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I. INTRODUCTION 

1.1 Le cancer pulmonaire : épidémiologie, facteurs de risque, et 

histologie 

Le cancer du poumon représente en 2018 le 1er cancer en terme d’incidence avec 

2,1 millions de nouveaux cas, et la 1ère cause de mortalité par cancer, avec 1,8 

millions de décès. Dans les pays occidentaux, l’incidence du cancer 

bronchopulmonaire se stabilise, voire diminue, chez les hommes, mais continue 

d’augmenter chez les femmes, en suivant avec retard l’incidence du tabagisme dans 

la population (1). Le tabagisme, et notamment sa durée au cours de la vie, est en 

effet le facteur de risque principal de cancer pulmonaire, toutes histologies 

confondues, avec un risque relatif entre 20 et 50. Ce risque décroît progressivement 

à l’arrêt du tabagisme, mais un sur-risque persistera durant toute la vie des ex-

fumeurs. Les autres facteurs de risque sont le tabagisme passif avec un sur-risque 

de 20% à 30% pour les conjoints de fumeurs, la pollution de l’air intérieur, 

notamment en Asie avec la combustion de biomasse dans des locaux peu ventilés, 

l’exposition professionnelle, avec comme chef de file l’amiante, et la pollution 

atmosphérique, avec 11% des cancers pulmonaires attribuables à celle-ci en 

Europe. Les rayons ionisants, par exposition environnementale (Radon), 

professionnelle (mineur), ou médicale (radiothérapie avec une dose cumulée 

supérieure à 100 Gy), présentent un facteur de risque linéaire de cancer pulmonaire, 

sans seuil défini. Il existe également des facteurs de risque génétiques, comme le 

suggère l’existence de clusters familiaux de cancers pulmonaires. Certains variants 

du gène tumor protein 53 (TP53), le locus de susceptibilité 6q23-25p, et un locus au 

niveau du chromosome 15 semblent majorer le risque de cancer pulmonaire (2,3). 
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Le cancer pulmonaire se divise classiquement en 2 grands types histologiques : le 

cancer bronchique à petites cellules, et le cancer bronchique non à petites cellules 

(CBNPC). Le cancer bronchique à petites cellules, très agressif, se présente le plus 

souvent sous une forme disséminée d’emblée et représente environ 15% des 

cancers bronchiques. Le CBNPC, qui représente environ 85% des cancers 

pulmonaires, se divise en plusieurs sous types histologiques. Les plus fréquents sont 

l’adénocarcinome (environ 40% des cas), le carcinome épidermoïde (environ 25 à 

30%), et les carcinomes à grandes cellules (environ 3%) (4). Environ 70% des 

CBNPC sont diagnostiqués à un stade localement avancé ou métastatique, ce qui 

grève le pronostic. En effet, la survie à 5 ans est variable en fonction du stade initial 

de la maladie : de 55% pour les stades localisés, elle diminue à 27% pour les stades 

localement avancés, puis chute à 4% pour les stades métastatiques (5). La survie 

globale tous stades confondus à 5 ans est donc de l’ordre de 15% (3). 

 

1.2 La biologie moléculaire, un tournant dans la caractérisation et le 

traitement des CBNPC : l’exemple d’EGFR 

Outre la classification histologique des tumeurs pulmonaires, une nouvelle 

classification apparaît, notamment pour les CBNPC : la classification selon la 

biologie moléculaire des tumeurs. En effet, les CBNPC, comme toutes les tumeurs, 

résultent en partie d’une accumulation de mutations dans de nombreux gènes, dont 

des gènes suppresseurs de tumeurs et des proto-oncogènes. Certaines de ces 

mutations sont indispensables au développement et à la survie de la tumeur, et celle-

ci en devient dépendante. On parle alors d’addiction oncogénique (6). Il a été 

découvert plusieurs mutations entrainant une addiction oncogénique au niveau de 

gènes appelés « drivers oncogéniques » dans le CBNPC : V-Ki-ras2 Kirsten rat 
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sarcoma viral oncogene homolog (KRAS), Epidermal growth factor receptor (EGFR), 

Anaplastic lymphoma kinase (ALK), ROS proto-oncogen 1 receptor tyrosine kinase 

(ROS1), B-Raf proto-oncogene serine/threonine kinase (BRAF), human epidermal 

growth factor receptor 2 (HER2), MET proto-oncogene receptor tyrosine kinase 

(MET) pour les plus fréquents. Ces mutations ne sont cependant pas équivalentes, 

et présentent des caractéristiques différentes. Les mutations EGFR, par exemple, 

sont retrouvées chez environ 11% des adénocarcinomes dans une population 

occidentale, préférentiellement chez les femmes, les non-fumeurs, et les personnes 

d’origine asiatique. Les mutations les plus fréquentes de l’EGFR sont les délétions 

de l’exon 19 (45%) et la mutation L858R de l’exon 21 (40 à 45%). Les autres 

mutations (duplication/insertion de l’exon 20, la mutation G719X de l’exon 18, la 

mutation L861Q de l’exon 21, la mutation T790M de l’exon 20) sont rares, et 

certaines peuvent apparaître secondairement (7). Les mutations d’EGFR 

interviennent pour la plupart au niveau du site tyrosine kinase de la protéine. Elles 

entrainent une activation constitutive du site, sans nécessité de dimérisation du 

récepteur secondaire à un signal extra-cellulaire. Cette activation constitutive 

entraine une phosphorylation continue du récepteur, et l’activation de voies de 

signalisation d’aval en faveur d’une prolifération cellulaire, d’une résistance à 

l’apoptose et d’un phénotype métastatique. Des thérapies ciblées, des inhibiteurs de 

tyrosine kinase (ITK), ont été développées spécifiquement pour cibler ces mutations 

oncogéniques, avec de très bons résultats. Les ITK se fixent de façon compétitive au 

site de fixation de l’ATP et inhibent ainsi la transduction du signal intra-cellulaire. Ils 

diffèrent entre eux selon leur génération : la 1ère génération, comprenant l’Erlotinib et 

le Gefitinib, se fixe de façon réversible à la protéine EGFR seule, tandis la 2ème 

génération, représentée par l’Afatinib, se fixe de façon irréversible à toutes les 
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protéines de la famille Human Epidermal Growth Factor Receptor (HER). 

