detection

Blood was drawn from the arm vein of each patient in specific CellSave® tubes
(Menarini, 10 mL) for CTC detection. Blood samples were then kept at room
temperature and sent to the “Detection of Rare Human Circulating Cells — LCCRH”
Laboratory at Montpellier University Medical Center, France, where they were

processed immediately with the CellSearch® system.

For all experiments, we used the CellSearch CTC Kit (#7900001) that contains a
ferrofluid-based capture reagent and immunofluorescent reagents. The ferrofluid
reagent is made of nanoparticles with a magnetic core surrounded by a polymeric layer
coated with anti-Epithelial Cell Adhesion Molecule (EpCAM) antibodies for CTC
capture. After immunomagnetic capture and enrichment, the following fluorescent
reagents were added for detection: anti-cytokeratin (CK)-phycoerythrin, and anti-

CD45-allophycocyanin antibodies and 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).

The CellSearch CTC Kit leaves a fourth channel open for assessing an additional
marker (PD-L1 in this study). PD-L1 expression on CTCs was evaluated with the anti-
human B7-H1/PD-L1 fluorescein isothiocyanate-conjugated antibody from R&D
System the sensitivity and specificity of which were demonstrated in a previous study
(19). An event was defined as a CTC with the EpCAM-positive, CK-positive, DAPI-

positive, CD45-negative phenotype that expresses or not PD-L1.
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Statistical analysis

Data were described using frequencies and percentages for qualitative variables and
means, medians and ranges for continuous variables. For qualitative variables,
percentages were calculated relative to the total population, excluding missing data.
Data were compared with the Chi-square test or the Fischer’s exact test for qualitative

variables, and the Kruskal-Wallis test for quantitative variables.

Concordance between PD-L1 expression in the matched tumor tissue and CTCs was
determined by calculating the sensitivity, specificity, positive and negative predictive
values, using the PD-L1 evaluation on tumor tissue as the gold standard.

The primary endpoints of the outcome analysis were PFS and OS. All survival times
were calculated from the inclusion date and estimated with the Kaplan-Meier method
and 95% confidence intervals (95% ClI).

Univariate analysis was performed using the log rank test for qualitative variables and
a Cox proportional hazards model for continuous variables. For the multivariate Cox
models, variables were selected using a backward selection process, checking for

cofounding effects at each step.

All statistical tests were bilateral and a p <0.05 was considered statistically significant.

All statistical analyses were performed with STATA, v16.0.
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Results

Descriptive analysis

Patients’ characteristics at inclusion

Fifty-four patients with stage Il - IV NSCLC were prospectively enrolled between June

2016 and June 2018. Their main characteristics are summarized in Table 1.

Table 1: Patients’ characteristics at inclusion (N = 54)

Characteristics N (%)

Age (mean, range) 64.5 (34 - 84)

Sex

Male 31(57.4)
Female 23 (42.6)

Smoking status

Never smoker 7 (13.5)
Former smoker 37 (71.1)
Current smoker 8(15.4)
NA 2

Performance status*

0 11 (22)

1 29 (58)

2 9 (18)

3 1(2)

NA 4

Histological type

Adenocarcinoma 39(72.2)
scc 11 (20.4)
Others 4(7.4)

Molecular alteration (if applicable**, N = 42)

Targetable (EGFR / ROS1) 8(19.1)
Not targetable 15 (35.7)
No 19 (45.2)

Stage

1l 3(5.6)

\Y 51 (94.4)

Number of metastatic sites (mean, range) 2.7(0-6)

Prior treatment

No 9(16.7)
Yes 45 (83.3)
Surgery 14 (25.9)
Radiotherapy or radio-chemotherapy 17 (31.5)
Systemic treatment 37 (68.5)
1 line 23 (42.6)
2 lines 7 (13)
3 lines 6(11.1)
>3 lines 1(1.9)

NA: not available; SCC: squamous cell carcinoma.

*: Eastern Cooperative Oncology Group performance-status score (on 5-point scale, with higher scores
indicating increasing disability) (20); **: not applicable for SCC in smoker patients and neuroendocrine
carcinoma
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Their mean age was 64.5 years, 57.4% were men and 86% were smokers. Most
patients were in good general condition (performance status score = 0 or 1 in 80% of
patients). Most patients had stage IV NSCLC (94.4%); adenocarcinoma was the most
frequent histological type (72.2%). Among the non-squamous carcinomas (and
squamous carcinomas in non-smokers), 23 tumors (54.8%) had molecular alterations,

including 8 targetable alterations (EGFR mutations and ROS1 rearrangements).

The median time from diagnosis to inclusion was 18 months. Most patients (83.3%)
had already had one or more treatment before inclusion: surgery (25.9%), radio-
chemotherapy (7.4%), radiotherapy alone (24.1%), and at least one systemic
treatment (68.5%).

CTC detection, PD-L1 expression in tumor tissue samples and in CTCs

Information on PD-L1 expression in tumor biopsies was available for 42/54 patients
(77.8%). PD-L1 expression was detected in at least 1% of tumor cells in 19/42 tumor
biopsies (45.2%). PD-L1 expression in biopsies was assessed on average 5 months
before inclusion. The most frequently used antibody was the clone E1L3N.

Among the 54 blood samples, one was not interpretable because of intensity saturation
causing a reading problem in the CellTrack Analyzer. CTCs were detected in 23 of the
53 remaining samples (43.4%). The median CTC number per 7.5ml of blood was 3
(range, 1 to 205). PD-L1®*) CTCs were detected in five blood samples (9.4%) (median
number = 3; range, 1 - 4). In these five samples, the PD-L1%) CTC subset represented
1.5 to 100% of the whole number of detected CTCs.

