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1. INTRODUCTION

1.1. JUSTIFICATION DE L'ETUDE

1.1.1. Epidémiologie du cancer bronchique

Le cancer bronchique primitif est de longue date la premiére cause de mortalité par
cancer, a la fois dans les pays dits développés et dans le monde en voie de développement.
Son incidence mondiale est supérieure a 1 millions de cas [!], avec en 2008, 1,61 millions de
cas et 1,38 millions de déces soit 18,2 % du total des déces par cancer [2]. En Europe,
I'incidence du cancer bronchique est au troisieme rang, derriére le cancer colorectal et le
cancer du sein, avec 391 000 cas soit 12,2 % du total des cancers. |l reste la premiére cause
de mortalité par cancer avec un total de 342 000 déceés soit 19,9 % du total des décés par
cancer [%]. En France, le cancer bronchique primitif a été responsable de 26 624 décés pour
30 651 nouveaux cas, en 2005 [*]. Son pronostic reste désastreux avec une survie a 5 ans
estimée a moins de 15 % tout type confondu [’], dépendant largement du stade de la
maladie : 49 % pour une maladie locale, 16 % lors d’une extension régionale et 2 % au stade
métastatique [°]. Seulement 16,7 % de ces cancers bronchiques sont localisés au diagnostic ;
et, méme dans ces stades localisés : | et I, 20 a 40 % des patients vont rechuter et décéder

de leur maladie [°, 6].

1.1.2. Facteurs de risque

Les facteurs de risque classiques sont le tabagisme actif démontré lors d’une des
premiéres études épidémiologiques des années 1950 [’]. Plus tard, ont été découverts
d’autres facteurs de risque environnementaux comme le tabagisme passif [°], ou I'exposition
professionnelle : 2,5 % chez 'homme et 0,3 % chez les femmes de I’ensemble des cancers en

France sont d’origine professionnelle. Les cancers bronchiques représenteraient 75 % de
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’ensemble des décés par cancer imputable a I'exposition professionnelle [°]. Les principaux

agents incriminés sont : I'amiante [*°], la silice [''], plusieurs métaux lourds (nickel, chrome,

12] 13] .

cadmium) [ les peintures [ Il existe également des carcinogénes domestiques a
'origine de pollution intérieure aux premiers rangs desquels le radon, en Europe [**]. Enfin, il
existe certains patients chez qui on ne retrouve pas de facteur de risque environnemental,
mais des « particularités biologiques » (mutation activatrice de I'EGF-R (epidermal growth

factor receptor), réarrangement EML4-ALK (echinoderm microtubule-associated protein-like

4- anaplastic lymphoma kinase), mutation B-RAF...).

1.1.3. Histologie des cancers bronchiques

Le cancer bronchique se divise en deux groupes histologiques principaux : le
carcinome bronchique a petites cellules (CPC, environ 20 % des cas) et le carcinome
bronchique non a petites cellules (CBNPC), lui-méme réparti en 2 grands types
histologiques : adénocarcinome et carcinome épidermoide, puis plus rarement carcinome a

grandes cellules, carcinome indifférencié...

1.1.4. Facteurs pronostiques

Plusieurs facteurs de mauvais pronostic sont connus: des éléments clinico-
radiologiques : sexe masculin, age avancé, performans status (PS, Annexe n°1.1) supérieur
ou égal a 2, perte de poids supérieure a 10 %, stade TNM (tumor node metastase, Annexe

n°1.2) élevé [°, ), et biologiques : diminution du taux d’hémoglobine, d’albumine ou de

protéines, thrombocytose, hypercalcémie ou élévation du taux de LDH [*, 18], pourtant, il
n’existe pas de marqueurs biologiques prédictifs, spécifiques de la maladie.

Il est actuellement impossible de discerner de maniere fiable les patients présentant

un mauvais pronostic de ceux potentiellement curables. En effet, les techniques d’imagerie
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sont insuffisantes pour diagnostiquer des micrométastases [*] et, de ce fait, I'identification

précoce de cibles diagnostiques et thérapeutiques, avant qu’elles ne présentent un

retentissement clinique est en enjeu majeur pour améliorer le pronostic de ces patients.

1.1.5. Mode évolutif des cancers

L’apparition de métastases correspond au franchissement par des cellules tumorales

des étapes successives du processus de dissémination : invasion locale, passage des cellules

tumorales circulantes (CTC) dans la circulation sanguine, arrét des CTC et extravasation,

dormance des cellules tumorales disséminées (ou micrométastases) et prolifération

cellulaire conduisant a la formation de métastases (fig. 1) [

18].

- POINTS CLES :

Le cancer bronchique reste de mauvais pronostic.

Une évaluation précoce a l'aide d'un marqueur facilement accessible,
pronostique et prédictif, pourrait modifier la prise en charge des patients.
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1.2. LES CELLULES TUMORALES CIRCULANTES (CTC).

Les CTC sont, vraisemblablement, des cellules issues de la tumeur primitive, circulant

dans le sang (fig. 1). En effet, des études cytogénétiques ont identifié un patrimoine

génétique similaire entre les deux [*].

Enssams e

Cellule tumorale
circulante

Figure 1 : Mécanismes de développement des métastases, d'apres Pantel et al., Nature 2004 ]

De ce fait, les CTC pourraient représenter un biomarqueur pharmacodynamique
pronostique et prédictif de I’évolution de la réponse thérapeutique. La numération de CTC
serait alors un moyen de suivre I'efficacité des traitements quasiment en temps réel, de
guider le pronostic, de mesurer la réponse thérapeutique, de sélectionner des patients pour
un traitement plus agressif (ex. : chimiothérapie adjuvante), de détecter plus précocement

une rechute, etc. ...

1.2.1. Historique

La détection des CTC a intéressé les chercheurs depuis plus d’un siecle, notamment
des 1869, date a laquelle Ashworth décrivait pour la premiére fois des cellules présentes
dans le sang, similaires aux cellules de la tumeur d’un patient, a I'autopsie [20]. Puis, en 1955,
Engell décrivait I'existence de CTC dans plusieurs carcinomes différents [21]. Par la suite,
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nombres d’équipes ont travaillé sur I'exploration de ces CTC via plusieurs techniques
différentes. L'étude cytologique par simple microscopie permettait alors de détecter des CTC
avec une sensibilité et une spécificité trés faible de I'ordre de 1 % [#’], d’ou la nécessité
d’attendre le développement de techniques modernes plus précises comme

I'immunocytochimie ou la PCR (polymerase chain reaction) vers le milieu des années 80.
1.2.2. Spécificité des CTC

Une des difficultés majeures rencontrées est la rareté des CTC par rapport aux
cellules sanguines : environ 1 CTC pour 10° cellules sanguines totales, concentration tres
inférieure au seuil de détection des techniques usuelles (comme la cytométrie en flux) ; d’ou
la nécessité de développer des techniques de plus en plus sophistiquées. La détection des
CTC doit donc faire appel a des techniques hautement sensibles (peu de CTC) et encore plus
hautement spécifiques (beaucoup de cellules sanguines).

Nous avons décidé, ici, d'utiliser une méthode immunomagnétique puis
reconnaissance par fluorescence, appelée CellSearch System, développée par Veridex® qui
présente une trés grande spécificité et a déja été validée dans de nombreuses études. Avec
cette technique, Allard et al. décrivaient que, sur 145 donneurs sains et 199 patients atteints
de pathologies non malignes, seul un patient présentait un taux de cellules détectées
supérieur a 2 par 7,5 ml de sang [*®] (Tableau 1) ; méme constatation par I’équipe de Nagrath

retrouvant une spécificité de 100 % sur 20 donneurs sains testés [24].
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Nombre de CTC dans 7,5ml de sang de donneurs sains, de patients atteints de pathologies non malignes ou de différents carcinomes

No. of No. of Median with No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
patients specimens Mean = SD =2 =2 =25 =10 =50
Subject
Healthy 145 145 0.1 +02 N/A 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
\'.‘nn1u]||‘;n;ln[ 199 199 0.1+03 3 1(1) 0w 00) 0
Metastatic cancer type
Prostate cancer 123 188 75 =333 13 107 (57) 77 (41) 61(32) 27(14)
Unknown cancer 11 27 16 * 35 13 14 (52) 13 (48) 8 (30) 2(D
Ovarian cancer 29 53 616 9 20 (38) 12(23) 9(17) 1(2)
Breast cancer 422 1316 84 + 885 10 489 (37) 340 (26) 256 (19) 129 (10)
Gastric cancer 9 13 24+83 3 43D 1(8) 1(8) 1(8)
Colorectal cancer 196 333 411 5 99 (30) 56(17) 30(9) 5(2)
Bladder cancer 7 7 42 + 107 146 2(29) 2(29) 1(14) 1(14)
Renal cancer 11 12 1x1 2 3(25) 0(0) 0(0) 0(0)
Lung cancer 99 168 30 =178 9 34 (20) 24(14) 16 (10) 10 (6)

Tableau 1 : Nombre de CTC chez des donneurs sains, des patients atteints de pathologies non malignes ou de
différents types de carcinomes (prostatique, ovarien, mammaire, gastrique, colorectal, vésical, rénal,
pulmonaire, origine inconnue), d’apres Allard et al. [23]

1.2.3. CTC: facteurs pronostique et prédictif dans de nombreux cancers (Tableau 2)

Plusieurs études antérieures dans les cancers du sein, de la prostate et du c6lon ont
démontré la signification pronostique des CTC. De plus, I'évolution du nombre de celles-ci au
cours des traitements met en lumiére le potentiel des CTC en tant que biomarqueur
prédictif. On détecte au moins 2 CTC dans 7,5ml de sang dans, en moyenne, 36 % des
prélévements issus de patients atteints de cancers métastatiques avec une moyenne de 60
CTC/7,5ml, mais ces chiffres semblent trés disparates d’un type de cancer a un autre [23] : 57
% des cancers prostatiques, 37 % des cancers du sein, 37 % des cancers ovariens, 30 % des
cancers colo-rectaux, 20 % des cancers bronchiques (Tableau 1).

Par ailleurs, le nombre de CTC représente un facteur pronostique dans de nombreux
cancers [25,26]. En effet, I'implication des CTC dans la formation de métastases a distance est
souvent évoquée (fig. 1) [*,%]. Ainsi, plusieurs études ont envisagées une corrélation entre
I’évolution du nombre de CTC et :

- I’évolution du volume tumoral (coefficient de corrélation 0,68 ; p=0,03, fig. 2) [24],

28 29 30 31 32]
’

’ ’ ’ ’

- la survie sans progression ou de la survie globale [

- laréponse ala chimiothérapie.
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Figure 2 : Exemple d'évolution en fonction du temps, des CTC/ml et du volume tumoral, selon les critéres
RECIST, dans le cancer broncho-pulmonaire, selon Nagrath et al. [*]

1.2.3.1. Carcinome mammaire

Dans une étude de Cristofanilli et al. [*°] réalisée chez 177 femmes atteintes de
cancer du sein métastatique, les patientes présentant au moins 5 CTC/7,5ml de sang avaient
une survie sans progression et une survie globale diminuée : respectivement 2,7 [2,1; 4,4]
contre 7 mois [5,8 ; 8,9] (p<0,0001) et 10,1 [6,3 ; 14,6] contre 18 mois [14,6 ;>18] (p<0,0001),
indépendamment du temps jusqu’a progression, du site métastatique ou du statut
hormonal. De plus, ils confirmaient la bonne spécificité de la technique en montrant que des
femmes sans pathologie tumorale présentaient en moyenne 0,1 +/-0,2 cellules
détectées/7,5ml, soit une présence d’événements chez 1 % des 345 femmes testées (dont
aucune avec >3 cellules/7,5ml). Les femmes atteintes d’une pathologie mammaire bénigne

présentaient des résultats similaires (en moyenne 0,1 +/- 0,9 cellules/7,5ml).