L’Osimertinib, représentant de la 3ème génération d’ITK, est un inhibiteur irréversible 

d’EGFR, et cible plus spécifiquement la mutation T790M. 

L’Erlotinib a montré une survie sans progression nettement plus longue (13,1 mois 

[IC95% : 10,58 – 16,53]) qu’une chimiothérapie à type de doublet à base de sels de 

platine (4,6 mois [IC95% : 4,21 – 5,42], P<0,0001) en 1ère ligne chez les patients 

asiatiques traités pour un CBNPC avancé avec mutation EGFR (8). Les résultats 

sont similaires dans une population européenne : la survie sans progression était de 

9,7 mois [IC95% 8,4 : – 12,3] dans le groupe Erlotinib, versus 5,2 mois [IC95% :4,5 – 

5,8] (P<0,0001) dans le groupe chimiothérapie (9). Le Gefitinib a également montré 

un bénéfice net en terme de survie sans progression (9,2 mois [IC95% : 8,0 – 13,9] 

vs 6,3 mois [IC95% : 5,8 – 7,8], P<0,0001) (10), de même que l’Afatinib (11,1 mois 

vs 6,9 mois, Hazard Ratio (HR) : 0,58 [IC95% : 0,43 – 0,78], P=0,001) (11). 

Cependant, il est apparu que toutes les mutations d’EGFR ne répondent pas de 

manière équivalente aux thérapies ciblées : la délétion de l’exon 19 semble plus 

sensible aux ITK, quels qu’ils soient, que la mutation L858R (12). De même, les 

mutations rares d’EGFR sont moins sensibles aux ITK (13). Toutes les mutations 

d’EGFR n’ont donc pas le même poids, ni la même implication thérapeutique. 

Contrairement aux mutations EGFR, aucune thérapie ciblée n’a montrée son 

efficacité contre les tumeurs mutées KRAS. 

 

1.3 KRAS : une mutation fréquente dans le CBNPC 

Le gène KRAS est situé sur le bras court du chromosome 12, et code pour la 

protéine du même nom. La protéine KRAS fait partie d’un groupe de petites 
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protéines liant le GTP : la superfamille RAS. Elle comporte 188 acides aminés, sa 

masse moléculaire est de 21,6kD, et elle se situe sur la face interne de la membrane 

plasmique. Elle se présente sous 2 formes : soit inactive par liaison à une guanosine 

diphosphate (GDP), soit active par liaison à une guanosine triphosphate (GTP). Elle 

possède une activité GTPase intrinsèque qui lui permet de passer de la forme active 

à la forme inactive, peu après la liaison du GTP. Une fois sous forme active, KRAS 

subit un changement conformationnel impliquant les domaines Switch 1 (acides 

aminés 30 à 38) et Switch 2 (acides aminés 59 à 67) et forme une boucle effectrice. 

Celle-ci va permettre par liaison directe l’activation de deux voies de signalisation 

principales : la voie des RAF/MAPKinases et la voie de PI3K/AKT, qui vont conduire 

notamment à des signaux de prolifération et de survie cellulaire. L’activité de KRAS 

est auto-régulée par son activité GTPase intrinsèque. En effet, la liaison de GTP à 

KRAS va activer des protéines activatrices de GTPase (GAP), qui vont majorer 

l’activité GTPase intrinsèque de KRAS. Cela permet la transformation rapide de GTP 

en GDP, l’inactivation de KRAS, et donc l’arrêt de signaux de transduction stimulant 

la prolifération et la survie cellulaire (14–16). 

Les mutations de KRAS sont retrouvées dans environ 30% des adénocarcinomes 

pulmonaires, et préférentiellement chez les patients fumeurs ou ex-fumeurs (17,18). 

La grande majorité des mutations se trouvent au niveau de l’exon 2 du codon 12. Les 

autres mutations se situent dans le codon 13 et rarement au sein du codon 61. La 

mutation la plus fréquente est la mutation G12C, qui représente 49% des mutations 

KRAS. Les mutations G12V, G12D, G12A et G12S représentent respectivement 

27%, 10%, 8% et 5% des tumeurs mutées KRAS (18). Ces polymorphismes 

nucléotidiques peuvent être regroupés en 2 catégories : les transitions, qui consistent 

en un remplacement d’une purine par une purine ou d’une pyrimidine par une 
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pyrimidine, et les transversions, qui consistent en un remplacement d’une purine par 

une pyrimidine et inversement. Pour les mutations des codons 12 et 13, les 

transitions sont G12D, G12S et G13D, tandis que les transversions sont G12C, 

G12V, G12R, G12A et G13C. Celles-ci sont en prévalence variable selon le statut 

tabagique du patient : les transitions sont plus fréquentes chez les non-fumeurs, 

tandis que les transversions sont plus fréquentes chez les fumeurs, notamment la 

transversion G>T (qui entraine les mutations G12V et G12C) (15). 