PD-L1 expression concordance between tumor biopsies and CTCs

Concordance between PD-L1 expression in tumor biopsies (1% of tumor cells) and

in CTCs could be analyzed in 41 patients (Table 2).

Only 10.5% of patients with PD-L1-positive tumor biopsy had PD-L1®) CTCs in the
blood sample. On the other hand, PD-L1®*) CTCs were detected in the blood sample of
9.1% of patients with PD-L1-negative biopsy.

These results indicate a very low agreement between detection methods, with a

concordance rate of 53.7%.

70



Sinoquet ef al.

Table 2: Concordance between PD-L1 expression in tumor biopsy and CTCs (N = 41)

PD-L1 expression in tumor biopsy (21% of tumor cells)

Total
No Yes
N=22 N=19 N=41
Presence of PD-L1t*
CTCs
No 20 (90.9%) 17 (89.5%) 37 (90.2%)
Yes 2(9.1%) 2 (10.5%) 4(9.8%)

Concordance rate = 53.7%,
Sensitivity = 10.5%, Specificity = 90.9%,

Positive predictive value = 50.0%, Negative predictive value = 54.0%

Correlations of CTC and PD-L1®") CTC presence with clinicopathological

variables

CTC presence was significantly correlated with lower body mass index (BMI) (22.5
versus 25.5, p = 0.019), higher number of metastatic sites (3.2 versus 2, p = 0.003)
and lower level of lymphocytes (1.2 versus 1.6 G/L, p = 0.037) (Supplementary Table
1).

PD-L1® CTC detection was significantly correlated with the absence of molecular
alterations (no tumor in the PD-L1®) CTC patient subgroup displayed molecular
alterations compared with 23 tumors in the other 37 patients; 0% versus 62.2%, p =
0.030), lower levels of hemoglobin (11.1 versus 12.5 g/dL, p = 0.028) and sodium
(136.4 versus 140.1 mmol/L, p = 0.021), and higher LDH concentration (667.5 versus
294.2 IU/L, p = 0.048) (Supplementary Table 2).

All clinicopathological variables that showed a weak correlation (p <0.25) with CTC
and PD-L1® CTC presence are reported in Supplementary Table 1 and

Supplementary Table 2, respectively.

The mean number of CTCs tended to be higher in patients with detectable PD-L1(*)
CTCs compared with those without PD-L1®*) CTCs (52.2 versus 9.9, p = 0.150)
(Supplementary Table 3). A logistic regression analysis found a positive, but not

significant correlation between CTC number and PD-L1®*) CTC presence (Odds Ratio
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=1.30 (0.82 - 2.05), p = 0.267), possibly due to the low sample size (Supplementary
Table 4).

Correlation of CTCs and PD-L1® CTCs with clinical outcomes

At the cut-off date of December, 15, 2020, the median follow-up was 44.9 months (95%
Cl: 33.0 - 52.4).

CTC presence correlates with progression-free survival

In univariate analysis, CTC presence was significantly associated with worse PFS
(median PFS: 2.6 versus 8.3 months, Hazard Ratio, HR = 2.27 [1.28 - 4.04], p = 0.006,
Figure 1A).

Considering the PD-L1 status of CTCs (Figure 2A), the presence of PD-L1®*) CTCs did
not significantly change PFS (HR = 1.89 [0.72 - 4.95], p = 0.200). Conversely, PFS
was shorter in patients with PD-L1-negative CTCs compared with patients without CTC
(HR = 2.43 [1.30 - 4.55], p = 0.005). PD-L1 expression in tumor biopsies was not
correlated with PFS (HR = 0.67 [0.36 - 1.25], p = 0.204) (Supplementary Table 5).
Clinicopathological features showing a weak correlation with PFS (p <0.25) are
summarized in Supplementary Table 5. Among them, molecular alterations,
particularly presence of a targetable alteration, were significantly associated with
longer PFS (HR = 0.50 [0.26 - 0.95], p = 0.004 and HR = 0.31 [0.12 - 0.81], p = 0.006,
respectively). Conversely, PFS was significantly worse in former smokers than in
patients without smoking history (HR = 3.22 [1.31 - 7.92], p = 0.017).
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Progression-Free survival
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Figure 1. PFS (A) and OS (B) in patients with and without CTCs. A: PFS is shorter
in patients harboring at least one CTC compared with patients without CTCs (HR =
2.27 [1.28 - 4.04], p = 0.006). B: CTC presence is also associated with shorter OS (HR
=3.06 [1.65 - 5.70], p < 0.001).
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Progression-Free survival
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Figure 2. PFS (A) and OS (B) according to the CTC PD-L1 status (C). A: PFS is
shorter in patients harboring PD-L10) CTCs compared with patients without any CTCs
(HR = 2.43 [1.30 - 4.55], p = 0.005), whereas the presence of PD-L1*) CTCs does not
significantly impact PFS (HR = 1.89 [0.72 - 4.95], p = 0.200). B: OS is significantly
worse in patients with PD-L1¢) CTCs and with PD-L1®) CTCs than in patients without
CTCs (HR = 2.93 [1.51 - 5.68] and 3.63 [1.33 - 9.91] respectively, p = 0.002). C:
Representative images of PD-L1®) CTCs and PD-L1®) CTCs detected in blood
samples from patients with metastatic NSCLC using the CellSearch® system. CTCs
are identified as EpCAM®CK®DAPIHICD450) cells. The antibody used in the 4"
channel is the anti-human B7-H1/PD-L1 FITC-conjugated monoclonal antibody (final

concentration of 20 pg/mL).
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To assess the prognostic value (PFS) of CTCs and PD-L1®) CTC presence, three
multivariate models were built: i) Model 1 (patients with PD-L10) CTCs and PD-L1t)
CTCs versus patients without CTC; ii) Model 2 (all patients with at least one CTC
versus patients without CTC; and iii) Model 3 (patients with PD-L1*) CTC versus all
the other patients).