1.2.3.2. Carcinome prostatique

Sur 37 patients atteints de cancer prostatiqgue métastatique, traités ou non par
hormonothérapie, la survie était significativement plus longue 21,7 contre 11,5 mois

(p=0,002) quand le nombre de CTC détectées était inférieur a 5 [*)]. De méme, dans une
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autre étude portant sur 63 patients atteints de cancer de la prostate en progression et

hormono-résistants (et 17 témoins), 65 % des patients avaient plus de 5 CTC/7,5ml.
1.2.3.3.  Carcinome colorectal

Par ailleurs, dans une étude de Cohen et al, sur 430 cancers colorectaux
métastatiques, quelque soit la ligne thérapeutique, un nombre de CTC supérieur a 3/7,5ml
de sang faisait passer la survie sans progression de 7,9 a 4,5 mois (p=0,0002) et la survie
globale de 18,5 a 9,4 mois (p<0,0001). La discrimination pronostique était encore meilleure

en prenant en compte la variation des CTC entre deux prélévements et non la valeur absolue

[34 35]-

], méme apres exclusion des facteurs pronostiques cliniques intriqués [

La capacité a détecter les CTC présente donc un grand intérét dans différentes
tumeurs (cancers mammaires, prostatiques et colorectaux) permettant de classer les

patients selon leur pronostic et leur potentielle réponse aux différentes chimiothérapies.

| POINTS CLES : :

1 . . b oEE e s . .
. e Les CTC seraient un moyen de suivre |'efficacité des traitements, de guider le |
|

pronostic, de mesurer la réponse thérapeutique, de sélectionner des patients |
pour un traitement plus agressif, de détecter plus précocement une rechute... 1

e L’intérét des CTC a été démontré dans les carcinomes mammaires, prostatiques 1
et colo-rectaux. 1

L e m  m e e e e e e e e e e e i . —— - -
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Références Type de cancer Nombre de |Seuil Technique Résultats Survie globale (SG) p Survie sans progression p Remarques
Etudes dans le texte patients inclus (SSP)
cancers du sein 177,PS=0a2| 5 |Veridex 10,1 [6,3;14,6] p<0,0001 2,7 [2,1;4,4] contre 7 p<0,0001 |facteur prédictif de
Cristofanilli etal., NEJM 2004 [30] métastatiques contre 18 mois mois [5,8;8,9] SSP et SG
[14,6;18]
cancers du sein 422 Veridex CTC>2:37 %,
Allard et al., Clin Cancer Res 2004 [23] métastatiques CTC>5:26 %,
CTC>10:19 %
cancers du sein 177 dont 83 5 |Veridex AVANT TTT : 14,2 p=0,0048/ AVANT TTT : 4,9 contre |p=0,0014 |facteur prédictif de
Carcinomes métastatiques en léreligne contre >18 mois/ a 1 [p=0,007 8,9 mois/ a 1 mois du SSP et SG, surtout en
mammaires |Cristofanilli etal.,JCO 2005 mois du début du TTT| débutduTTT:11,1 I'absence de
:2,1 contre 8,9 mois contre >18 mois récepteurs
hormonaux
cancers du sein 177 5 [Veridex facteur prédictif de
métastatiques SSP et SG, que le
Hayes et al., Clin Cancer Res 2006 [31] dosage soit faitavant
ttt ou apres 1 cure de
chimiothérapie
cancer prostatique 37 5 [Veridex CTC>2:95 %, 0,7 contre 4 ans p=0,002 11,5 contre 21,7 mois  |p=0,002
Moreno et al., Urology 2005 [33] métastatiques CTC>5:62 %,
Carcinomes CTC>10:27 %
prostatiques cancer prostatique 123 Veridex CTC>2:57 %,
Allard et al., Clin Cancer Res 2004 [23] métastatiques CTC>5:41 %,
CTC>10:32 %
CCR tout stade 23 PCR CK 8,19, 20 et 2 stades A: OCTC+
Denis etal., IntJ Cancer 1997 [25] ‘separatlon L 8 stades B : 2CTC+
immunomagnétique 8 stades C: 6CTC+
5 stades D : 4CTC+
CCR opérables 94 RTPCRCK 19,20, MUC1, [19/94 :CTC+soit |Stade Dukes C: p=0,02
Hardingham etal., IntJ Cancer 2000 |26] MUC 2 20% des patients [HR=2,8 [1,169;6,716]
CCR métastatiques 196 Veridex CTC>2:30 %,
Allard et al., Clin Cancer Res 2004 [23] CTC>5:17 %,
: | CTC>10:9 %
car colo - N A " P .
rectaux (CCR) CCR métastatiques 50 _separatlon ) nb médian de . s«?-.»ul.l de5 pc_)ur
immunomagnétique, CTC=2, corrélation distinguer différence
cytométrie en intensité moyenne de SSP et SG
Cohen etal., Clin colorectal cancer 2006 flux/microscopie de quorgscence et
fluorescenceCK+CD45- progression
tumorale
CCR métastatiques 430 3 9,4 a 18,5 mois p<0,0001 4,5 a 7,9 mois p=0,0002 |facteur prédictif
Cohen etal.,JCO 2008 [34] indépendant de SSP et

SG




1.2.4. Carcinome bronchique non a petites cellules (CBNPC) (Tableau 4)

Dans les CBNPC, il existe moins de données dans la littérature concernant I'impact
des CTC sur le pronostic et la prise en charge. La recherche des CTC dans le cancer
bronchique pourrait s’appliquer aux stades précoces (I et 1) afin d’identifier des patients a
haut risque de récidive et donc moduler la prise en charge thérapeutique et la surveillance.
Concernant les stades plus avancés (lll et V), la recherche de CTC et le suivi de leur cinétique
pourraient permettre d’évaluer plus précocement le pronostic et la réponse aux traitements
(valeur prédictive) ou I'échappement thérapeutique.

Une des premieres études sur le sujet avait inclus en 1998, 86 patients atteints de
cancer bronchique (47 adénocarcinomes, 24 carcinomes épidermoides, 15 carcinomes a
petites cellules) et montrait d’une part, que l'identification de CTC, par PCR, était possible
dans 41 % des adénocarcinomes, 41 % des carcinomes épidermoides et 27 % des CPC et,
d’autre part qu’il existait une corrélation entre la quantité de CTC en RT-PCR et le pronostic
d’une part, et d’autre part, la réponse aux traitements [%]. D’autres études ont confirmé que
le nombre de CTC détectées était corrélé au stade de la maladie (AUC ROC = 0,783 ; p<0,001)
[37], voire au volume tumoral [38]. En effet, sur 47 échantillons de patients atteints de cancer
bronchique, des CTC étaient détectées chez 67 % des patients avec un stade I/1l, 72 % stade
Il et 83 % des patients en rechute. De plus, Krebs et al. ont montré, sur 101 patients
porteurs de CBNPC stades lll et IV, en premiere ligne de chimiothérapie, avant et aprés un
cycle de chimiothérapie, qu’il existait 21/101 (21 %) prélevements avec > 2 CTC/7,5ml dont
19/60 (32 %) stade IV, 2/27 (7 %) stade IlIB et O stade IlIA. Il existait un nombre plus
important de CTC lors d’atteintes hépatique ou osseuse par rapport aux autres métastases.
De plus, en analyse multivariée, un nombre de CTC > 5/7,5ml de sang était un facteur

prédictif indépendant de survie globale avec un risque relatif de 7,92 [2,85- 22,01;
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p<0,001]; et ce d’autant plus que le préléevement retrouvait toujours > 5 CTC/7,5ml aprées un
cycle de chimiothérapie (RR=15,65 [3,63 - 67,53 ; p<0,001]). La probabilité post-test de
déces a 6 mois lorsque le taux de CTC était supérieur ou égal a 5, était de 93 % contre 29 % si
ce taux était inférieur a 5. Enfin, un changement dans le nombre CTC avant et aprés le
premier cycle de chimiothérapie était hautement prédictif de la survie sans progression et
de la survie globale [*]. Enfin, il a été démontré que, sur 55 prélévements de patients
atteints de CBNPC, la détection de CTC présentait une valeur prédictive de réponse aux
traitements en utilisant les criteres RECIST d’évaluation scanographique de la réponse, avec
un coefficient de corrélation de 0,68 (p=0,03) [*).

Cependant, un des facteurs limitant I'utilisation des CTC en routine dans I'évaluation
du cancer broncho-pulmonaire est sa grande variabilité entre les différentes études, selon
les critéres de recrutement, les techniques utilisées (PCR, CellSearch...), le seuil choisi, la
population étudiée... On retrouve une fréquence de positivité de CTC dans le cancer

bronchique trés variable d’une étude a l'autre : de 20 a 52 % avec un seuil de 2 CTC/7,5ml

(Tableaux 1 et 3) [**], selon les études.

Total no. Range of CTCs per mL Saw-,pl%s
Gohort of 5-20 |20-50 [50-100| >100 e
samples No. of samples (%) mil (%5)
Healthy subjects 20 8] ofo) | 0(0) | O(0) 8]
Lung cancer 55 11 (20) (11 (20)[{11 {20)|22 (40) 100

Tableau 3 : Nombre de 1) sujets sains et de 2) patients atteints de cancer broncho-pulmonaire présentant un
prélevement de CTC positif, selon différents seuils. Nagrath et al. ]

Nous avons décidé d’étudier, ici, de maniéere prospective, si la présence de CTC dans
le sang de patients atteints de CBNPC a un stade localement avancé (llIB) ou métastatique
(IV), par la technique CellSearch, validée précédemment, présentait un intérét pour le suivi
des patients et la réponse aux traitements. Les perspectives seraient de savoir si la présence

de ces CTC doit influencer la prise en charge thérapeutique du patient. La prise en charge
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doit-elle étre plus agressive (chimiothérapie adjuvante ?) ou le suivi plus exhaustif en

fonction du nombre de CTC dépisté ?