L’implication pronostique de la mutation KRAS est discutée. KRAS a pendant 

longtemps été considéré comme un facteur de mauvais pronostic, et cela a été 

confirmé en 2005 dans une méta-analyse de 43 études (HR : 1.40; p=0.01; HR: 1.5 

pour les adénocarcinomes; P=0.02) (19). Une autre méta-analyse de 2013 

regroupant 41 études confirme l’effet de mauvais pronostic de la mutation de KRAS, 

avec un HR à 1,45 [IC95% : 1.29–1.62], mais qui semble plus important pour les 

stades précoces (stades I à IIIa : HR=1,68 [IC95% : 1.11–2.55], versus stades IIIb-

IV : HR1,3 [IC95% : 0,99-1,71]) (20). Des études ultérieures sur les 

adénocarcinomes de stade chirurgical confirment l’impact pronostique de la mutation 

KRAS. Izar et al. montrent que la présence d’une mutation KRAS est un facteur de 

mauvais pronostic indépendant, avec une survie globale (HR=4,36, [IC95% : 2,09 – 

9,07], P<0,0001) et une survie sans récidive (HR=3,62, [IC95% : 2,11 – 6,22], 

P<0,0001) plus courte en cas de mutation KRAS dans les adénocarcinomes de 

stade I (21). Les analyses de sous-groupes réalisées suggèrent par contre que les 

mutations KRAS ne sont pas équivalentes et que les mutations G12C et G12V sont 

de meilleur pronostic que les autres mutations KRAS. Bien qu’ils confirment KRAS 

comme étant un facteur de mauvais pronostic dans une étude rétrospective de 841 

adénocarcinomes chirurgicaux, Renaud et al. mettent en évidence que la mutation 
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G12V est la plus délétère : les patients avec une tumeur mutée KRAS G12V ont la 

survie globale (26 mois vs 60 mois, P<0,0001) et la survie sans récidive (15 mois vs 

24 mois, P<0,0001) la plus courte, en comparaison au reste de la cohorte (22). A 

contrario, Shepherd et al., en 2013, ne mettent pas en évidence d’implication 

pronostique de la mutation KRAS dans le cadre de CBNPC de stade précoce traités 

par chirurgie (23). Concernant les stades métastatiques, dans une étude de 2014 

regroupant des adénocarcinomes de stade III et IV traités par chimiothérapie, la 

présence d’une mutation KRAS n’était pas défavorable, ni en terme de survie sans 

progression (SSP) ni de survie globale (SG) (24). Il semblait par contre qu’il existait 

une différence selon le type de mutation de KRAS : la mutation G12V était plus 

fréquente chez les non-fumeurs, avait un meilleur taux de réponse (66% vs 47%, 

p=0,077) et une SSP plus longue (233 vs 175 jours, p=0,145) que les autres 

mutations KRAS du codon 12, bien que les résultats ne soient pas significatifs. Cet 

impact de la spécificité de la substitution d’acides aminés avait déjà été soulevé par 

Ihle et al. en 2012 : ils avaient montré que les patients avec des tumeurs présentant 

une mutation KRAS G12C ou G12V avaient une survie sans progression sous 

chimiothérapie inférieure aux patients avec tumeurs présentant une autre mutation 

KRAS (1,84 mois vs 3,35 mois, P=0,046) (25). 

Presque toutes les mutations de KRAS interviennent sur 2 codons consécutifs, qui 

codent pour des acides aminés situés près du site de liaison de GTP. Ces mutations 

vont entraîner une diminution de l’activité GTPase intrinsèque de KRAS, et donc une 

activation constitutive des voies de signalisation d’aval. Cette activation constitutive a 

un effet direct, mais également un effet indirect par stimulation de l’angiogenèse, sur 

la prolifération cellulaire. En effet, dans une étude in vitro, Rak et al. montrent que les 

cellules mutées KRAS sur-expriment le vascular endothelial growth factor (VEGF), 
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mais les effets selon le type de substitution n’étaient pas décrits (26). D’autres 

études s’intéressent aux différences entre chaque substitution d’acides aminés, et 

notamment l’effet sur la liaison au GTP et l’activité de la GTPase. Cette dernière est 

très diminuée en présence d’une mutation G12V, avec une activité d’environ 10% 

par rapport au WT, et 25% en cas de mutation G12D. Quant à la liaison du GTP, elle 

est 8 fois plus faible en cas de mutation G12D que de mutation G12V ou de WT. La 

liaison forte de GTP au mutant G12V et la faible activité de la GTPase en présence 

de cette même mutation entrainerait un signal oncogénique plus fort et persistant 

(27). Il existe également une activation différentielle des voies de signalisation d’aval 

selon l’acide aminé substitué : la mutation G12D activerait les voies de signalisation 