All variables that were significantly correlated with CTC or PD-L1®) CTC presence in
the correlation analysis and those that showed a moderate association with PFS in
univariate analysis (p <0.25) were tested in each model. Although the presence of
molecular alterations was positively correlated with PFS in univariate analysis, this
variable was not included in the multivariate models because it concerned only a
subset of the target population. At the end of this selection process, each model

included hemoglobin level (continuous variable).

These models showed that PFS was shorter in patients with at least one CTC than in
those without CTC (Model 2: HR = 2.03 [1.12 - 3.69], p = 0.022). Conversely, PD-L1®*
CTC presence did not influence PFS in models 1 and 3 (Table 3).

Table 3: Adjusted hazards ratios for the variables associated with progression-free survival.
Multivariate Cox model.

Model 1 (N=51) Model 2 (N=51) Model 3 (N=51)
Variable
HR 95% ClI HR 95%ClI HR 95%ClI

PD-L1 status in CTCs P=0.032
crct 1.00 Ref
pD-L1" CTC 2.48 [1.28; 4.79]

PD-L1% cTC 1.24 [0.44 ; 3.45]

CTC presence P=0.022
No 1.00 Ref
Yes 2.03 [1.12; 3.69]

PD-L1™ CTC presence P=0.974
No 1.00 Ref
Yes 0.98 [0.37; 2.65]

Hemoglobin (g/dL) P=0.017 P=0.040 P=0.020

Increase of 1 unit 0.78 [0.63; 0.96] 0.81 [0.66 ; 1.00] 0.78 [0.63;0.96]
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Overall survival is worse in patients with PD-L1®") CTCs

CTC presence was significantly associated with shorter OS compared with no CTC
detection (median OS: 4.3 versus 27.3 months respectively, HR = 3.06 [1.65 - 5.70], p
< 0.001) (Figure 1B). Furthermore, OS was significantly worse in patients with PD-L1¢
) CTCs and particularly in patients with PD-L1®) CTCs compared with patients without
CTCs (HR =2.93[1.51 - 5.68] and 3.63 [1.33 - 9.91], respectively, p = 0.002) (Figure
2B). Conversely, PD-L1 expression in the tumor biopsy was not associated with OS
(HR = 0.75 [0.38 - 1.48], p = 0.407).

Four other variables significantly affected OS in univariate analysis: presence of a
molecular alteration (HR = 0.41 [0.21 - 0.81], p = 0.011), number of metastatic sites
(HR =1.25[1.02 - 1.54], p = 0.037), more than two lines of previous systemic therapy
(HR=4.8[1.73-13.3], p = 0.044), and previous platinum-based doublet chemotherapy
(HR =2.07 [1.10 - 3.91], p = 0.020) (Supplementary Table 6).

Three multivariate models were built using the same method as for the PFS analysis.
All models finally included the number of prior systemic therapy lines and tumor
histological type. Results are reported in Table 4. CTC presence was significantly
associated with worse OS (Model 2: HR = 4.11 [1.99 - 8.50], p = 0.001). Unlike the
PFS results, OS was significantly worse in patients with PD-L1®*) CTCs compared with
patients with PD-L1®) CTCs and without CTCs in model 1 (HR of PD-L1®") CTC
presence versus CTC absence =5.51 [1.93 - 15.73] and HR of PD-L10) CTC presence
versus CTC absence =3.70[1.67 - 8.17], p=0.001), and when compared with patients
without PD-L1®) CTCs in model 3 (HR = 3.69 [1.36 - 9.99], p = 0.024).

Finally, high number of previous systemic treatments and squamous cell carcinoma

histological type were significantly correlated with worse OS in all models.
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Table 4: Adjusted hazards ratios for the variables associated with overall survival. Multivariate
Cox model.

Model 1 (N=53) Model 2 (N=53) Model 3 (N=53)
Variable
HR 95% Cl HR 95% Cl HR 95% CI

PD-L1 status in CTCs P=0.001
crct) 1.00 Ref
pD-L1" cTc™ 3.70  [1.67;8.17]
pD-L1" cTc™ 551  [1.93;15.73]

CTC presence P=0.001
No 1.00 Ref
Yes 4.11 [1.99; 8.50]

PD-L1™ CTC presence P=0.024
No 1.00 Ref
Yes 3.69 [1.36;9.98]

Number of previous systemic therapy

lines P=0.016 P=0.016 P=0.003
0 1.00 Ref 1.00 Ref 1.00 Ref
1-2 244  [1.12;5.33] 2.48 [1.14;5.42] 2.07 [0.94;4.55]
>2 433 [1.38;13.62] 3.97 [1.30;12.10] 7.30 [2.40;22.24]

Histological type P=0.007 P=0.007 P=0.021
Adenocarcinoma 1.00 Ref 1.00 Ref 1.00 Ref
SCC 3.62 [1.66; 7.91] 3.63 [1.66; 7.94] 2.89 [1.37; 6.09]
Others 2.74 [0.73;10.26] 2.59 [0.70;9.59] 2.90 [0.76;11.13]

SCC: squamous cell carcinoma

Although the presence of molecular alterations was positively correlated with PFS
and OS in univariate analysis, this variable was not included in the multivariate
models because it concerned only a subset of the target population.
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Discussion

CTC immunocytological characterization, as a liquid biopsy, might better reflect
NSCLC heterogeneity than tumor biopsy analysis (13). In this study, we confirmed that
PD-L1 expression status can be investigated in CTCs from patients with advanced
NSCLC using the FDA-cleared CellSearch® system. We detected CTCs and PD-L1(*)
CTCs in 43.4% and 9.4% of patients, respectively. The concordance rate of PD-L1
expression in matched tumor biopsy and CTCs was only 53.7%. The presence of CTCs
(CTC 21) was significantly associated with worse PFS and OS. Despite the low number
of patients with PD-L1®) CTCs, their detection was significantly correlated with worse
OS, and tended to be associated with shorter PFS. Conversely, PD-L1 expression in

the tumor biopsy did not have any prognostic impact.