. POINTS CLES :

e |’énumération des CTC dans le cancer bronchique pourrait avoir une valeur
pronostique et prédictive de réponses aux traitements. I

e La détection des CTC pourrait avoir un impact dans la prise en charge des patients |
atteints de cancer bronchique. I
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Références survie global Surivie sans
Etudes dans le Type de cancer Nombre de patients inclus | Seuil Technique Résultats urw(esé)o ale p progression p Remarques
texte (SSP)
86 patients (47
adénocarcinomes, 24 41 % des adénocarcinomes, 40 % Augmentation du
Peck et al., Can Res 1998 [36] CBP carcinomes épidermoides, 1 PCR, CK19 |des carcinomes épidermoides et non disponible nombre de CTC avec
15 carcinomes a petites 27 % des CPC stade de la maladie
cellules)
- 909 .14 9
Allard et al., Clin Cancer Res 2004 [23] tout type de 99 patients avec CBP 2 Veridex CTC>2:20 %, CTC>5: 14 %, non disponible
cancers CTC>10:10 %
CTCentre5 et 20:20 %, CTC
tout type de , i . . .
Nagrath et al., Nature 2007 [24] cancers 116 échantillons CTC-chip entre 20 et 50 : 20 %, CTC entre non disponible
50 et 100 : 20 %, CTC>100:40 %
CBNPC 27 CBNPC dont 20 avec _ |nombre de CTC médian :74/mi [5- N
Maheswaran et al., NEJM 2008 [32] . . . CTC-chip 771], détection EGFR muté sur non disponible
métastatiques mutation EGFR
CTC 19/20
CTC +dans 12 % des
pathologies non
CTC +:30,6 % des CBP, CTC>2 : malignes, mauvais
i 125 CBP dont 94 ) S IEB R ! o . . marqueur diagnostic
Tanaka et al., Clin Cancer Res 2009 [37] CBP ) . Veridex 16,8 % tout stade confondi. Si non disponible
métastatiques (ROC=0,598).
stade |V, CTC>2:41,4% o
Corrélation au stade
dela maladie
(r=0,783)
. Corrélation au
47 patients (dont 6 IF:CK18 et 19 | X |
récidives) : 3 stade I-11, 22 apres 67 % des patients avec un stade :;0 u'met'umzral !
Wu et al., J Thorac Oncol. 2009 138] CcBP stadelll, 22 stade [Vet27 | 2 déplétion  [I/11, 72 % stade 111 83 % des non disponible 'm',”;‘,l',i’f‘ ela
adénocarcinomes, 7 cellules patients en rechute sensiol tl iSI d
épidermoides, 13 CPC sanguines aug‘mt‘an ation du
seuila s
) Verid 21 % dontstade 1V :32 %, stade A:ts<')clatr|1c3n at\./ec "
erideX  1118:7 % etstadelllA:0% ateinte hepatique €
osseuse
Facteur prédictif
AVANT TTT :
CBNPC, stades Il et o AVANT TTT : indépendant de SG le
IV, en premiére 4,3 contre8,1 2,4 cont lus fort
Krebs et al., J Clin Oncol 2011 [39] T P 101 patients mois, risque % con' re plus tor
ligne de ; 6,8 mois/ |p<0,001 |(HR=7,92[2,85;22,01]
chimiothérapie 5 Verid relatif =7,92 |p<0,001/},p0ecy | ; p<0,001)
" e (2,85-22,011/1p<0.001 |0\ joe s |5=0,005 ;>p babilité post-test
APRES 1 CURE SO L robabllite post-tes
contre 6,9 de décés a 6 mois :
:3,9 contre . ;
Rk mois 93 % si CTC>5/29%
8,8 mois .
si CTC<5
Sequistetal., J Thorac Oncol 2009 [40] CBNPC 55 patients CTC-chip CTC+:20 A'des patients, >6CTC: non disponible Prédictif de réponse
6 % des patients aux ttt (r=0,68)
Hofman et al., Clin Can Res 2011 CBNPC opérables 208 patients / 247 ISET CTC+:49 % Association avec
échantillons diminution SG et SSP
H . oy
CBNPC, stade I1l et 2 Veridex CTC+:23%
Krebs et al., J Thorac Oncol 2012 [49] IV, en premiére 40 non disponible CTM +: 53 % dont
ligne 1/ml ISET CTC+:80% stade IV:10/23, 111B
:5/12,111A: 0/5
Hou etal., J Clin Oncol 2012 CPC 97 50 EpCAM, CK8, CTC+:85% ARt =0,002
ouetat, Jtin Uneo 18,19+ et CD45 e 11,5 mois [P
X . CTC =élevées si
Naito et al., J Thorac Oncol 2012 CPC 51 2 Veridex CTC>2:68,6 %

métastases




1.3. OBJECTIFS

1.3.1. Principal

L’objectif principal a été de décrire le profil évolutif de la cinétique des CTC, mesurées
par la technique CellSearch de Veridex®, au cours de I'évolution des CBNPC de stades
localement avancé ou métastatique (llIB, 1V), au diagnostic et aprés trois cures de
chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées. Il s’agit d’une étude préliminaire aprés inclusion

des cinquante premiers patients.

1.3.2. Secondaires

Nous avons également cherché a évaluer si :
- les caractéristiques épidémiologiques individuelles de chaque patient étaient associées
a la présence de CTC,
- les différentes caractéristiques tumorales (stade, taille, nombre et localisation
métastatique) étaient liées au nombre de CTC
- sila présence ou le nombre de CTC présentaient une valeur pronostique au diagnostic.
- Si la cinétique du taux de CTC présentait une valeur prédictive de réponse aux

traitements par chimiothérapie ou thérapie ciblée.

1.4. CRITERES DE JUGEMENT

Le critere principal de jugement a été la détection de CTC dans le sang de patients
atteints de CBNPC localement avancé ou métastatique et I'évolution de la cinétique des CTC
apres trois cures de traitement. Le seuil de positivité du test, établi selon la littérature, a été

fixé a au moins 2 CTC/7,5ml de sang prélevé.
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Les criteres d’évaluation secondaires ont été I'identification d’un profil des CTC en
fonction de la clinique : sexe, age, et des caractéristiques tumorales : histologie, nombre de

métastases et localisation métastatique...

1.5. RETOMBEES ATTENDUES

Grace a cette technique, nous espérons réaliser d’'une part, un diagnostic plus
précoce des récidives tumorales, et personnaliser la prise en charge thérapeutique selon le
pronostic attendu de la maladie cancéreuse d’autre part. Enfin, ce nouvel outil pourrait

apporter une précision supplémentaire dans la classification pronostique des patients.
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2. METHODES

Il s’agit de I'analyse intermédiaire apres 50 patients inclus, d’'un essai prospectif,
monocentrique au centre hospitalo-universitaire de Nancy, dans le service de pneumologie,
biologique, non randomisé, en ouvert portant sur la détection de CTC dans le sang circulant
de patients atteints de CBNPC récemment diagnostiqués, localement avancés (stade 11IB) ou
métastatiques (stade 1V), au moment du diagnostic (a I'inclusion), et a I'issue de 3 cures de
chimiothérapie ou thérapeutiques ciblées (entre le 21°™ et le 35°™ jour aprés la 3°™ cure

de chimiothérapie).
2.1. LAPOPULATION ETUDIEE

Les patients ont été recrutés a partir des nouveaux cas de cancers bronchiques
diagnostiqués dans le service de pneumologie du CHU de Nancy. La durée des inclusions sera
de 18 mois et la durée totale de I'étude de 30 mois. La durée de participation de chaque
patient sera de 12 mois. Les patients ont été traités par les protocoles thérapeutiques

habituels, recommandés et validés par les sociétés savantes.
2.1.1. Criteres d’inclusion des sujets

Les patients devaient étre majeurs et présentés un CBNPC confirmé
histologiquement, de stade IlIB ou IV, au moment du diagnostic. Les Iésions devaient étre
mesurables par les criteres RECIST [*]. Un consentement écrit était nécessaire apres avoir

recu une information écrite, claire et intelligible.
2.1.2. Criteres de non inclusion

Les patients n‘ont pas été inclus lorsqu’ils présentaient un antécédent de cancer de

moins de 5 ans, a I'exception des cancers de la peau (autres que mélanomes) et du cancer in
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situ du col de l'utérus; de méme, lors d’antécédents de traitements par chimiothérapie,
radiothérapie ou chirurgie pour un cancer bronchique. Par ailleurs, ils n’étaient pas inclus
non plus lorsqu’ils étaient dans l'incapacité de signer un consentement écrit, qu’ils ne

possédaient pas de couverture sociale ou qu’ils étaient sous tutelle ou curatelle.

2.1.3. Respect des bonnes pratiques cliniques

La recherche a été conduite conformément au protocole, aux bonnes pratiques
cliniques (ICH version 4 du 1% mai 1996 et décision du 24 novembre 2006) et aux
dispositions législatives réglementaires en vigueur, en conformité avec la loi n°2004-806 du
9 aolit 2004 et a la déclaration d’Helsinki (principes éthiques applicables aux recherches
médicales sur des sujets humains, Séoul 2008). Cette recherche entre dans le cadre de la
« Méthodologie de référence » (MR-001) en application des dispositions de I'article 54,
alinéa 5 de la loi du 6 janvier 1978 modifiée relative a I'informatique, aux fichiers et aux
libertés. Chaque patient a pu, a tout moment arrété I'étude s’il le désirait ou sur décision de
I'investigateur.

De plus, ce protocole a recu un avis favorable du CPP Est Il le 8/03/12, et une
autorisation AFSSAPS le 26/03/12 (n°IDRCB : 2012-A00135-38). Les différentes personnes
morales ou physiques impliquées étaient les suivantes :

- promoteur du protocole de recherche clinique : CHU Nancy
- Investigateur principal/coordonnateur : Christelle Clément-Duchéne

- Partenariat avec CIC-P INSERM
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2.2. PROCEDURES

Les éléments cliniques biologiques, radiologiques ainsi que les prélevements pour le
dosage de CTC ont été réalisés a I'inclusion et aprés les 3 premieres cures de chimiothérapie.
Une visite a un an de l'inclusion lorsqu’elle sera possible, est également prévue (recueil des
éléments cliniques biologiques et radiologiques habituels). Pour les patients décédés ou
perdus de vue, les informations seront collectées a partir du dossier médical ou du courrier
du médecin traitant.

Bien que de nombreuses méthodes existent pour la détection de CTC : cytométrie en
flux, RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction), hybridation par fluorescence

in situ [*¥],

il semblait encore nécessaire d’améliorer la performance des tests utilisés. En
effet, leur sensibilité et spécificité demeuraient insuffisantes [**]. La méthode immuno-

magnétique décrite par Allan et al. [*] et Allard et al. [?’] est plus récente et semi-

automatisée donc largement reproductible.
2.2.1. Méthode de détection des CTC par CellSearch, Veridex®

Dans notre étude, la détection des CTC était réalisée a lI'aide de la technique
développée par Immunicon® et distribuée par CellSearch system : Veridex®, sur des tubes de
7,5 ml de sang. Il combine l'analyse d’un flux cellulaire et I'imagerie photonique
automatisée. Cette technique repose sur l'expression différentielle d’un antigéne de
membrane entre CTC et cellules sanguines; on réalise ainsi une numération de cellules
épithéliales, séparées du sang par des billes magnétiques recouvertes d’anticorps et
identifiées a I'aide d’'un marquage fluorescent des cytokératines (: séparation immuno-
magnétique). Il existe ensuite une validation morphologique et visuelle des événements

recueillis. Cette technique permet de repérer rapidement, sur la base de caractéristiques
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moins diversifiées qu’en cytométrie de flux, mais sur un bien plus grand nombre de cellules,
la présence d’événements trés peu représentés. La sensibilité selon le constructeur est d’une
cellule dans un échantillon de 7,5ml de sang soit 1 cellule sur 10 a 15 millions. L'intérét de
cet équipement a déja été validé par I"US Food and Drug Administration notamment pour
détecter des CTC résiduelles aprés chirurgie et/ou chimiothérapie dans le cancer du sein [*],

et en recherche clinique oncologique dans des cohortes de patients, pour des études

pronostiques et d’évaluation d’efficacité de protocoles thérapeutiques.

Le seuil de positivité a été fixé a 2 cellules/7,5 ml de sang dans notre étude. En effet,
selon I'étude de Allard et al., on remarque que 8 témoins sur 145 (5,5 %) présentaient 1
CTC/7,5 ml de sang, en revanche, aucun n’en comptaient 2 ou plus [23]. Par la suite de

nombreuses études ont utilisé ce seuil dans le cancer broncho-pulmonaire [*°,%]

. Par
ailleurs, il est aussi possible d’isoler ces cellules rares en vue d’études complémentaires, par
exemple en biologie moléculaire. Cet équipement est disponible a Nancy sur la plate-forme
NANCYTOMIQUE.