PI3K et MEK, et les mutations G12C et G12V la voie de signalisation Ral (25). Ceci 

pourrait donc expliquer les différences constatées in vivo dans les études citées 

précédemment. Par ailleurs, la susceptibilité différente aux chimiothérapies en 

fonction de la substitution d’acide aminé est confirmée avec l’étude de Garassino et 

al. en 2011 : si les mutants G12D, G12C, G12V et WT ont la même croissance in 

vitro, ils n’ont pas la même réponse à la chimiothérapie (28). Les mutants G12V ont 

une sensibilité élevée au Cisplatine, alors que les mutants G12C y sont plutôt 

résistants. A l’inverse, la sensibilité au Taxol et au Pemetrexed est élevée pour les 

mutants G12C, alors qu’elle est franchement diminuée pour les mutants G12D 

concernant le Taxol, et légèrement diminuée pour les mutants G12V concernant le 

Pemetrexed. Le type de substitution d’acides aminés ne semble pas être le seul 

facteur influençant le comportement cellulaire : la localisation de la mutation, bien 

qu’à un codon d’écart, semble être déterminante (29). Les mutants du codon 12 ont 

un profil tumoral in vitro beaucoup plus agressif que les mutants du codon 13. Les 

mutants du codon 12 forment des grandes colonies in vitro, de grande densité, sans 



	
   28	
  

signes d’apoptose, contrairement aux mutants du codon 13 qui présentent une 

apoptose 24 à 48h après confluence. Il existe donc chez les mutants du codon 12 un 

phénotype de résistance à l’apoptose, de perte d’inhibition de contact et de 

croissance indépendante de l’ancrage, via la voie de signalisation AKT/protéine 

kinase B. 

Enfin, l’addiction oncogénique des tumeurs pulmonaires à KRAS n’est pas aussi 

évidente que pour d’autres mutations, comme EGFR ou ALK. Dans une étude in 

vitro, Singh et al. réalisent des knock-out de KRAS dans des lignées cellulaires 

dérivées de tumeurs humaines mutées KRAS (30). Certaines lignées cellulaires 

apparaissent alors indépendantes de KRAS pour leur viabilité : il s’agit de cellules 

peu différenciées, avec un phénotype plutôt mésenchymateux. 

 

1.4 L’immunothérapie : un tournant de la prise en charge des CBNPC 

avancés 

Le système immunitaire est en partie régulé par des récepteurs exprimés à la 

surface des cellules immunitaires, qui sont soit co-activateurs, soit co-inhibiteurs. 

Ces récepteurs, appelés points de contrôle, modulent l’activité des cellules 

immunitaires au quotidien et permettent de prévenir l’auto-immunité, tout en 

favorisant la réponse immunitaire en cas d’agression (infection ou tumeur par 

exemple). La cellule tumorale peut détourner ce système à son avantage, en sur-

exprimant à sa surface les ligands des récepteurs co-inhibiteurs : c’est ce qu’on 

appelle l’échappement immunitaire. 

La voie Programmed death 1 (PD1) / Programmed death-ligand 1 (PD-L1) est l’une 

de ces voies de rétrocontrôle du système immunitaire. Elle intervient tardivement, au 
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niveau de l’activation du lymphocyte T lors de sa phase effectrice au contact de la 

tumeur. Le récepteur PD1 est exprimé à la surface des lymphocytes T CD4+, CD8+ 

et régulateurs. Il a deux ligands : PD-L1 et PD-L2. Cette voie est souvent utilisée par 

les tumeurs : elles expriment PD-L1 à leur surface et ainsi bloquent la réponse 

immunitaire anti-tumorale. 

L’utilisation d’anticorps anti-récepteurs ou anti-ligands de ces voies de contrôle, 

notamment de la voie PD1/PD-L1, va permettre de lever le rétrocontrôle négatif 

instauré par la cellule tumorale et restaurer une immunité anti-tumorale. C’est un des 

principes de l’immunothérapie. Dans le CBNPC, plusieurs inhibiteurs de points de 

contrôle ont été développés et ont montré leur efficacité. 

Le Nivolumab est un anticorps anti-PD1, qui a montré son efficacité en 2ème ligne de 

traitement. Dans une étude regroupant des patients suivis pour un CBNPC non-

épidermoïde en progression après une ligne de chimiothérapie à base de sels de 

platine, le Nivolumab, en comparaison au Docetaxel, améliorait la survie globale 

(12,2 mois vs 9,4 mois, p=0,002), la survie à 1 an (51% [IC95% : 45-56] vs 39% 

[IC95% : 33-45%]), et le taux de réponse (19% vs 12%, p=0,02) (31). Un autre 

anticorps, cette fois-ci dirigé contre le ligand PD-L1, l’Atezolizumab, a également 

montré sa supériorité au Docetaxel en 2ème ligne de traitement des CBNPC, avec 

une survie globale plus longue de 4 mois (13,8 mois versus 9,6 mois, p=0,0003) 

(32). Le Pembrolizumab, un anticorps anti-PD1, a démontré sa supériorité par 

rapport à la chimiothérapie en 2ème ligne de traitement (33), mais également en 1ère 

ligne pour les patients dont l’expression tumorale de PD-L1 est d’au moins 50% (34). 

L’immunothérapie a donc changé profondément la prise en charge des patients 

atteints de CBNPC. Cependant, tous les patients ne bénéficient pas de ce traitement, 

et environ 20% seulement des patients auront une réponse prolongée sous 
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immunothérapie, quel que soit l’anticorps utilisé. Il existe donc des patients plus 

sensibles que d’autres, et il s’agit de déterminer qui sont ces patients. L’expression 

de PD-L1 par la tumeur a été suggérée comme marqueur pronostique entre les 

répondeurs et les non-répondeurs à l’immunothérapie. En effet, la plupart des essais 

cliniques montrent une différence de réponse entre les patients avec une tumeur 

exprimant fortement PD-L1, et ceux avec une tumeur négative pour le PD-L1. Dans 

l’essai OAK, les patients dont la tumeur exprimait PD-L1 à au moins 1% avait une 

survie globale sous Atezolizumab de 15,7 mois alors que ceux dont la tumeur était 