We found that 43.4% of patients had at least one detectable CTC, which is in line with
other studies using the CellSearch® technology. Indeed, CTC detection rate in
advanced NSCLC ranges from 40 to 60% of patients (21-23). The negative prognostic
value of CTC count in advanced NSCLC has been demonstrated by different studies
using the CellSearch® system, with a threshold of 5 (22,24) or 2 CTCs per 7.5 ml of
blood (23). Here, we found that the presence of one CTC had a prognostic impact,
which is relevant considering CTC scarcity in NSCLC. The correlation between CTC
detection and number of metastatic sites has been well described (21,23,24), whereas
its association with lower level of circulating lymphocytes and lower BMI has been less

frequently reported.

In 2017, Ye et al. reported that CTC presence is correlated with lower levels of T
lymphocytes and natural killer cells in peripheral blood of patients with NSCLC (25).
These and our results suggest a close relationship between altered immune
surveillance and CTC presence. For example, in breast cancer, CTC presence has
been associated with an increase of peripheral CD95(FAS)-positive T-helper cells (26).
Similarly, Wang et al. recently demonstrated that CTC detection in NSCLC is linked to
upregulation of several inhibitory checkpoint receptors (TIM-3, PD-1, CTLA-4, and
LAG-3) on tumor-infiltrating lymphocytes (27). Finally, CTC association with lower BMI
has been observed also in metastatic breast cancer (28). However, we cannot exclude
a confounding effect, because cachexia is more likely to occur in patients with NSCLC
and high tumor burden (29).
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Some studies reported a positive correlation between presence of EGFR alterations
and CTC detection (22,30). In our study, CTC detection rate was not different in the
subgroup of patients with targetable alterations (seven EGFR alterations and one
ROS1 rearrangement), in agreement with a recent meta-analysis (31). However, the
low number of patients in this subgroup precludes any definitive conclusion in our

population.

In 2015, our group was the first to detect PD-L1 expression on CTCs from patients with
metastatic breast cancer (32). In 2016, Schehr et al. assessed PD-L1 expression on
CTCs from 19 patients with metastatic NSCLC, highlighting the challenge of detecting
PD-L1 on CTCs, because many immune cells express this marker (33). Shortly
thereafter, many studies investigated the feasibility and clinical significance of PD-L1
detection on CTCs in NSCLC (11). Here, we detected at least one PD-L1*) CTC in
9.4% of patients. Considering all previously published studies, the detection rate
ranges from 7.5% (34) to 100% (35). This large variability may be mainly related to
differences in terms of detection methods, such as CTC enrichment technique
(antigen-dependent (14,36) or antigen-independent methods (37)), antibodies against
PD-L1, and analytical thresholds for single-cell PD-L1 positivity. Only Nicolazzo et al.
used the CellSearch® system for CTC detection in 24 patients with metastatic NSCLC,
and found CTCs and PD-L1® CTCs in 83% and 79% of samples, respectively (14).
The high detection rate in this study, compared with our findings, could be explained
by the fact that all patients were heavily pretreated (100% received at least one prior
line of systemic therapy versus 68.5% in our study). Additional studies are needed to
better explain these discrepancies and to determine PD-L1®) CTC rate in advanced
NSCLC. Mostly, it will be crucial to assess their clinical relevance, and not just their

number.

We found a significant correlation between PD-L1*) CTC detection and absence of
molecular alterations. Especially, none of the patients in the PD-L1®) CTC group had
targetable alterations in the tumor tissue. Similarly, Koh et al. reported that the number
of PD-L1® CTCs is significantly higher in patients with adenocarcinoma without EGFR
mutation than with EGFR mutation (n=67 patients in total) (38). This is in line with the
observation that PD-L1 positivity on tissue is more frequent in NSCLC with wild type
EGFR (39), probably because tumors with oncogene addiction, associated with low

rate of tobacco-induced carcinogenesis, show a weak immunogenicity (40). On the
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other hand, the correlation with several biological variables related to poor prognosis
and advanced disease (anemia, hyponatremia, high level of LDH) is not surprising
because PD-L1™" CTC detection is associated with higher NSCLC stage (35).

To our knowledge, this is the first study to assess the prognostic value (OS/PFS) of
PD-L1®") CTC detection in advanced NSCLC using the FDA-cleared CellSearch®
technology. PFS tended to be shorter in patients with PD-L1®) CTCs, but did not reach
significance, probably due to small sample size. Conversely, PD-L1 expression on
tumor tissue, which is a very debated prognostic factor in NSCLC, was not associated
with PFS and OS. Some publications also found a negative prognostic impact of PD-
L1 CTCs in NSCLC (16-18), whereas other studies did not report any significant
prognostic value of this CTC subpopulation (41-43). Again, these discrepancies may
be related to differences in CTC enrichment and detection methods as well in the
choice of the anti-PD-L1 antibodies.