Le principal intérét de la détection de CTC dans les échantillons sanguins est

I'innocuité, la faisabilité et la facilité du prélévement. Les seuls risques sont au moment de la

réalisation des prélévements sanguins : hématome au point de ponction et malaise vagal.

2.2.1.1. Préparation de I’échantillon

Le prélevement sanguin était conditionné dans deux tubes EDTA (éthylene diamine
tetraacétique) de 7,5 ml, a -4°C, ce qui permettait de maintenir la morphologie des cellules
ainsi que leur marquage membranaire intact. Un tube a servi a l'identification des CTC et
I'autre a été purifié puis congelé pour une étude ultérieure sur le dosage des biomarqueurs

d’intérét dans le cancer bronchique.

39



Une fois le prélevement acheminé au laboratoire d'immunologie, il était transféré
dans un tube conique de 15 ml CellSave (réf. 7900005, CellSave preservative Tube,
Immunocon®), contenant un milieu de conservation spécifique, permettant I'optimisation
des analyses avec possibilité de conservation des échantillons jusqu’a 96 heures. On utilisait
la totalité du prélévement sanguin soit 7,5 ml complété par 6,5 ml de tampon. Le tube était
ensuite agité délicatement pour homogénéiser I'échantillon. Puis, on réalisait une
centrifugation a 800g pendant 10 minutes a température ambiante, permettant de séparer

le culot cellulaire du plasma.

2.2.1.2. Le systeme de détection Cellsearch, Veridex® (fig.3)

Le systeme de détection Veridex® se compose de deux appareils: CellTracks
Autoprep system pour le marquage des cellules, pour I'analyse des événements et la

visualisation de cellules détectées. La détection est semi-automatisée [**].

CellTracks® AutoPrep® System & CellTracks Analyzer 11°®

- -
2
e

Y TR Cell Search

+ fobwen fpohmeen comonry

Figure 3 : Systeme Cell search, développé par Veridex® avec Cell Tracks Autoprep et Cell Analyser
e CellTracks Autoprep system
Avant toute utilisation, il est nécessaire de faire un nettoyage de 'appareil Autoprep
d’environ 55 minutes, grace a une solution de nettoyage contenant 10 % d’eau de javel, et

de I'eau ionisée. L’appareil est ensuite configuré pour la détection des CTC bronchiques.
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Les étapes de détection cellulaire, réalisées grace au kit spécifique « Circulating
Tumor Cell Kit» (réf. 7900001, Veridex®), dans l'automate de préparation (CellTracks
Autoprep system), ont été les suivantes :

- Enrichissement cellulaire par capture immunomagnétique avec un réactif magnétique
ou ferrofluid recouvert d’anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre EpCAM,
exprimé par les cellules épithéliales, souvent surexprimés dans les carcinomes [*’]. Les
cellules sont incubées dans un tube avec les anticorps conjugués a des microbilles
ferromagnétiques : I'application d’'un champ magnétique permet de retenir ces
anticorps (et les CTC) a la paroi du tube le temps des lavages qui éliminent les cellules
sanguines non reconnues par |'anticorps.

- Amplification : elle permet d’amplifier le signal et donc d’obtenir ultérieurement une
meilleure purification

- Perméabilisation des cellules

- Tampon

- Marquage fluorescent multiple réalisé a I'aide d’anticorps monoclonaux dirigés
spécifiguement contre plusieurs cytokératines CK 8, 18 et 19 (marqueurs des cellules
tumorales d’origine épithéliale), couplés au fluorochrome phycoérythrine (PE) et contre
le margueur panleucocytaire : CD45, couplé au fluorochrome allophycocyanine (APC).

- Marquage des noyaux cellulaires avec le colorant DAPI (4,2-diamidino- 2-phenylindole
dihydrochloride) : marquant ’ADN

- Fixation : permet de stabiliser les antigénes de surface

Les images fluorescentes sont ensuite analysées une a une et un logiciel de
reconnaissance d’image (CellTracks Analyser IlI) permet d’isoler les CTC selon une

association de plusieurs critéres : morphologie ronde, taille adaptée et noyau (DAPI) entouré
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par du cytoplasme CK+ sans exprimer I'antigéne CD45. Un quatriéme canal de fluorescence
est utilisable, permettant de détecter I'expression de certaines protéines d’intérét (ex. EGF-
R). Une CTC présente donc un phénotype EpCAM+, CK+, DAPI+ et CD45-. Il est possible de

traiter jusqu’a huit préléevements par série de facon standardisée en environ 4 heures.

e CellTracks Analyser
Les événements notables sont sélectionnés automatiquement par I'appareil grace a
175 cadres de lecture (1pl de sang/cadre). Le microscope scanner CellTracks posséde quatre
filtres et est couplé a un logiciel dédié. Il scanne la surface entiere de la cartouche, acquiert
les images et présente a I'utilisateur les événements présentant un marquage CK-PE et DAPI

colocalisés (fig.4). L'analyse automatique dure environ 10 minutes.

Test patient |

| | Fermer ia session | imprimer 7 tampe O Ejecter la DVD. 238 |5:0

0Ny JETET
1112 lampe est etaints

instrument - CTOB11031 | Oparateur - Ia o T Aucun Magests detacts

Quitter
177.07.2012 1021

Figure 4 : Les événements notables sont sélectionnés automatiquement par I'appareil grace a 175 cadres de
lecture (1ul de sang/cadre). Le microscope scanner CellTracks posséde quatre filtres et est couplé a un logiciel
dédié. Il scanne la surface de la cartouche, acquiert les images et présente a |'utilisateur les événements
présentant un marquage CK-PE et DAPI colocalisés

Ces événements doivent satisfaire des critéres de qualité précis [*°] (fig.5) :
- Forme arrondie ou ovale, avec un contour net, homogéene
- Noyau (DAPI+) a I'intérieur du cytoplasme (CK+)
- Taille supérieure ou égale a 4um de diameétre
- CD45 négatif

- Canal blanc négatif : afin d’exclure les artefacts.
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leucocytes

Cytokeratin Cytokeratin

Figure 5 : a) exemple typique de résultats obtenus : a gauche : CTC: DAPI positif (bleu), cytokératines positif
(rouge), CD 45 négatif (vert) et image de fusion DAPI et cytokératines colocalisés, a droite : leucocytes : DAPI
positif, cytokératines négatif, CD 45 positif et image de fusion DAPI et CD45 colocalisés. b) Images typiques de

CTC : avec co-marquage (DAPI en violet : marquage nucléaire et cytokératines en vert : cytoplasme des cellules
tumorales), absence de marquage panleucocytaire : CD45. c) Exemple d’images de fragments cellulaires et de
cellules tumorales circulantes probablement apoptotiques, d’aprés Allard et al. ]

Etape Matériel Références
Préparation des | - Tubes de prélevement - CellSave Preservative Tube Immunicon | 7900005
CTC pour I'étude - Trousse - Circulating Tumor Cell Kit 7900001
immunomarquage
- Automate de préparation | - CellTracks Autoprep system
- Analyseur d’images semi- | - CellTracks Analyser I
automatisé
Purification et |- Automate de préparation |- CellTracks Autoprep system
enrichissement en |- Trousse - CellSearch Profile kit RUO 7900004
CTC en vue (Veridex®)
d’analyses - Réactif - RNA later R0901
extérieures au (Sigma®)
systeme

2.2.2. Evaluation de la sécurité

Une veille sanitaire portant sur le dispositif Veridex® et sur les réactifs utilisés a été
effectuée par le promoteur. Les effets indésirables liés a la chimiothérapie et a la prise en
charge habituelle du patient n’ont pas été pris en compte. Les effets indésirables graves ont
été relevés a JO et J+3 cures, lors du prélévement veineux. Cette étude n’a pas justifié la mise
en place d’un comité de surveillance indépendant mais le promoteur rédigera un rapport
annuel de sécurité pour le transmettre a ’AFFSSaPS, au comité de protection des personnes

et a I'investigateur coordonnateur. L'investigateur coordonnateur transmettra au promoteur
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toutes les données nécessaires a la rédaction de ce rapport. Un rapport final sera rédigé par

le promoteur et I'investigateur coordonnateur dans un délai d’un an apres la fin de I'étude et

un résumé sera adressé a I’AFSSaPS par le promoteur.

2.3. AUTRES INFORMATIONS RECUEILLIES

Un recueil de données cliniques, biologiques et radiologiques a été effectué :

- Date de naissance
- Sexe

- Statut tabagique

- Antécédents cardiaques respiratoires et néoplasiques

- Examen physique : Poids, Taille, Performans status (PS)

- Date du diagnostic

- Examens biologiques : taux d’hémoglobine, nombre de polynucléaires neutrophiles,

taux de plaquettes, taux de protéines, albuminémie, calcémie

- Histologie de la tumeur

- Scanner thoraco-abdomino-pelvien et cérébral analysé selon les critéeres RECIST

- Recueil des événements indésirables graves

Inclusion Al'issue de 3 cures | Visite de suivi
JO de chimiothérapie (@1lan)
(J+3 cures)
Recueil du consentement écrit X
Vérification des critéres d’inclusion et de non inclusion X
Interrogatoire médical et recueil des traitements (0] 0] (0]
médicamenteux
Examen physique : poids, taille, IMC, performans status (e} 0] (e}
Examen clinique (cardiaque, respiratoire) 0 0 (6]
Bilan  biologique (NFS, protéines plasmatiques, (0] 0] (0]
albuminémie, LDH, calcémie)
Recueil des événements indésirables graves X X
Prélevement veineux Veridex X X
Scanner thoraco-abdomino-pelvien et cérébral (0] 0] (0]

X : Actes liés a la recherche ; O : Routine
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2.4. ANALYSE STATISTIQUE

2.4.1. Méthodes statistiques prévues

Le taux de CTC a été exprimé en moyenne, avec les valeurs minimum et maximum. La
survie des patients a été analysée par la méthode de Kaplan-Meier. La relation entre le taux
de CTC et la survie a été analysée par le test de Cox. Nous avons effectué ici I'analyse
intermédiaire apres 50 patients inclus.

La description des données est présentée sous forme chiffrée avec les valeurs en
pourcentages correspondantes entre parenthéses (pour des variables qualitatives) ou des
moyennes avec écart-type (pour des variables quantitatives). Les comparaisons ont été
effectuées en utilisant de facon appropriée les tests statistiques paramétriques et non-
paramétriques : chi deux de Pearson ou test exact de Fisher pour les variables qualitatives,
et «t» de Student ou de Kruskal-Wallis pour des variables quantitatives. Le seuil de
significativité a été fixé a 5 %. Les données ont été saisies et enregistrées dans le fichier
Excel. L'analyse des résultats était effectuée a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5.00®

(Graphpad Prism Software Inc., San Diego, CA).

2.4.2. Nombre prévu de patients a inclure

Il est rapporté dans la littérature un taux de détection de CTC dans 20 a 49 %, selon
les études des cancers bronchiques de stade IlIB ou IV [2,%”] avec un seuil fixé a 2 CTC/7,5 ml
de sang. Nous partons du nombre de cellules allant de 0 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, plus
de 40 avec 40 patients par classe, donc afin de pouvoir évaluer au moins 50 patients pour la
cinétique des CTC il est nécessaire d’'inclure au moins 200 patients dans I'étude avec un

risque alpha de 5 % et un risque béta de 10 %. Nous rapportons ici les résultats de I'analyse

intermédiaire aprés I'inclusion de 50 patients.
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2.5. FINANCEMENT ET ASSURANCE

Le promoteur a souscrit aupres de GERLING pour toute la durée de I'étude une
assurance garantissant sa propre responsabilité civile ainsi que celle de tout intervenant
impliqué dans la réalisation de I'étude. Les frais ont été estimés par l'investigateur et des
financements extérieurs sont prévus.