PD-L1 négative avait une survie globale 12,6 mois (32). Il semblerait que plus la 

tumeur exprime le PD-L1, plus elle est susceptible de répondre à l’immunothérapie, 

avec une relation plus ou moins linéaire, mais sans seuil défini (les seuils de 1%, 

10%, 50% ont été utilisés pour décrire les tumeurs PD-L1 positives). Cependant, ce 

marqueur est imparfait, pour plusieurs raisons. D’une part, certains patients dont la 

tumeur est décrite comme PD-L1 négative répondent de manière prolongée à 

l’immunothérapie, alors que d’autres avec une tumeur fortement PD-L1 positive sont 

résistants d’emblée. D’autre part, l’expression de PD-L1 est hétérogène au sein 

d’une tumeur, et varie au cours du temps, en fonction des traitements déjà subis par 

les patients. La localisation de PD-L1 au sein même de la tumeur (au niveau de la 

marge invasive, au centre de la tumeur, sur les cellules immunitaires) pourrait 

influencer la réponse à l’immunothérapie. De plus, PD-L1 peut être exprimé à la 

surface des cellules tumorales soit en réponse adaptative à la pression immunitaire, 

soit par induction par une mutation oncogénique. La réponse à l’immunothérapie 

serait alors différente (35). Un autre marqueur de réponse à l’immunothérapie serait 

la charge mutationnelle de la tumeur. Plus la charge mutationnelle tumorale est 

élevée, plus la tumeur répondrait à l’immunothérapie : Singal et al. ont montré que 
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les patients ayant une tumeur avec une charge mutationnelle supérieure à 20 

mutations par mégabase (Mb) ont une survie globale plus longue à partir du début de 

l’immunothérapie que ceux dont la tumeur a une charge mutationnelle basse (16,8 

mois vs 8,5 mois, p <0,001) (36). Cette moins bonne réponse à l’immunothérapie en 

cas de charge mutationnelle basse s’expliquerait par un manque de néo-antigènes 

immunogènes au sein de la tumeur, avec en conséquence un micro-environnement 

non inflammatoire et un profil de tumeur dite froide. La charge mutationnelle comme 

facteur pronostique soulève également des problèmes. D’une part, il n’y a pas 

actuellement de seuil pour définir une charge mutationnelle haute. D’autre part,  il 

n’est pour l’instant pas non plus défini si la charge mutationnelle doit prendre en 

compte toutes les mutations introniques et exoniques, uniquement les mutations 

exoniques, ou les mutations non-synonymes exoniques, et sur quels gènes cela doit 

être réalisé. Il semble que l’implication pronostique soit différente en fonction de ce 

qui est inclus dans la charge mutationnelle, comme le suggèrent Rizvi et al. : si le 

Pembrolizumab semble plus efficace sur les tumeurs présentant un taux élevé de 

mutations somatiques non-synonymes, cela semble moins évident quand on tient 

compte de toutes les mutations exoniques (37). Plusieurs études ont montré que la 

charge mutationnelle est influencée par le tabagisme (son effet mutagène augmente 

la charge mutationnelle), et par la présence de mutations avec addiction 

oncogénique (35,36). En effet, la charge mutationnelle est moins élevée dans les 

tumeurs mutées pour EGFR, ALK, ROS1 que dans les tumeurs wild-type (WT) pour 

ces gènes : les tumeurs EGFR présentaient 3,5 mutations/Mb, alors que les tumeurs 

WT en présentaient 7,8/Mb (p <0,001). A contrario, les tumeurs mutés pour KRAS et 

PIK3CA présentaient une charge mutationnelle plus élevée : 8,4/Mb dans les 

tumeurs KRAS vs 6,1/Mb dans les tumeurs WT (p <0,001). Les mutations avec 
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addiction oncogénique pourraient donc être un marqueur de réponse à 

l’immunothérapie. 

 

1.5 Immunothérapie et driver oncogénique 

Les analyses de sous-groupes réalisées au sein des essais cliniques sur 

l’immunothérapie suggèrent une réponse tumorale différente en fonction de la 

présence ou non d’un driver oncogénique. Ainsi, si le Nivolumab est plus efficace 

que le Docetaxel en 2ème ligne de traitement des CBNPC, Borghaei et al. constatent 

que la SSP n’est pas identique dans tous les sous-groupes. Le Nivolumab n’était pas 

favorable en terme de SSP dans les sous-groupes KRAS WT, EGFR muté et non-

fumeur (31). Cet effet de la présence d’un driver oncogénique sur la réponse à 

l’immunothérapie est encore discuté. Dans une cohorte italienne, il n’a pas été 

montré d’influence de la présence ou non d’une mutation KRAS, que ce soit en 

terme de SSP, de SG, ou de taux de réponse à l’immunothérapie comparé à la 

population KRAS WT. Cependant, le groupe KRAS muté était considéré comme une 

seule entité, et aucune analyse selon le type de substitution acide aminée n’a été 

réalisée (38). A contrario, dans la cohorte Immunotarget, les taux de réponses à 

l’immunothérapie différaient en fonction du driver oncogénique. Le taux de réponse 

médian était de 19%, allant de 26% pour le groupe KRAS muté, à 0% dans le groupe 

ALK muté, en passant par 17% pour le groupe ROS1 muté et 12% pour le groupe 

EGFR muté. Il existait également des différences en terme de SSP et de SG. Des 

analyses ont été conduites en fonction de la substitution d’acides aminés. Dans le 

groupe KRAS muté, il n’existait pas de différence en terme de SSP si l’on comparait 

les mutations G12C ou G12D aux autres mutations KRAS, ni si l’on comparait les 

transitions aux transversions (2,9 mois vs 4 mois, P=0.27) (39). Une autre étude 
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rétrospective multi-centrique corrobore les résultats de la cohorte Immunotarget : la 