PD-L1 upregulation is one of the mechanisms through which tumor cells escape the
immune system (44). In different cancer types, including lung cancer (45), PD-L1
upregulation has been associated with epithelial-to-mesenchymal transition (EMT).
Nicolazzo et al. found that most PD-L1®*) CTCs display an unusual elongated
morphology, suggesting partial EMT (14). Furthermore, mesenchymal markers and
PD-L1 are frequently co-expressed in CTCs from patients with NSCLC (35,46,47). It
has been hypothesized that tumor cells that undergo EMT gain migratory properties
and stem cell-like features, and consequently, could become more aggressive (48).
Interestingly, these CTCs can still express EpCAM, which is crucial for metastasis-
competent CTCs (49). Indeed, EpCAM may not be completely lost during EMT, and in
our study, this marker was used for CTC capture. We can hypothesize that EMT and
PD-L1 upregulation on EpCAM®) CTCs are two mechanisms that cooperate to
promote tumor cell dissemination. However, we found a trend to higher CTC count in
patients with PD-L1®) CTCs. We could not assess the independent prognostic value of
PD-L1® CTCs in model 1 due to the small sample size (n=5 patients with detectable
PD-L1® CTCs). Thus, we cannot rule out that the prognostic impact of PD-L1®*) CTC
detection could be linked to the overall higher number of detected CTCs, a feature

frequently associated with worse prognosis (31).

The concordance analysis may have been skewed by the temporal heterogeneity of

PD-L1 expression analysis because the mean time interval between tissue and blood
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sampling was 5 months. However, in line with our results, many studies showed the
absence of correlation between PD-L1 expression on tumor tissue and on CTCs
(35,38,50,51), even when blood and tumor sampling were done at the same time
(35,51). Our group recently published similar data on patients with breast cancer where
only PD-L1 detection in CTCs, but not in the tumor, had a clinical relevance (19). These
findings suggest that CTCs are a complementary tool for PD-L1 expression detection

with a clear clinical relevance in NSCLC.

Finally, several studies suggest that the persistence or increase of PD-L1®*) CTCs
during immunotherapy may mirror a mechanism of therapy escape (14,51). This could
not be evaluated in this work because ICIs had only restricted indications when the
project was started. Our ongoing study (NCT04025541), in which PD-L1®) CTCs are
monitored during anti-PD-1/PD-L1 therapy, will help to determine whether this CTC
subpopulation can predict the response or resistance to these immunotherapies.

Conclusion

Our data confirm the feasibility of PD-L1 detection on CTCs in patients with advanced
NSCLC, using the CellSearch® technology, and suggest a negative prognostic impact
of the PD-L1®) CTC subpopulation. The weak concordance between PD-L1 expression
on the tumor tissue and CTCs, as well as the fact that only PD-L1 expression on CTCs
predicted the clinical outcome (OS/PFS), suggest that tissue biopsy and CTCs are two
complementary tools. Larger studies are needed to confirm our findings and to
determine how PD-L1® CTCs, as liquid biopsy, could help to predict the response or
resistance to anti-PD-1/PD-L1 therapies with the aim of proposing personalized
treatments to patients with NSCLC.
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Footnote

PD-L1 programmed cell death ligand 1
NSCLC non-small cell lung cancer
CTC circulating tumor cell

OS overall survival

PD-1 programmed cell death 1

EGFR epidermal growth factor receptor
ICl immune checkpoint inhibitor

PFS progression free survival

EpCAM epithelial cell adhesion molecule

CK cytokeratin

DAPI 4'-6-diamidino-2-phenylindole

BMI body mass index

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
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Table S1: Correlations between CTC presence and clinicopathological features in patients

with advanced NSCLC (N = 53)

CTC presence

No Yes P value
N=30 N=23
Sociodemographic and clinical data
Age (years) P =0.062
N 30 23
Mean (SD) 62.4 (11.4) 67.9 (11.7)
Smoking status P=0.114
Never smoker 5(16.7%) 2 (9.5%)
Former smoker 18 (60.0%) 18 (85.7%)
Current smoker 7 (23.3%) 1(4.8%)
NA 0 2
Body mass index (kg/m?) P=0.019
N 27 22
Mean (SD) 22.5(3.2) 25.5(4.8)
NA 3 1
Tumor data
Distant metastases (M) P=0.216
0 3 (10.0%) 0 (0.0%)
la 8 (26.7%) 3 (13.0%)
1b 1(3.3%) 1(4.3%)
1c 18 (60.0%) 19 (82.6%)
Presence of distant metastases P=0.249
No 3(10.0%) 0 (0.0%)
Yes 27 (90.0%) 23 (100.0%)
Number of metastatic sites P =0.003
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Table S1: Correlations between CTC presence and clinicopathological features in patients

with advanced NSCLC (N = 53)

CTC presence

No Yes P value
N=30 N=23
N 30 23
Mean (SD) 2.0(1.4) 3.2(1.4)
Laboratory variables
Hemoglobin (g/dL) P =0.066
N 29 22
Mean (SD) 12.7 (1.4) 12.0 (1.5)
NA 1 1
White blood cells (G/L) P =0.200
N 28 22
Mean (SD) 8.1(3.7) 6.6 (1.5)
NA 2 1
Lymphocytes (G/L) P =0.037
N 28 22
Mean (SD) 1.6 (0.8) 1.2 (0.6)
NA 2 1
Lactate dehydrogenase (1U/L) P =0.063
N 7 6
Mean (SD) 252.0 (55.6) 467.8 (249.1)
NA 23 17
Sodium (mmol/L) P=0.074
N 17 15
Mean (SD) 140.5 (2.6) 138.5 (3.2)
NA 13 8
Albumin (g/L) P=0.189
N 13 14
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Table S1: Correlations between CTC presence and clinicopathological features in patients

with advanced NSCLC (N = 53)

CTC presence

No Yes P value
N=30 N=23
Mean (SD) 39.2 (4.1) 35.8 (6.1)
NA 17 9
Treatments before inclusion
Radio-chemotherapy P=0.124
No 26 (86.7%) 23 (100.0%)
Yes 4(13.3%) 0 (0.0%)
Platinum-based doublet chemotherapy P=0.194
No 13 (43.3%) 6 (26.1%)
Yes 17 (56.7%) 17 (73.9%)

Abbreviations: SD: standard deviation; NA: not available.