Consommables :

- Tubes de préléevements : 4 tubes/ patient soit 20€/patient soit 200*20 = 4000€ pour les
200 patients a inclure dans I'étude

- Préléevements : 4,72€/ prélevement soit 4,72*200=1888€

- Kit d’identification des CTC : 260€/ prélévements soit 260*200=52000€ a JO et 52000 a
J+3 cures

- Kit de purification : 90€/analyse soit 90*200*2=36000€

- RNA later : 500 ml a 265€

Ceci représentera au total un colt de 146153€ soit 730,74€ par patient et un colt de

36537€ a I'analyse intermédiaire comprenant 50 patients.
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3. RESULTATS
3.1. DESCRIPTION DES RESULTATS

3.1.1. Description de la cohorte de patients inclus

Les cinquante premiers patients de cette étude ont été inclus dans le service de
pneumologie du CHU de Nancy, du 22/06/2012 au 26/06/2013 (Rythme des inclusions,
Annexe n° 6.3). L'age moyen des patients était de 60,7 ans s’étalant de 32 a 80 ans. On
comptait une majorité d’hommes (82 %). A l'inclusion, I'état général des patients était bon
avec un performans status (PS) moyen a 1 et un index de masse corporelle (IMC) moyen 23,9
kg/m2 [16,1; 31,6]. Le statut tabagique des patients était majoritairement un tabagisme actif
(25 soit 50 %) et sevré (21 soit 42 %), contre 4 (soit 8 %) de non fumeurs, avec une
consommation moyenne de 37,5 paquets/année [0; 132] sur une durée moyenne de 31,4
ans [0 ; 57]. Des antécédents de néoplasie étaient retrouvés chez 8 de nos patients (soit 16
% d’entre eux).

Concernant les caractéristiques tumorales des patients inclus, il s’agissait de
carcinome de stade IV en grande majorité (46 patients soit 92 % d’entre eux) par rapport au
stade IlIB (4 soit 8 %). La répartition des types histologiques des tumeurs étudiées étaient la
suivante : adénocarcinome (50 %), carcinome épidermoide (24 %), carcinome non a petites
cellules peu différenciés (18 %) et carcinomes a grandes cellules (8 %). Parmi les patients
porteurs d’'un adénocarcinome, une mutation du gene codant pour le récepteur de I'EGF
(epidermal growth factor) lorsqu’elle avait pu étre recherchée, était présente dans 9 % des
échantillons prélevés. Les mutations des génes K-Ras et B-Raf étaient respectivement
retrouvées chez 9 et 4 % des patients et le réarrangement ALK chez 4 % d’entre eux. Le
diagnostic était établi grace a des biopsies bronchiques lors d’'une endoscopie bronchique

standard dans 40 % des cas, par une écho-endoscopie dans 32 % des cas, une ponction sous
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scanner pour 12 % des patients, une biopsie de métastases (osseuse, ganglionnaire,
envahissement pariétal) pour 14 % des cas, et, par thoracoscopie médicale pour 1 patient. La
localisation de la tumeur primitive concernait : les lobes supérieurs gauche (26 %) et droit
(22 %), les lobes inférieurs gauche (8 %) et droit (6 %), le lobe moyen (6 %), les hiles gauche
et droit (respectivement 8 et 6 %). Les localisations métastatiques se répartissaient de la
maniére suivante : osseuses (31 %), cérébrales (25 %), hépatiques (18 %), surrénaliennes (18
%), pulmonaires (10 %), pleurales (8 %) et ganglionnaires (6 %).

Enfin, les traitements recus par les patients, en premiére ligne, se composaient
majoritairement de traitement a base de doublet de chimiothérapie classique : carboplatine
et paclitaxel pour 28 % des patients, carboplatine et docétaxel pour 2 % des patients,
carboplatine et pemetrexed pour 32 % des patients. Plus rarement, pour les patients en bon
état général, des doublets a type de sel de platine : cisplatine et pemetrexed voire en
association avec le bevacizumab pour 6 % des patients et cisplatine navelbine pour 1 patient.
Les thérapeutiques ciblées, de type anti-EGFR gefitinib représentaient 4 % des prescriptions
(soit I'ensemble des patients atteint d’adénocarcinome avec mutation du gene de I'EGFR).
Une radiothérapie était réalisée chez 30 % des patients au décours de leur parcours de soin
(surtout au niveau encéphalique). Les caractéristiques des patients inclus dans I'étude sont

rapportées dans le tableau 5 et la figure 6.
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CARACTERISTIQUES PATIENTS INCLUS
N %
Sexe
Homme 41 82
Femme 9 18
Stade tumoral au diagnostic
111B 4 8
IV 46 92
Histologie
Adénocarcinome 25 50
Epidermoide 12 24
Autres 13 26
PS a l'inclusion
0 14 28
1 26 52
234 10 20
Traitements regus
doublet a base de platine 48 96
Monochimiothérapie 0 0
thérapeutiques ciblées 2 4
Tabagisme
Actif 25 50
Sevré 21 42
Non fumeur 4 8

Tableau 5 : Caractéristiques épidémiologiques et oncologiques des patients inclus
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Figure 6 : Description des caractéristiques des tumeurs des patients inclus. Répartition selon a : I'histologie, a’ :
les anomalies de biologie moléculaire retrouvées, b : les modalités diagnostiques, c : la localisation de la lésion
primitive, d : le traitement de premiere ligne recu par le patient

3.1.2. Description des résultats apres trois cures de chimiothérapie

Apres trois cures de chimiothérapie, I'état général des patients était, en moyenne,
conservé et stable par rapport a avant l'initiation du traitement, avec un PS moyen identique
de 1 et un IMC moyen stable a 23,5 kg/m? représentant une perte de poids moyenne
négligeable de 1,4 %.

La durée moyenne de suivi a été de 5,6 mois. Sur 50 patients inclus, 13 sont décédés
au décours du suivi dont 5 avant la troisieme cure, soit un taux de moralité brut de 26 %.
Selon les criteres RECIST, 13 patients (soit 34 %) ont vu leur maladie progresser apres trois

cures, dont 5 sont décédés entre la troisieme cure et la fin du suivi a un an. Le taux de
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réponse, composé uniquement de réponse partielle était de 34 %, et 19 % des patients

présentait une stabilité apres 3 cures (fig. 7).

stabilité
19%

Figure 7 : Réponse aux traitements évaluée apres 3 cures de chimiothérapie ou thérapie ciblée, selon les
critéres RECIST

3.1.3. lllustration des résultats obtenus par CellSearch

Nous avons représenté ici les résultats obtenus pour le patient n°4, respectant les
criteres de qualité listés précédemment: formes arrondies, noyau (DAPI) entouré de

cytoplasme (CK+), CD45 négatif (fig. 8).

"Test patient | Données du patient | Test CQ | Données CQ | Configuration | Archiver

"Tableau des échantill | sélection de cellules | Rapport
I Evénement | Cadre [ 1D de la trousse: CellSearch® CTC
ID cartouche: 014321
s 1D échantillon: D-E 004
B 30 g ID patient:
Etat de I'échantillon: Revue
4 60 Non affectés: 114
Terminé
s o
% o
i i Accéder & 'événement
Trier
o 13
e |l P 4 i Ajouter au rapport
Effacer le rapport
e |w
1 i
- - L 3 Historique

! ~ L2 ; — ‘ Commentaire
©\VINICON | Journal systéme | Fermer la session | Imprimer |9 Lampe |© Ejecter le DVD . :28  |9:0 Quitter
instrument : CT0811031 | Opérateur : labo I | La lampe chauffe : 5 minutes 127.07.2012 09:35

Figure 8 : Exemple d'images obtenues lors de la détection de CTC chez I'un de nos patients (n°4). Les
événements sélectionnés sont positifs pour DAPI et CK, et négatifs pour CD45
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Les résultats représentés ci-aprés concernent un autre patient (n°6) a un plus fort

grossissement, analysés avec les mémes critéres de qualité, précédemment décrits (fig. 9).

Figure 9 : Exemple d'images obtenues, a fort grossissement, lors de la détection de CTC chez un patient (n°6).
Les événements sélectionnés sont positifs pour DAPI et CK, et négatifs pour CD45

Il s’agit bien d’une technique facile et reproductible. Seuls trois échantillons sur 50
(soit 6 %) au premier prélevement, et 2 échantillons sur 40 (soit 5 %) au deuxiéme
préléevement (soit 5,8 % au total) n‘ont pu étre correctement analysés, en raison de

I’'absence de disponibilité des réactifs, au moment du préléevement sanguin.
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3.2. PREVALENCE ET VALEUR PRONOSTIQUE DES CELLULES TUMORALES CIRCULANTES
AVANT TRAITEMENT
3.2.1. CTC et caractéristiques cliniques des patients
Le nombre moyen de CTC détectées au diagnostic, était de 5,89/7,5ml de sang, avec
une grande variabilité, de 0a 75 (et 40 % des prélévements avec au moins 2 CTC/7,5ml).
Celui-ci est inversement corrélé a I'age, de maniére significative (r=-0,37, p=0,012, fig. 10A),

et est significativement plus élevé chez les hommes que chez les femmes (p=0,032, fig. 10B).

100
r=-0,37 80-
80 p=0,012 .
o - * p=0,032
@ 8)
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= S 40-
3 40 8
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< 20 g 20+ e
Z L]
0 T T T T 1 0 2240cccspoccccett "
0 20 40 60 80 100 Hommes Femmes

Nombre de CTC aC1
Figure 10 : A) Nombre de CTC, au diagnostic, en fonction de I'dge. B) Nombre de CTC initial chez les hommes et
chez les femmes

3.2.2. CTC et caractéristiques tumorales

La variation de CTC semble étre plus importante chez les patients porteurs de

carcinomes bronchiques a grandes cellules ou indifférenciés (p=0,14, fig. 11).