SSP sous immunothérapie était plus élevée pour le groupe KRAS muté vs KRAS WT 

(4,57 mois vs 1,63 mois, p=0,004), de même que le taux de réponse (16,1% vs 

5,7%, P=0,019). Le taux de réponse était également plus élevé dans le groupe 

EGFR/ALK/ROS1 WT que dans le groupe EGFR/ALK/ROS1 muté, sans que cela ne 

soit significatif (10,5% vs 0%, p= 0,287) (40). Une récente méta-analyse, reprenant 

cinq essais cliniques, confirme cette différence de réponse à l’immunothérapie selon 

la présence ou non d’un driver oncogénique. La SG était prolongée dans le groupe 

immunothérapie (Nivolumab, Atezolizumab ou Pembrolizumab) par rapport au 

Docetaxel, mais cet effet n’était pas confirmé dans 2 sous-groupes : le groupe EGFR 

muté et le groupe KRAS WT (41). 

La réponse favorable à l’immunothérapie en cas de mutation KRAS peut être lié à 

plusieurs mécanismes. D’une part, la mutation KRAS est plus souvent retrouvée 

dans une population de fumeurs ou ex-fumeurs. Or cette population présente une 

charge mutationnelle plus élevée, facteur de bonne réponse à l’immunothérapie, 

qu’une population de non-fumeurs (36). D’autre part, le micro environnement tumoral 

est influencé par la présence d’une mutation oncogénique. Chez la souris, les 

tumeurs adénocarcinomateuses ont un micro environnement tumoral riche en 

leucocytes, mais qui diffère selon la présence de mutation EGFR ou KRAS (42). Les 

tumeurs KRAS sont infiltrées par de multiples types cellulaires immuns : des 

lymphocytes CD8+, des lymphocytes T régulateurs (Treg), des lymphocytes 

producteurs d’IL17A et des cellules myéloïdes. Par rapport aux tumeurs EGFR, les 

tumeurs KRAS ont un taux de lymphocytes B au moins deux fois plus élevé, ainsi 

qu’un taux de lymphocytes T CD4+ et de Treg plus élevé. La localisation des cellules 

immunitaires est également variable selon la mutation oncogénique présente : les 
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tumeurs EGFR ont une pauci-infiltration immune comparé aux tumeurs KRAS. 

Cependant, cette étude chez la souris ne s’intéressait qu’à la mutation G12D de 

KRAS. Chez l’homme, Falk et al. se sont intéressés au micro-environnement 

tumoral, et l’influence des substitutions d’acide aminé de KRAS (43). Le mutant 

G12D présentait une infiltration tumorale plus importante de cellules CD66b+. Le 

mutant G12V avait un taux tumoral de PD-L1 plus élevé que celui des autres 

mutants KRAS, lui-même plus élevé que celui des tumeurs WT. Cette différence 

d’expression de PD-L1 en fonction de la présence d’une mutation KRAS avait déjà 

été montré par Chen et al. : la mutation KRAS majore l’expression de PD-L1 via la 

voie de signalisation ERK, et non pas par la voie Akt (44). 

La présence d’une mutation KRAS semble donc favoriser la réponse à 

l’immunothérapie. Cet effet pourrait être variable selon le type de mutation KRAS. 
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II. OBJECTIF 

L’objectif de ce travail de thèse est d’évaluer la réponse à l’immunothérapie en 

fonction de la présence ou non d’une mutation KRAS, et plus particulièrement en 

fonction du type de substitution d’acide aminé chez des patients suivis pour un 

adénocarcinome pulmonaire métastatique ou localement avancé, en progression 

après au moins une ligne de chimiothérapie. 

L’objectif secondaire est d’évaluer la réponse à l’immunothérapie en fonction de la 

substitution d’acide aminé de KRAS chez ces mêmes patients. 
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3.1 ABSTRACT 

Background : Identifying patients with recurrent lung adenocarcinomas who will 

respond to immunotherapy is a challenge. We aimed to evaluate if different Kirsten 

rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) mutations amino-acid substitutions are 

predictive of the response to immunotherapy. 

Methods : Data from patients with recurrent stage III or stage IV molecularly tested 

lung adenocarcinomas, who underwent immunotherapy between 2015 and 2018, 

were restrospectively reviewed. Primary endpoints were overall survival (OS), time to 

progression (TP) and response according to RECIST criteria. 

Results : Two hundred forty eight (36.8%) patients harboured KRAS mutation, while 

426 (63.2%) were KRAS wild type (WT). Median OS and TTP were significantly 

better in KRAS patients (OS: 21 months; TTP: 15 months) compared to WT patients 

(OS: 13 months, P=0.009; TTP: 3 months, P=0.01). Patients with KRAS G12V and 

G12C showed better OS and TTP (G12V: OS: 28 months, TTP: 17 months; G12C: 

OS: 23 months, TTP: 11 months) than WT patients (OS: 13 months, P<0.0001; TTP: 

3 months, P<0.0001). Response to immunotherapy was significantly higher in KRAS 

patients (27.9% vs 20.9%, P=0.05), particularly in G12C and G12V patients. 

Conclusion: KRAS amino-acid substitutions may predict different responses to 

immunotherapy in recurrent lung adenocarcinomas. 