Table S2: Correlations between PD-L1*) CTC presence and clinicopathological features in

patients with advanced NSCLC (N = 53)

PD-L1% CTC presence

No Yes P value
N=48 N=5
Sociodemographic and clinical data
Age (years) P=0.128
N 48 5
Mean (SD) 64.1(11.6) 71.8 (11.3)
Body mass index (kg/m?) P=0.176
N 44 5
Mean (SD) 23.6 (4.4) 25.5(1.2)
NA 4 0
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Table S2: Correlations between PD-L1%*) CTC presence and clinicopathological features in
patients with advanced NSCLC (N = 53)

PD-L1*) CTC presence

No Yes P value
N=48 N=5
Time after diagnosis (months) P=0.213
<6 15 (31.3%) 3 (60.0%)
[6-18] 14 (29.2%) 2 (40.0%)
>18 19 (39.6%) 0 (0.0%)
Tumor data
Presence of molecular alterations N=37 N=4 P =0.030
No 14 (37.8%) 4 (100.0%)
Yes 23 (62.2%) 0 (0.0%)
Type of molecular alteration P=0.092
No molecular alteration 14 (37.8%) 4 (100.0%)
Targetable alteration (EGFR/ROS1) 8(21.6%) 0 (0.0%)
Non-targetable alteration* 15 (40.6%) 0 (0.0%)
Clinical tumor extension (T) P=0.145
1 3(8.1%) 0 (0.0%)
2 7 (18.9%) 0 (0.0%)
3 9 (24.3%) 4 (80.0%)
4 18 (48.6%) 1(20.0%)
NA 11 0
Number of metastatic sites P=0.059
N 48 5
Mean (SD) 2.4 (1.6) 3.6 (1.1)
Laboratory variables
Hemoglobin (g/dL) P =0.028
N 46 5
Mean (SD) 12.5(1.5) 11.1(1.0)
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Table S2: Correlations between PD-L1%*) CTC presence and clinicopathological features in

patients with advanced NSCLC (N = 53)

PD-L1*) CTC presence

No Yes P value
N=48 N=5
NA 2 0
Lymphocytes (G/L) P =0.063
N 45 5
Mean (SD) 1.5(0.7) 0.9 (0.4)
NA 3 0
Lactate dehydrogenase (IU/L) P =0.048
N 11 2
Mean (SD) 294.2 (136.4) 667.5 (239.7)
NA 37 3
Sodium (mmol/L) P =0.021
N 27 5
Mean (SD) 140.1 (2.7) 136.4 (2.7)
NA 21 0
Albumin (g/L) P =0.060
N 23 4
Mean (SD) 38.0(5.6) 33.8(2.5)
NA 25 1

Abbreviations: SD: standard deviation; NA: not available.

* non-targetable alteration = 13 KRAS mutations, 1 MET amplification, 1 MET mutation.
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Table S3: Correlation between PD-L1*) CTC presence and CTC count (Kruskal-Wallis test).

PD-L1*) CTC presence

P value
No Yes
CTC count P=0.150
N 18 5
Mean (SD) 9.9 (15.1) 52.2 (85.8)
Median (Q1 ; Q3) 1.5(1.0; 19.0) 17.0(14.0; 24.0)

Abbreviations: SD: standard deviation; Q1: first quartile; Q3: third quartile.

Table S4: Logistic regression analysis between PD-L1*) CTC presence and CTC count
(Wald test).

Number of CTCs PD-L1* CTCs/N OR 95% Cl P value

Increase by 10 CTCs 5/23 1.30 [0.82; 2.05] P=0.267

Abbreviations: OR: odds ratio; Cl: confidence interval.
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Table S5: Univariate analysis for progression-free survival in patients with advanced NSCLC
(N = 54)

Nb of

events / N HR Cl 95% P value
Variable
CTC presence P=0.006
No 28/30 1.00 Ref
Yes 23/23 2.27 [1.28;4.04]
NA 1/1
PD-L1* CTC presence P=0.442
No 46/48 1.00 Ref
Yes 5/5 1.47 [0.58; 3.74]
NA 1/1
PD-L1 status on CTCs P=0.020
crch 28/30 1.00 Ref
PD-L10) — CTC™ 18/18 2.43 [1.30; 4.55]
PD-L1*) —cTCH 5/5 1.89 [0.72; 4.95]
NA 1/1
PD-L1 expression on tissue (21% cancer cells) P=0.204
No 22/23 1.00 Ref
Yes 18/19 0.67 [0.36;1.25]
NA 12/12
Sociodemographic and clinical data
Sex P=0.235
Male 30/31 1.00 Ref
Female 22/23 0.72 [0.41; 1.25]
Smoking status P=0.017
Never smoker 6/7 1.00 Ref
Former smoker 36/37 3.22 [1.31; 7.92]
Current smoker 8/8 2.51 [0.84 ; 7.47]
NA 2/2
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Body mass index (kg/m?) P=0.156
Increase of 1 unit 48/50 1.05 [0.98;1.13]
NA