ANOVA: p=0,27
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Figure 11 : Variation du nombre de CTC selon I'histologie de la tumeur : épidermoide, adénocarcinome, autres.
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D’autre part, le nombre initial de CTC est moins important lors de localisations

pulmonaires isolées par rapport a d’autres localisations métastatiques (fig. 12).
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Figure 12 : Nombre de CTC au diagnostic selon les localisations métastatiques.
Adp : localisation ganglionnaire

Par ailleurs, avant tout traitement, comme au moment de la troisieme cure de

chimiothérapie, le nombre de CTC est plus important chez les patients présentant plusieurs

sites métastatiques par rapport a un site métastatique (p=0,004 et ANOVA p=0,014) a C1, et

3 C3 (p=0,004 et ANOVA p=0,004, fig. 13).
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Figure 13 : Nombre de CTC en fonction du nombre de localisation métastatique au diagnostic et aprés trois
cures de chimiothérapie ou de thérapeutiques ciblées
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3.3. VALEUR PRONOSTIQUE DES CELLULES TUMORALES CIRCULANTES APRES TROIS
CURES DE CHIMIOTHERAPIE OU THERAPEUTIQUE CIBLEE

3.3.1. Description des résultats

Apreés trois cures, le nombre moyen de CTC était 5,48/7,5 ml de sang [0; 128]. En
revanche, le taux de positivité (22 CTC/7,5ml) n’était plus que de 20,5 % aprés les 3
premieres cures de chimiothérapie. L'évolution du nombre de CTC apres 3 cures de
chimiothérapie ou de thérapeutique ciblée montre une diminution globale mais non
significative du nombre de CTC détectées, avec un taux de détection plus faible (fig. 14,

p=0,13).
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Figure 14 : Nombre de CTC avant traitement et aprés 3 cures : différence non significative (p=0,13)

Cependant, il existe une corrélation positive significative entre la variation du nombre
de CTC et la variation des dimensions tumorales selon les criteres de RECIST avant
traitement et apres trois cures (r=0,42, p=0.028, fig. 15A). Le nombre de CTC est également
corrélé positivement, au nombre de lésions tumorales et a la taille tumorale aprées trois

cures de chimiothérapie (r=0.39, p=0,039, fig. 15 B et r=0,36, p=0.038 fig. 15 C).
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Variation de la taille tumorale en fonction du nombre de CTC
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Figure 15 : Corrélation entre le nombre de CTC et A) la taille tumorale des cibles avant traitement, B) le nombre
de lésions tumorales cibles apres trois cures, C) la taille tumorale des cibles apres 3 cures

Par ailleurs, le nombre de CTC avant traitement est significativement plus important
si le patient décede entre le début de la prise en charge et la troisieme cure de
chimiothérapie, par rapport aux patients stables (p=0,045, fig. 16A). De plus, il existe une
tendance similaire si 'on compare les patients ayant une réponse partielle par rapport aux
patients qui vont décéder (p=0,09, fig. 16A). Ces résultats se confirment a la troisieme cure
de chimiothérapie (ANOVA : p=0,015), avec une différence significative entre les patients
progressant a 3 cures et les patients en réponse partielle (p=0,018) et ceux progressant par

rapport a ceux qui sont stables (p=0,028) (fig. 16B).
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Figure 16 : A) Nombre de CTC avant la premiére cure de chimiothérapie, et, B) a la troisieme cure, en fonction
de la réponse tumorale obtenue, selon les critéres RECIST.

3.3.2. Seuil de positivité a 2 CTC/7,5ml de sang

Le seuil de positivité ayant été fixé a une détection d’au moins deux CTC, on obtient
ici des résultats concordant avec la littérature avec 20 patients (soit 40 %) présentant au
moins 2 CTC/7,5 ml de sang au diagnostic. La détection des CTC semble meilleure chez les
patients atteints de carcinome épidermoide (58,3 %) puis d’adénocarcinome (47,8 %) puis de
CBNPC indifférenciés (33,3 %), sans différence significative. Les caractéristiques des patients
selon qu’il a été détecté, avant tout traitement, moins de 2 CTC/7,5ml| ou au moins 2

CTC/7,5ml de sang, sont représentés dans le tableau 6.
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PATIENTS AVEC P?\"II'::I)EII:I\"I;S dAe\leC
AU MOINS 2 CTC CTC /7,5ml de
/7,5ml de sang sang
N | % N | %
CARACTERISTIQUES CLINIQUES
SEXE
Homme/Femme ‘ 18/2 ‘ 90/10 | 20/7 | 74/26
STADE TUMORAL
1B 2 10 1 4
v 18 90 26 96
PS
0 4 20 8 29
1 9 45 14 52,5
234 7 35 5 18,5
HISTOLOGIE
Adénocarcinome 10 50 14 52
Epidermoide 6 30 5 18,5
Autres 4 20 8 29,5
TABAGISME
Actif 9 45 13 48,5
Sevré 9 45 12 44,5
Non fumeur 2 10 2 7
NOMBRE DE METASTASES
0 2 10 1 3,5
1 8 40 15 55,5
2 5 25 7 26
>2 5 25 4 15
CARACTERISTIQUES BIOLOGIQUES

Taux d’hémoglobine (g/dL) 13.22 13.17
Taux de p.onnucIea3|res 9630 7708
neutrophiles (/mm?)
Plaquettes (/mm°) 343000 357956
Calcémie (mmol/L) 96.7 91.26

Tableau 6 : Caractéristiques cliniques et biologiques des patients, avant tout traitement selon qu’ils présentent
> 2 ou < 2CTC/7,5ml de sang. PS : performans status.
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3.3.2.1. CTC et caractéristiques cliniques
Il existe une différence significative concernant |'état général des patients selon qu’ils
présentent moins de 2 CTC/7,5ml ou =2 CTC/7,5ml. Ainsi, les patients avec =2 CTC/7,5ml
présentent un performans status en moyenne significativement plus élevé au diagnostic: 1,2

versus 0,77, p=0,043 (fig. 17).
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Figure 17 : Performans status des patients présentant <2CTC/7,5ml versus >2CTC/7,5ml.

Par ailleurs, il semblerait qu’il existe un nombre de femmes significativement plus
important parmi les patients présentant moins de 2 CTC/7,5ml au diagnostic (7 femmes

versus 2 dans le groupe >2 CTC et 18 hommes versus 20, p=0,031, fig. 18).

* p=0,031
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Figure 18 : Différence significative du sexe des patients selon qu’ils présentent < 2CTC/7,5ml ou = 2CTC/7,5ml.

59



Variation de la taille tumorale

En revanche, il n’existe pas de différence significative entre les deux groupes
concernant I'age, I'index de masse corporelle, le tabagisme, la taille et le nombre de Iésions
au diagnostic. De plus, le taux de mortalité semble identique dans les deux groupes de

patients, respectivement 25,9 et 26 %.

3.3.2.2. CTC et caractéristiques tumorales

Dans le groupe de patient présentant, au diagnostic, moins de 2 CTC/7,5ml de sang,
la variation de taille des cibles tumorales est plus importante que dans le groupe avec au
moins 2 CTC/7,5ml (p=0,046, fig. 19A). Ceci nous laisse penser qu’il existe une moins bonne
réponse aux traitements. Par ailleurs, la variation du nombre de CTC entre le diagnostic et
I’évaluation aprés 3 cures est moins importante chez les patients avec au départ beaucoup

de CTC (p<0,0001, fig. 198).

™
* p=0.046 @]
150+ i @ 207 * p<0.0001
° —
(@] | .
p 10
100 8 .
do ST TTTPTTRETES oo B
— 0 g EEm
(@]
504 L 104 %
. 8
E L}
0 S -20-
_g n
'30' [ ]
-504 . .§
S 40 . .
100 . . S CTC<2 CTC>2
CTC<2 CTC>2

Figure 19 : A) Variation de la taille tumorale selon que les patients présentent < 2, ou, = 2CTC/7,5ml au
diagnostic. B) Variation du nombre de CTC selon que les patients présentent < 2, ou, 22 CTC/7,5ml au
diagnostic.
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3.3.2.3. CTCet survie

Il existe une tendance a une différence de survie entre les groupes selon que les

patients présentent moins de 2 CTC/7,5 ml ou au moins 2 CTC/7,5ml. (fig. 20). Ce résultat

n’est cependant pas significatif (p=0,53, x’=1,27), probablement en raison d’un effectif trop

faible.
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Figure 20 : Survie globale (noir), pour le sous-groupe avec moins de 2 CTC/7,5ml (bleu) et le sous-groupe avec

au moins 2 CTC/7,5ml (rouge)
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4. DISCUSSION

4.1. SYNTHESE DES RESULTATS

Il s’agit de I'étude des cinquante premiers patients inclus dans CIRCUBRONCH, une
étude prospective réalisée au sein du service de pneumologie du CHU de Nancy, ayant pour
objectif d’évaluer I'intérét de la détection des cellules tumorales circulantes, par la méthode
immunomagnétique développée par Veridex®, dans la prise en charge du cancer bronchique

non a petites cellules de stades IlIB et IV.

Les principaux résultats de cette étude sont les suivants :

- Cette technique est bien maitrisée avec un nombre et une proportion de cellules
identiques a ceux rapportés dans la littérature,

- Concernant les données cliniques, le nombre de CTC est inversement corrélé a I'dge et,
est plus élevé chez les hommes que chez les femmes,

- Concernant les données tumorales, les CTC semblent plus nombreuses chez les patients
atteints de cancers autres qu’épidermoides ou adénocarcinomes. Il existe également
moins de CTC lorsque la maladie est localisée aux poumons. De plus, le nombre de CTC
est plus important chez les patients avec plusieurs métastases par rapport a ceux
présentant une seule métastase ou un cancer localement avancé, au diagnostic comme
a la troisieme cure.

- Concernant I’évolution de la maladie, le nombre de CTC semble présenter un intérét
pronostique. Ainsi, le nombre de CTC, au diagnostic, est supérieur chez les patients qui
vont décéder (par rapport aux patients stables). Les résultats sont identiques aprés la
troisieme cure, avec un nombre de CTC plus élevé chez les patients qui progressent par

rapport a ceux qui sont stables ou en réponse partielle. D’autre part, il existe une

62



corrélation entre la variation de la taille de la tumeur et |la variation du nombre de CTC;
de méme a 3 cures, concernant le nombre de Iésions et le nombre de CTC, et, la taille
tumorale et le nombre de CTC.

Enfin, le seuil de 2 CTC/7,5ml semble intéressant pour séparer la population en deux
catégories : groupes a faible versus haut risque. En effet, les patients présentant au
moins 2 CTC/7,5ml ont un performans status significativement plus élevé au diagnostic,
et, sont plus souvent de sexe masculin. En outre, la variation de la taille tumorale est
significativement plus faible lorsqu’il y a au moins 2 CTC/7,5ml, ce qui laisse supposer
d’une moins bonne réponse aux traitements

Pour finir, il existe une tendance vers une différence de survie selon que les patients
présentent moins de 2 CTC/7,5ml ou au moins 2 CTC/7,5ml, sans que cette observation

atteigne la significativité, du fait d’un effectif probablement encore trop faible.

4.2. DISCUSSION METHODOLOGIQUE

4.2.1. Généralités : discussion de la technique de détection immunomagnétique

La détection de CTC par la technique CellSearch développée par Veridex® semble

spécifique, avec tres peu de faux positifs retrouvés dans la littérature. Cependant, il existe

des limites a cette méthode que nous allons décrire ici.

4.2.1.1. Principes généraux

Tout d’abord, il s’agit d’une technique semi-automatique ou il persiste une

subjectivité du technicien lors de linterprétation des événements sélectionnés par

I'appareil. Pour minimiser ces variabilités, le personnel utilisant cette technique doit étre
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formé et travailler en aveugle des données cliniques. Des témoins négatifs doivent

probablement étre inclus pour établir la contribution de marquages non spécifiques.

4.2.1.2. Marqueurs utilisés

De surcroit, le choix des antigenes utilisés présente des limites puisqu’aucun

marqueur ne possede une spécificité ou une sensibilité parfaite.
e EpCAM

EpCAM (epithelial cellular adhesion molecule) ou EGP40 (epithelial glycoprotein 40)
ou antigene 17-1a est une molécule d’adhésion intercellulaire homotypique spécifique aux
épithéliums, exprimée a la surface basolatérale des épithéliums columnaires simples,
pseudostratifiés ou transitionnels. Son expression serait liée a une augmentation de la
prolifération et 3 une diminution de I'adhérence classique par le systéme des cadhérines [*].
EpCAM qui est I'un des marqueurs les plus utilisés, varie en fonction des types histologiques
de cancer; il varie aussi trés probablement entre patients présentant un méme type
histologique de cancer et varie enfin potentiellement au cours de I'évolution de la maladie
tumorale chez un méme patient. Il est ainsi exprimé par environ 90 % des cancers du sein, 80
% des cancers du pancréas, du cOlon et des cancers prostatiques hormonorésistants, mais
n‘est exprimé par aucun type de sarcome ou de lymphome (sur une cohorte de 3900
échantillons de 134 tumeurs de différentes histologies) [*]. Concernant le cancer

bronchique, méme si son expression est d’intensité plut6t faible, EpCAM est présent dans 83

3 98 % des cancers broncho-pulmonaires selon le type histologique [**,*®] (Tableau 8).
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EpCam immunos@ining

Weak Moderate Intense Tonal positive cases
Tumor entity n (m) (m} (m}) (%)

Upper asrodigesuve and respiratory tract

Larmx, CC 47 1G9 i 4 T4
Lung, adenocarcinoma 48 13 15 13 Bo
Lung, large cell carcinoma 49 7 i 31 08
Lung, small cell carcinoma 48 2 13 ) B3
Lung, SCC 49 3 11 7 a4

Tableau 8 : Fréquence de I'expression d'EpCAM sur des tumeurs d'origine bronchique (194 échantillons), selon
Went et al. [45].