 

Key words : metastatic NSCLC, KRAS, immunotherapy, molecular markers, amino-

acid substitutions  
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3.2 BACKGROUND 

Management of advanced non-small cell lung cancer (NSCLC) has dramatically 

changed in the last fifteen years, with the advent of molecular biology, targeted 

therapy and immunotherapy. 

The programmed cell death-1 (PD-1) – programmed cell death ligand 1 (PD-L1) 

pathway is used by tumour cells to evade anti tumour response by down-regulating 

T-cell activation. The anti PD-1 monoclonal antibodies Nivolumab and 

Pembrolizumab, and the anti PD-L1 monoclonal antibody Atezolizumab are immune 

checkpoint inhibitors (ICI) targeting this PD-1/PD-L1 pathway, restoring T-cell 

activation and an immune response against tumour cells. In advanced NSCLC, 

several published trials have shown the superiority of ICI over chemotherapy in 

second-line treatment (1–3). ICI have become the new standard of care in second-

line of treatment of NSCLC with no oncogenic addiction in patients with a Performans 

Status (PS) ≤ 1. Pembrolizumab is also now the standard of care of first-line 

treatment of advanced NSCLC with a PD-L1 tumour proportion score ≥ 50% and 

without mutations of epidermal growth factor receptor (EGFR) or anaplastic 

lymphoma kinase (ALK) in patients with a PS ≤ 1 (4). 

However, the place of ICI in oncogene addicted NSCLC is not well defined. Mazières 

et al. showed in a retrospective study that in patients with NSCLC treated by ICI 

monotherapy, the response rate and the progression-free survival (PFS) were 

different according to the oncogenic driver alteration (5). In particular, V-Ki-Ras2 

Kirsten Rat Sarcoma 2 Viral Oncogene Homolog (KRAS) mutation showed the best 

response rate and the second best PFS. 
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KRAS mutations are present in 30% of lung adenocarcinomas and 5% of lung 

squamous cell carcinomas (6,7). Its presence in tumours has long been considered 

as a poor prognostic factor (8,9). Indeed, even though it is an oncogenic driver, no 

targeted therapy against KRAS has, so far, showed a clinical advantage. 

However, several in vivo and in vitro studies have shown a potential link between 

KRAS mutations, tumoral immune micro-environment, and response to 

immunotherapy. Though results are contradictory, several clinical studies showed 

that KRAS mutated tumours are better responders to immunotherapy with improved 

overall survival (10), longer PFS and better response rate (5). It is now known that 

KRAS mutations regroup a large variety of molecular entities with distinct amino-acid 

substitutions (AAS) that have different molecular and clinical behaviours. Mazières et 

al. attempted to evaluate the response to immunotherapy according to the AAS 

concluding to no difference between the various AAS (5). 

Consequently, we aimed to assess the response to immunotherapy according to the 

presence of KRAS mutations, focusing to the specific AAS, in a large cohort of 

advanced lung adenocarcinomas. 
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3.3 Material and Methods 

This study was approved by the Ethical Committee of the French Society of Thoracic 

and Cardiovascular Surgeons. 

3.3.a Study design and patients’ selection 

This retrospective cohort was conducted on patients treated between 01/01/2015 and 

31/12/2018, for stage III or stage IV NSCLC adenocarcinomas, in four French 

departments of chest oncology: Nancy University Hospital, Clinic of Gentilly – Nancy, 

Robert Schuman Hospital – Metz, and Strasbourg University Hospital. 

Before initiation of systemic therapy, all patients underwent complete tumor staging 

including: fiber-optic bronchoscopy, chest and abdomen computed tomography (CT) 

scan, 18FDG-positron emission tomography (18PET)-scan, and brain CT-scan or 

magnetic resonance imaging (MRI). Majority of patients were finally staged according 

to the 8th edition of lung TNM classification. Within the period of inclusion, the TNM 

classification evolved from 7th to 8th edition of lung TNM classification. However, this 

did not change the main staging classification. 

Pathological evidences of NSCLC adenocarcinoma were obtained in each 

departments of pathology by senior pathologists used to lung cancer. Tissue analysis 

was performed from primary lesion biopsies or from metastases obtained by 

endobronchial biopsies, endobronchial ultrasound (EBUS) fine needle aspiration, CT-

guided biopsies, or surgical specimen. 

Molecular analysis aiming at KRAS exon 2 (codon 12, 13 and 61) and EGFR (exons 

18 to 21) were performed as previously described (11,12). Patients for whom 

mutational status for EGFR and KRAS was unknown were excluded from the study. 
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Wild type (WT) patients were defined as those harbouring no EGFR and KRAS 

mutations. The PD-L1 analysis was performed on the tumour tissue by 

immunohistochemistry. Each department of pathology used the anti-PD-L1 antibody 

they were used to. The result of the PD-L1 analysis was not required to the study. 

All treatment decisions were made by a multidisciplinary board in presence of a 

certified thoracic oncologist. Eligible patients had to show tumour progression after at 

least one line of chemotherapy. They had to be treated by anti-PD-1 antibodies 

(Nivolumab 3mg/kg and then 240mg every 2 weeks, or Pembrolizumab 200mg every 

3 weeks) or anti-PD-L1 antibodies (Atezolizumab 1200mg every 3 weeks), according 

to the choice of the local chest oncologist and expression of PD-L1. The patients 

received at least one injection of the ICI chosen. Patients with brain metastasis, 

treated or untreated by radiation therapy, were not excluded from this study. 