Respiratory symptoms P=0.197
No 30/30 1.00 Ref
Yes 22/24 0.69 [0.39; 1.22]

Tumor data

Histological type P=0.208
Adenocarcinoma 38/39 1.00 Ref
SCC 10/11 1.90 [0.93; 3.87]
Other* 4/4 1.54 [0.54 ; 4.38]

Molecular alterations P=0.004
No 19/19 1.00 Ref
Yes 22/23 0.50  [0.26;0.95]
Not applicable 11/12

Type of molecular alteration P=0.015
No molecular alteration 19/19 1.00 Ref
Targetable alteration (EGFR/ROS1) 7/8 0.26 [0.09; 0.71]
Non-targetable alteration** 15/15 0.70 [0.35; 1.39]
Not applicable 11/12

Presence of targetable alteration (EGFR/ROS1) P=0.006
No 34/34 1.00 Ref
Yes 7/8 0.31 [0.12;0.81]
Not applicable 11/12

Clinical node involvement (N) P=0.111
0 17/19 1.00 Ref
1-2 13/13 1.70 [0.82; 3.53]
3 17/17 2.01 [1.00; 4.03]
NA 5/5
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Laboratory variables

Hemoglobin (g/dL) P=0.215
<11.9 18/19 1.00 Ref
[11.9; 13.1] 15/16 0.82 [0.41; 1.64]
>13.1 17/17 0.56 [0.29;1.09]
NA 2/2
Alkaline phosphatase (1U/L) P=0.194
<83 11/12 1.00 Ref
[83; 104] 11/11 1.13 [0.49;2.62]
>104 11/11 2.22 [0.91; 5.41]
NA 19/20
Treatments before inclusion
Number of prior lines of systemic therapy P=0.229
0 16/17 1.00 Ref
1 23/23 1.49 [0.78; 2.84]
2 6/7 1.03 [0.40; 2.64]
>2 7/7 2.55 [1.02;6.38]
Mono-chemotherapy P=0.071
No 42/44 1.00 Ref
Yes 10/10 2.02 [0.99; 4.15]
Platinum-based doublet chemotherapy P=0.098
No 19/20 1.00 Ref
Yes 33/34 1.60 [0.91;2.83]
Tyrosine kinase inhibitors P=0.083
No 48/49 1.00 Ref
Yes 4/5 0.44 [0.16 ; 1.24]

Abbreviations: Nb: number; HR: hazard ratio; Cl: confidence interval; NA: not available; SCC:

squamous cell carcinoma.

* other = 1 adenosquamous carcinoma, 1 not otherwise specified carcinoma, 2 large cell

neuroendocrine carcinomas.

** non-targetable alteration = 13 KRAS mutations, 1 MET amplification, 1 MET mutation.
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Table S6: Univariate analysis of overall survival in patients with advanced NSCLC (N = 54)

eveN:t:; N HR C195% P value
Variables
CTC presence P<0.001
No 22/30 1.00 Ref
Yes 22/23 3.06 [1.65; 5.70]
NA 1/1
PD-L1* CTC presence P=0.097
No 39/48 1.00 Ref
Yes 5/5 2.45 [0.95; 6.36]
NA 1/1
PD-L1 status on CTCs P=0.002
cTcH 22/30 1.00 Ref
PD-L10 —CTC™ 17/18 2.93 [1.51; 5.68]
PD-L1®¥ —cTC™ 5/5 3.63 [1.33;9.91]
NA 1/1
Sociodemographic and clinical data
Sex P=0.196
Male 27/31 1.00 Ref
Female 18/23 0.68 [0.37;1.23]
Smoking status P=0.193
Never smoker 5/7 1.00 Ref
Former smoker 32/37 2.17 [0.84; 5.62]
Current smoker 6/8 1.53 [0.46 ; 5.05]
NA 2/2
Body mass index (kg/m?) P=0.121
<18.5 1/3 0.23 [0.03; 1.68]
[18.5; 25] 26/29 1.00 Ref
[25; 30[ 10/13 0.68 [0.33;1.43]
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Table S6: Univariate analysis of overall survival in patients with advanced NSCLC (N = 54)

eveN:t:; N HR C195% P value

>30 5/5 1.77 [0.67 ; 4.67]
NA 3/4

Time after diagnosis (months) P=0.244
<6 16/19 1.00 Ref
[6; 18] 15/16 1.21 [0.59; 2.45]
>18 14/19 0.66 [0.32; 1.35]

Tumor variables

Histological type P=0.109
Adenocarcinoma 32/39 1.00 Ref
scc 10/11 2.28 [1.12 ; 4.68]
Other* 3/4 131 [0.40; 4.30]

Presence of molecular alterations P=0.011
No 18/19 1.00 Ref
Yes 16/23 0.41 [0.21;0.81]
Not applicable 11/12

Type of molecular alteration P=0.032
No molecular alteration 18/19 1.00 Ref
Targetable alteration (EGFR/ROS1) 5/8 0.33 [0.12; 0.9]
Non-targetable alteration** 11/15 0.46 [0.21; 0.97]
Not applicable 11/12

Presence of targetable alteration (EGFR/ROS1) P=0.106
No 29/34 1.00 Ref
Yes 5/8 0.48 [0.18; 1.26]
Not applicable 11/12