Cependant, la seule expression d’une molécule de surface de cellules épithéliales ne
suffit pas a affirmer le caractére malin d’une cellule circulante car des cellules non tumorales
peuvent exprimer ces molécules. De plus, l'utilisation de marqueurs épithéliaux pour
I'isolement des CTC peut s’avérer inadaptée puisque certains leucocytes activés expriment
ce marqueur et, que les cellules tumorales qui ont subi une transition épithélio-

mésenchymateuse perdent, en partie, I’expression de ces marqueurs [*°].

e Cytokératines

Les cytokératines sont présentes dans le cytoplasme de cellules épithéliales, alors
gue le CD45 est un marqueur dit pan-leucocytaire. Or, nous avons remarqué la présence
d’un co-marquage de certaines cellules par les cytokératines et le CD45. Une des explications
pourrait étre donnée par I'étude de Fehm et al. qui rapporte la présence de cytokératines a
la surface de certaines cellules hématopoiétiques (0 a 20 % des témoins), en particulier les
macrophages ou les précurseurs hématopoiétiques circulants [*°]. De méme, certaines
cellules en cours de transition épithélio-mésenchymateuse perdent I'expression de certains

marqueurs de surface comme les cytokératines [*,%9).
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4.2.1.3. Immunofluorescence

Enfin, la technique d’immunofluorescence présente en elle-méme des limites
notamment lorsque les cellules expriment fortement un antigene de surface. La
fluorescence est alors si intense qu’elle entraine une fluorescence dans les autres canaux,

compliquant I'analyse.

4.2.1.4. Autres techniques utilisables
e ISET ( : isolation by size of epithelial tumor)

Pour résoudre ces difficultés, d’autres techniques ont été envisagées. En effet, un
mécanisme important de linvasion métastatique semble étre la transition épithélio-
mésenchymateux ou les cellules n’expriment plus les marqueurs épithéliaux a leur surface ;
ceux-ci étant progressivement remplacés par les marqueurs mésenchymateux. L’ISET (:
isolation by size of epithelial tumor, Rare Cell Diagnostics®, Paris, France) utilise un premier
tri des cellules potentiellement tumorales par leur taille (habituellement supérieure a 12 um,
permettant ainsi d’éliminer les cellules hématopoiétiques), indépendamment des marqueurs
de surface. Krebs et al. ont montré sur 40 CBNPC chimio-naifs de stade IllA a IV, une plus
grande sensibilité de la technique ISET par rapport a la technique de référence CellSearch
soit 32/40 (80 %) prélevements positifs contre 9/40 (23 %) avec, en plus, la possibilité de
détecter des amas de cellules tumorales appelés « circulating tumor microemboli » (43 %
versus 0 % pour la technique Veridex®) présents en grand nombre dans les prélevements de
patients avec cancer broncho-pulmonaire de stades avancés 10/23 stade IV versus 5/17 dans
les stades Il [**]. Les résultats d’un essai multicentrique (dit CNHC) sont en attente (inclusion
cloturée en juillet 2011). Celui-ci permettra d’évaluer la prévalence de la quantité de cellules

non hématologiques circulantes par les techniques Veridex® par rapport a ISET, chez des
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patients ayant un cancer du poumon localement avancé (stade IlIB) ou métastatique (stade
IV), en cours de traitement par chimiothérapie ou radiothérapie, en comparant avec des

patients ayant une broncho-pneumopathie chronique obstructive (GOLD Ill ou IV).

e Analyse de ’ADN tumoral circulant

Cette technique récente est encore mal connue et a surtout été étudiée dans le
cancer du sein, notamment dans une étude parue en 2013 [*!], montrant une trés bonne
sensibilité de cette technique (97 %) contre 87 % pour les CTC dans cet échantillon de petite
taille (30 femmes avec un cancer du sein métastatique). De plus, ce marqueur serait mieux
corrélé a I'évolution tumorale. Cette étude est incontestablement intéressante mais ne
repose que sur un faible échantillon. D’autre part, cette technique est encore peu étudiée
dans le cancer bronchique et doit encore étre validée dans cette pathologie. Enfin, elle est

encore peu disponible en pratique.
4.2.2. Discussion du choix du seuil

Le choix du seuil est discutable. En effet, ce seuil est différent selon les études déja
réalisées (2 [23,38] oub5 [39]). Un seuil différent pourrait également étre employé en fonction
du réle que I'on souhaite attribuer a I’énumération des CTC :

- Seuil bas pour favoriser la sensibilité aux dépends de la spécificité, dans le cadre d’un
dépistage ou du suivi évolutif.
- Seuil plus élevé lorsque I'on évalue le pronostic ou la valeur prédictive de ces

mesures.
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4.2.3. Cas particulier du cancer bronchique

Le nombre de CTC détectées est beaucoup plus faible dans le cancer bronchique par
rapport aux autre tumeurs ou cette technique a déja été validée : cancers du sein, prostate...

(fig. 21).
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Figure 111 : Prévalence des CTC dans 7,5ml de sang chez 145 femmes donneuses saines, 199 femmes avec
pathologies non malignes, et chez des patients atteints de divers carcinomes dont 188 échantillons de 123
cancers de prostate, 1316 échantillons de 422 cancers du sein, 168 échantillons de 99 cancers bronchiques, 333
échantillons de 196 cancer colorectal, d’apres Allard et al. [23]

Par ailleurs, il semblerait qu’il existe beaucoup d’artéfacts spécifiques au cancer
broncho-pulmonaire. Les cellules ont une morphologie modifiée avec des signes de
souffrance cellulaire, de ce fait, sont difficiles a compter. Ces constatations pourraient étre
en rapport avec un grand nombre de cellules apoptotiques, surtout lors des prélevements
réalisés aprés les premiéres cures de chimiothérapie [*].

Un autre élément qui semble particulier au cancer broncho-pulmonaire est la
présence de CTM (circulating tumor microemboli) en grande quantité. Il s’agit d’amas de CTC
dans le sang périphérique. Certaines études décrivent que ces regroupements cellulaires
présentent un avantage pour la survie avec une plus grande tendance a métastaser, étude

. . , , . 2 .
animale murine dans le mélanome ou I’hépatocarcinome [, >3]. Les marqueurs classiques
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utilisés dans la technique CellSearch sont alors pris en défaut en raison de I’'hétérogénéité

d’expression des cytokératines, marqueurs de surface épithéliaux des CTC [*°].

En conclusion, malgré toutes ces remarques, la détection immunomagnétique reste
la meilleure option pour la détection des CTC. En effet, méme si d’autres techniques sont en
cours d’exploration, il existe pour I'instant un recul trop faible pour les utiliser en pratique
courante. Rappelons, de plus, que seule la technique CellSearch de Veridex® a obtenu une
autorisation d’utilisation par la Food and drug administration américaine, dans le suivi des
cancers mammaires métastatiques. Cette technique est, de plus, bien maitrisée par notre
service d’'immunologie, avec un taux de détection semblable a celui décrit jusque la dans la

littérature.

4.3. DISCUSSION DES RESULTATS

4.3.1. Nombre de CTC

Apreés revue de la littérature, les résultats obtenus lors de cette analyse intermédiaire
retrouvent des chiffres similaires a ceux évoqués dans des études préalables utilisant la
méme technique de détection immunomagnétique des CTC chez des patients atteints de
cancers bronchiques métastatiques : 40 % soit entre 20 % [] et 49 % [*'] de prélévements

avec au moins 2 CTC/7,5 ml de sang.

4.3.2. Principales avancées potentielles a I'utilisation des CTC dans la prise en charge
des cancers broncho-pulmonaires.

4.3.2.1. Unlien probable entre nombre de CTC et agressivité de la pathologie

Concernant les données cliniques des patients étudiés, nous avons retrouvé une

corrélation négative entre le nombre de CTC et I'dge, or, on sait que les cancers chez les
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patients jeunes sont souvent plus agressifs. De méme, il existe un nombre de CTC plus élevé
chez les hommes, or ce sont souvent les patients atteints également de tumeurs plus
agressives [°]. A propos des caractéristiques tumorales, on réalise le méme constat : les
cancers plus agressifs (indifférenciés, multimétastatiques ou non localisées aux poumons)
présentent, également, un plus grand nombre de CTC.

En outre, il existe une corrélation entre la variation de la taille tumorale et la
variation du nombre de CTC, entre le nombre de lésions et le nombre de CTC, et, entre la
taille tumorale et le nombre de CTC. En effet, tous ces facteurs sont des facteurs
pronostiques connus de longue date. Le nombre de CTC semble donc présenter une valeur
pronostique évidente, précocement disponible lors de la prise en charge des patients. Il
reste a explorer sur une cohorte de plus grande importance les données de survie globale et
survie sans progression afin d’obtenir une idée exacte de la valeur pronostique de ce

marqueur.

De plus, il existe un lien avec la réponse tumorale selon les critéres RECIST. Ceci
confirme donc la possibilité d’utiliser les CTC comme facteurs prédictifs de réponse aux

traitements et donc ainsi d’adapter la stratégie thérapeutique.

Enfin, le seuil de 2 CTC/7,5ml semble discriminant pour déterminer des groupes a
risque, puisque liés a certains parameétres déja connus comme étant de pronostic péjoratif :
caractéristiques cliniques (: PS plus élevé et prédominance masculine) et caractéristiques
tumorales (: variation de taille moins importante si le nombre de CTC est 22, donc moins

bonne réponse thérapeutique probable).
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4.3.2.2. Utilité de cette nouvelle technique dans I'arsenal du suivi des cancers

bronchiques

La détection de CTC pourrait donc servir de classification complémentaire a celles
déja utilisées : TNM (taille node metastase) ou RECIST (response evaluation criteria in solid
tumors) ; cela ayant pour objectif un traitement ciblé des patients, d’autant plus qu’il s’agit
un prélévement facile, non invasif, de faible co(t. A terme, on peut espérer une amélioration

de la prise en charge globale, ciblée, plus précoce.

4.3.3. Points a clarifier avant son utilisation en routine

Il existe vraisemblablement des dérives a éviter avec I'utilisation de ce test. En aucun
cas, il ne peut étre envisagé comme un test diagnostique pour le moment, I'histologie
restant le gold standard Y.

Il reste aussi a comprendre pourquoi il peut exister de si grandes variations d’un
patient a l'autre. Les différences de vascularisation des tumeurs, le site de la tumeur

primitive ou des métastases, I'agressivité de la tumeur (Ki67) sont des facteurs pouvant

expliquer les différences de nombre de CTC détectées, qu’il faudra également étudier.

Nous pouvons également envisager un deuxiéme dosage de CTC avant la troisieme
cure de chimiothérapie ou thérapeutique ciblée, permettant ainsi d’ajuster au plus vite la

prise en charge des malades avant d’attendre I’évaluation par imagerie.
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4.4. PERSPECTIVES

4.4.1. Poursuite des inclusions

Dans notre étude, 200 patients doivent étre inclus au total. Actuellement, I'étude se

poursuit, et 53 patients ont été inclus a la date d'impression de cette thése.

4.4.2. Etude ultérieure de biomarqueurs d’intérét

L'intérét est également croissant sur les informations que les CTC peuvent fournir sur
les caractéristiques biologiques de la tumeur. Ainsi, il est prévu de réaliser une étude
complémentaire concernant certains biomarqueurs d’intérét dans le cancer bronchique
comme ERCC1, EGFR, thymidilate synthétase, Ki67, sur les cellules tumorales circulantes.
Dans ce but, le systeme CellSearch permet également la purification et I'enrichissement en
CTC d’un échantillon sanguin, en vue d’analyses extérieures au systeme Veridex® (biologie

moléculaire, microscopie... grace au CellSearch Profile kit-RUO, réf. 7900004, Veridex®).

La caractérisation moléculaire des CTC pourrait donc permettre :

- De remplacer les biopsies, technique invasive, pour un suivi en temps réel de I’évolution
histologique de la tumeur,

- De détecter un profil de résistance en temps réel par la caractérisation moléculaire
(concordance 19/20 entre biopsie standard et dosage sur CTC et dépistage de résistance
acquise aux anti-EGFR par la mutation T790M) [32],

- D’améliorer la compréhension des mécanismes biologiques expliquant la pathogenéese
des métastases,

- De découvrir et identifier de nouvelles cibles thérapeutiques évitant la propagation de la

tumeur a distance.
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5. CONCLUSION

Chez des patients atteints de cancer pulmonaire de stades IIIB et IV, le nombre de
CTC est associé a différentes caractéristiques cliniques (age, sexe masculin), tumorales
(taille, nombre de lésions, localisations métastatiques), tous connus comme facteurs
pronostiques péjoratifs. Cette étude suggere donc que les CTC pourraient devenir un
biomarqueur pronostique. En effet, notre étude tend a démontrer que la détection d’un
grand nombre de CTC constituerait un facteur pronostique péjoratif, au moins en situation
métastatique. Ainsi, en cours de traitement des cancers bronchiques métastatiques, le suivi
numérique des CTC pourrait étre un marqueur biologique précoce de réponse tumorale qui
permettrait, par exemple, d’adapter déja aprés un cycle la chimiothérapie sans attendre
I’évaluation radiologique habituellement faite apres 3 ou 4 cycles de chimiothérapie.

Notre étude a permis d’envisager plusieurs perspectives d’utilisation des CTC dans le
cancer bronchique. D’un point de vue diagnostique, il s’agirait de distinguer des patients a
haut risque versus a faible risque. Plus simplement, il peut s’agir d’affirmer d’une rechute
métastatique lors du suivi, face a une potentielle localisation secondaire difficile a biopsier.

Les CTC pourraient ensuite permettre une caractérisation des cibles thérapeutiques
et/ ou des mutations dans les cellules tumorales, les CTC étant le reflet de la tumeur initiale,
notamment le suivi des mutations EGFR (résistance secondaire aux traitements spécifiques
anti-EGFR). Outre éviter une biopsie parfois invasive, les CTC auraient aussi I'avantage de
permettre un suivi répété de ces parameétres tumoraux au long de la maladie ; ce type de
suivi est important, compte tenu des changements moléculaires survenant entre une
tumeur primitive et ses métastases, ainsi qu’au cours de l'acquisition de résistances aux
traitements recus. Cela permettrait idéalement de réaliser, un traitement « a la carte » des

tumeurs, quel que soit le nombre de traitements antérieurement regus.
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Toutefois, des essais randomisés intégrant cet outil dans la stratégie de prise en

charge du cancer bronchique restent a mettre en place avant d’utiliser cet outil en routine.
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6. ANNEXE

6.1. Indice de performance de I'Organisation Médicale de la Santé (OMS) ou Performans

Status
INDICE SIGNIFICATION
0 Capable d’une activité identique a celle précédent la maladie sans aucune restriction
1 Activité physique diminuée mais ambulatoire et capable de mener un travail
2 Ambulatoire et capable de prendre soin de soi incapable de travailler. Alité moins de 50%
de son temps
3 Capable de seulement quelques soins personnels. Alité ou en chaise plus de 50% du
temps
4 Incapable de prendre soin de lui-méme, alité ou en chaise en permanence
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6.2. Classification TNM du cancer bronchique [>°]

T (Primary Tumor)

X Primary tumor cannot be assessed, or tumor proven by the
presence of malignant cells in sputum or bronchial
washings but not visualized by imaging or bronchoscopy

TO No evidence of primary tumor
Tis Carcinoma in situ
Tl Tumor =3 c¢m in greatest dimension, surrounded by lung or

visceral pleura, without bronchoscopic evidence of
invasion more proximal than the lobar bronchus (i.e., not
in the main bronchus)®

Tla Tumor =2 c¢m in greatest dimension

Tlb Tumor =2 ¢m but =3 cm in greatest dimension

T2 Tumor >3 cm but =7 cm or tumor with any of the following
features (T2 tumors with these features are classified T2a
if =5 cm)

Involves main bronchus, =2 cm distal to the carina
Invades visceral pleura

Associated with atelectasis or obstructive pneumonitis that
extends to the hilar region but does not involve the entire

lung
T2a Tumor =3 ¢cm but =5 cm in greatest dimension
T2b Tumor =5 cm but =7 cm in greatest dimension
3 Tumor =7 c¢cm or one that directly invades any of the

following: chest wall (including superior sulcus tumors),
diaphragm, phrenic nerve, mediastinal pleura, parietal
pericardium; or tumor in the main bronchus <2 cm
distal to the carina® but without invelvement of the
carina; or assoclated atelectasis or obstructive
pneumonitis of the entire lung or separate tumor
nodule(s) in the same lobe

T4 Tumor of any size that invades any of the following:
mediastinum, heart, great vessels, trachea, recurrent
laryngeal nerve, esophagus, vertebral body, carina;
separate tumor nodule(s) in a different ipsilateral lobe

N (Regional Lymph Nodes)

NX Regional lymph nodes cannot be assessed
NO No regional lymph node metastasis
NI Metastasis in ipsilateral peribronchial and/or ipsilateral hilar

lymph nodes and intrapulmonary nodes, including
involvement by direct extension

N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal and/or subcarinal lymph
node(s)
N3 Metastasis in contralateral mediastinal, contralateral hilar,

ipsilateral or contralateral scalene, or supraclavicular
lymph node(s)
M (Distant Metastasis)

MX Distant metastasis cannot be assessed

MO No distant metastasis

M1 Distant metastasis

Mla Separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe; tumor with
pleural nodules or malignant pleural (or pericardial)
effusion”

Mlb Distant metastasis

“ The uncommon superficial spreading tumor of any size with its invasive compo-
nent limited to the bronchial wall, which may extend proximally to the main bronchus,
is also classified as T1.

? Most pleural (and pericardial) effusions with lung cancer are due to tumor. In a
few patients, however, multiple cytopathologic examinations of pleural (pericardial)
fluid are negative for tumor, and the fluid is nonbloody and is not an exudate. Where
these elements and clinical judgment dictate that the effusion is not related to the tumor,
the effusion should be excluded as a staging element and the patient should be classified
as T1, T2, T3, or T4.

Sixth Edition Proposed

T™M Descriptor ™ NO N1 N2 N3
T1 (=2 cm) Tla 1A ITA IITA II1B
T1 (=2-3 e¢m) Tib IA ITA IITA II1B
T2 (=5 cm) T2a IB HEY IITA II1B
T2 (=5-7 cm) T2b 1A 1IB IITA II1B
T2 (=7 cm) 3 1B 1A 1ITA II1B
T3 invasion 1B I1TA 1ITA II1B
T4 (same lobe nodules) 1B 1IN 1A 1B
T4 (extension) T4 1A A 1B 1B
M1 (ipsilateral lung) 1A A 1B 1B
T4 (pleural effusion) Mla IV v v v
MI (contralateral lung) v IV v v
M1 (distant) Ml1b v v I IV
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6.3. Rythme des inclusions dans I’étude CIRCUBRONCH pour les cinquante premiers

patients

Rythme des inclusions
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6.4. Exemple de rendu de résultats pour patient n°40 apres 3 cures, avec Celltracks®

/chelltracks

@
analyzer IT IMPRIMER REVUE DU PATIENT
Date d'impression :11.07.2013 11:05
ID échantillon :M-J 040+3 ID cartouche :01105060 ID patient :
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RESUME

INTRODUCTION. Lors de la prise en charge des carcinomes broncho-pulmonaires métastatiques, un
margueur sanguin, aux valeurs pronostique et prédictive, pourrait guider le traitement. Or, grace a
des progrées techniques récents, les Cellules Tumorales Circulantes (CTC) font I'objet d’une recherche
importante en oncologie thoracique pour définir leur intérét diagnostique, pronostique et prédictif
dans la réponse aux traitements. Nous avons cherché a savoir si les CTC pouvaient représenter de
bons candidats concernant le suivi évolutif des cancers broncho-pulmonaires métastatiques.

PATIENTS ET METHODES. Dans cet essai prospectif, monocentrique au CHU de Nancy, nous avons
analysé la détection et le profil évolutif des CTC dans le sang périphérique de cinquante patients
atteints de carcinome bronchique métastatique, en premiere ligne de traitement, juste avant
I'initiation d’un traitement spécifique et apres trois cures. Les CTC ont été mesurées apres séparation
immunomagnétique, grace a I'utilisation de marqueurs de surface (EpCam et cytokératines positifs,
et CD45 négatif) par la technique CellSearch de Veridex®.

RESULTATS et DISCUSSION. Le nombre de CTC est inversement corrélé a I'age et est plus élevé chez
les hommes que chez les femmes. Celui-ci est également plus important lorsque la pathologie est
multimétastatique, surtout lors de localisations extra-thoraciques. De plus, le nombre de CTC, au
diagnostic, est supérieur chez les patients qui vont décéder ou progresser par rapport a ceux qui sont
stables ou en réponse partielle (selon les criteres RECIST). De méme, il existe une corrélation entre la
variation de la taille tumorale et la variation du nombre de CTC. Enfin, le seuil de 2 CTC/7,5ml semble
intéressant pour séparer la population en deux groupes a risques faible versus fort. En effet, les
patients présentant au moins 2 CTC/7,5ml ont un performans status significativement plus élevé au
diagnostic, et, sont plus souvent de sexe masculin. En outre, la variation de la taille tumorale est
significativement plus faible lorsqu’il y a au moins 2 CTC/7,5ml, ce qui laisse supposer d’une moins
bonne réponse aux traitements. Pour finir, il existe une tendance vers une différence de survie selon
que les patients présentent moins de 2 CTC/7,5ml ou au moins 2 CTC/7,5ml.

CONCLUSION. Chez des patients atteints de cancer pulmonaire de stades IlIB et IV, un nombre élevé
de CTC est associé a des caractéristiques cliniques (age jeune, sexe masculin), tumorales (taille,
nombre de lésions, localisations métastatiques). Ainsi, il semble présenter un intérét pronostique
dans le cancer bronchique, et pourrait devenir un élément supplémentaire dans le suivi des patients.
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Circulating tumor cells in advanced lung tumors, preliminary study (CIRCUBRONCH)
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