Clinical tumor extension (T) P=0.083
1-2 10/10 1.00 Ref
3 13/14 0.46 [0.19; 1.11]
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Table S6: Univariate analysis of overall survival in patients with advanced NSCLC (N = 54)

eveN:t:; N HR C195% P value
4 15/19 0.35 [0.15; 0.86]
NA 7/11
Number of metastatic sites P=0.037
Increase of 1 site 45/54 1.25 [1.02; 1.54]
Laboratory variables
Hemoglobin (g/dL) P=0.069
<119 17/19 1.00 Ref
[11.9;13.1] 13/16 0.66 [0.32;1.37]
>13.1 13/17 0.42 [0.2;0.88]
NA 2/2
Albumin (g/L) P=0.094
<35 10/11 1.00 Ref
[35; 41] 7/9 0.37 [0.13; 1.04]
>41 8/8 0.97 [0.38;2.48]
NA 20/26
Treatments before inclusion
Surgery P=0.076
No 36/40 1.00 Ref
Yes 9/14 0.53 [0.26;1.11]
f:;ﬁt::r;a:% (excluding palliative P=0.168
No 36/41 1.00 Ref
Yes 9/13 0.61 [0.29;1.27]
Number of prior lines of systemic therapy P=0.044
0 12/17 1.00 Ref
1 20/23 1.52 [0.74;3.12]
2 6/7 1.6 [0.6;4.27]
>2 7/7 4.8 [1.73;13.3]
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Table S6: Univariate analysis of overall survival in patients with advanced NSCLC (N = 54)

Nb of

events / N HR Cl 95% P value
Platinum-based doublet chemotherapy P=0.020
No 14/20 1.00 Ref
Yes 31/34 2.07 [1.10; 3.91]
Immune checkpoint inhibitors P=0.200
No 43/52 1.00 Ref
Yes 2/2 3.01 [0.7; 12.98]
Last treatment before inclusion P=0.203
None 7/9 1.00 Ref
Surgery 2/2 2.18 [0.45 ; 10.62]
Radio-chemotherapy or radiotherapy alone 3/6 0.67 [0.17; 2.61]
Systemic therapy 33/37 1.73 [0.76; 3.91]

Abbreviations: Nb: number; HR: hazard ratio; Cl: confidence interval; NA: not available; SCC:

squamous cell carcinoma.

* other = 1 adenosquamous carcinoma, 1 not otherwise specified carcinoma, 2 large cell

neuroendocrine carcinomas.

** non-targetable alteration = 13 KRAS mutations, 1 MET amplification, 1 MET mutation.
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SERMENT

SERMENT

> En présence des Maitres de cette école, de mes chers condisciples et
devant [effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de ['Etre
supréme, d étre fidele aux lois de ["honneur et de la probité dans [exercice
de la médecine.

> Je donnerai mes soins gratuits a ['indigent et n’exigerai jamais un salaire
au-dessus de mon travail.

» Admis (e) dans Uintérieur 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 d favoriser le crime.

> Respectueux (se) et reconnaissant (e) envers mes Maitres, je rendrai d
leurs enfants ['instruction que jai recue de leurs péres.

» Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle d mes promesses.
Que je sois couvert (e) d opprobre et méprisé (e) de mes confréres si j’y
mangque.
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RESUME

Introduction : Chez les patients présentant un carcinome bronchique non a petites
cellules (CBNPC), déterminer le statut PD-L1 (programmed cell death ligand 1) sur
cellules tumorales circulantes (CTCs) a pour principal objectif de contourner le probleme
lié a I'hétérogénéité spatio-temporelle de ce biomarqueur. Cependant, la valeur
pronostique de la présence de CTCs exprimant le PD-L1 (CTCs-PD-L1®) est
actuellement controversée.

Méthodes : Nous avons évalué de fagon prospective la valeur pronostique des CTCs-
PD-L1® détectées par la technologie CellSearch®, dans une cohorte de 54 patients
atteints de CBNPC avancés. D’autre part, nous avons étudié le taux de concordance
entre le statut PD-L1 sur CTCs et sur tissu tumoral, et recherché l'existence de
corrélations entre la présence de CTCs-PD-L1(*) et certaines caractéristiques clinico-
pathologiques.

Résultats : Nous avons détecté des CTCs et des CTCs-PD-L1™) chez 43.4% et 9.4%
des patients. Le taux de concordance entre expression de PD-L1 sur tissu tumoral et sur
CTCs était bas (53.7%). La présence de CTCs-PD-L1™) était associée a I'absence
d’altération moléculaire dans le tissu tumoral et a des variables biologiques de mauvais
pronostic (anémie, hyponatrémie, taux élevé de LDH). En analyse univariée, 'absence
d’altération moléculaire, un nombre élevé de sites métastatiques et de lignes de
traitement recues, la présence de CTCs et de CTCs-PD-L1® étaient associés a une
diminution de la survie globale (SG), a la différence d’un statut PD-L1 positif sur tissu
tumoral. En analyse multivariée, la présence de CTCs et dans une plus grande mesure
la présence de CTCs-PD-L1™ restaient associées a la SG de facon significative.

Conclusion : Notre étude suggere un impact pronostique négatif de la présence de
CTCs-PD-L1™ dans le CBNPC avancé. D’autres études, sur des cohortes de patients
plus importantes, sont nécessaires pour confirmer nos résultats et déterminer comment
la détection de cette sous-population de CTCs pourrait aider a prédire I'efficacité ou alors
la résistance aux immunothérapies anti-PD-L1/PD-1.

MOTS CLES

Carcinome bronchique non a petites cellules (CBNPC) ; programmed cell death ligand 1
(PD-L1) ; cellules tumorales circulantes (CTCs) ; technologie CellSearch® ; valeur
pronostique.
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