3.3.b Data collection 

Demographic data, World Health Organization (WHO) Performance status, smoking 

status, tumour stage according to the 8Th TNM edition, histology, mutational status, 

oncological treatments, tolerance of ICI and survival were all collected from the 

computerised medical record of each centre. The Charlson comorbidity index (CCI) 

was calculated for each patient. We grouped patients into the following established 

categories according to their total score: 0 (no comorbidity); 1–2 (average); 3–4 

(moderate); and ≥5 (severe) (13). Smoking status was characterised as never a 

smoker, <100 cigarettes in their lifetime, a former smoker, quit >1 year before 

diagnosis and a current smoker with an ongoing smoking habit or who quit <1 year 

before diagnosis. 
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3.3.c Response assessment 

Treatment efficacy was evaluated by CT-scan according the RECIST 1.1 criteria or 

by PET-scan according the PERCIST criteria. Every tumour progression was 

confirmed by a multidisciplinary meeting. Patients with stable or decreased tumour 

were pooled in the “response group”, whereas patient with tumour worsening were 

grouped in “non-response group”. 

3.3.d Endpoints 

The primary endpoints were overall survival (OS), time to progression (TTP) and 

response to immunotherapy. OS was defined as the time-period elapsed between 

the first day of immunotherapy treatment and to the date of death of any cause. 

Patients still alive or lost at the time of the last follow-up were censored. Time to 

progression was defined as the time between first day of immunotheray treatment to 

the date of disease progression or death. Adverse events related to ICI were 

reported and classified according to the National Cancer Institute Common Toxicity 

Criteria Adverse Event (4.0) grade. 

3.3.e Statistical analysis 

Variables were described using position and dispersion statistics as the mean and 

standard deviation values and as percentages for qualitative variables. Comparisons 

among groups were performed using chi-square tests or Fisher’s non-parametric test 

for proportions, depending on theoretical effectiveness. To check for a Gaussian 

distribution, the Shapiro test for normality was used. ANOVA tests or non-parametric 

Kruskall-Wallis tests were used to compare numerical data. The association of each 

factor with the survival of patients was modelled by first using Kaplan-Meier graphs 
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and then associated univariate Cox proportional hazard models. P values were 

estimated by likelihood type III tests in models. Coefficients were also used to 

estimate hazard ratios within 95% confidence intervals. 

Those variables for which univariate P values were less than 0.20 were then 

analysed using a multivariate Cox regression. A backward stepwise variable 

selection was performed to avoid redundant information. A multivariate analysis with 

stepwise logistic regression to predict response to immunotherapy was performed 

for P-values <0.2 in the univariate analysis.  

 The results are presented as hazard ratios fitted from the multivariate final model. 

All statistical tests were two-tailed and P values of <0.05 were considered significant. 

All analyses were performed using IBM SPSS v25 (Chicago, Illinois, USA). 
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3.4 RESULTS 

3.4.a Clinical and molecular characteristics 

Out of the 674 included patients, 426 (63.2%) were WT patients, and 248 (36.8%) 

harboured a KRAS mutation. The median age at time of lung cancer diagnosis was 

64.04 years old (IQR: 11.56). The population was mainly composed by male (65.9%) 

and former or active smokers (91.9%). Molecular analysis revealed KRAS mutations 

in 36.8% of the cohort, mainly located in exon 2 codon 12 (96.8%). Transversions 

were most frequently observed (85.5%), with high proportions of G12C (45.2%) and 

G12V (24.2%) AAS. 

The whole cohort underwent chemotherapy before immunotherapy treatment, with a 

median number of chemotherapy lines of 1 (IQR: 1). Median number of 

immunotherapy injection for the whole cohort was 6 (IQR: 11.25). Median number of 

lines of post-immunotherapy chemotherapy was 1 (IQR: 1). The tolerance of 

immunotherapy was similar in both groups, and no adverse event was reported in 

more than 70% of the cohort. 

Data are disclosed in table 1. 

3.4.b Overall survival 

The median OS for the whole cohort was 15 months (95% CI: 13.28 – 16.73) with 

corresponding 1-y, 2-y and 3-y OS of 58%, 36% and 17%, respectively. 

In univariate analysis, median OS was significantly better in patients harbouring 

KRAS mutations compared to KRAS WT patients (21 months (95% CI: 16.52 – 

25.48) vs 13 months (95% CI: 11.2 – 14.8), P=0.009) (Fig 1). Meanwhile KRAS 
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codon 12 mutations (21 months (95% CI: 16.42 – 25.58)) and transversions (23 

months (95% CI: 17.09 – 28.91)) were associated with better OS than WT KRAS (13 

months (95% CI: 11.2 – 14.8)), KRAS codon 13 mutations and transitions were 

associated with worse OS (1 month and 5 months (3.54 – 6.46), P<0.0001 and 

P=0.02, respectively). The median OS was significantly impacted by KRAS AAS: 

median OS was 13 months (95% CI: 11.2 – 14.8) for WT KRAS, reached 23 months 

for G12C (95% CI: 19.71 – 26.29) and 28 months for G12V (95% CI: 19.75 – 36.25), 

whereas it decreased to 5 months (95% CI: 3.61 – 6.38) for G12D, 1 month for both 

G12F and G13C, and 3 months for G13D (95% CI: 11.2 – 14.8) (P<0.0001). 

In multivariate analysis, the type of KRAS AAS was still a significant prognostic factor 

of survival (P<0.0001). 

Data are disclosed in table 2. 

3.4.c Time to progression 

The median TTP for the whole cohort was 12 months (95% CI: 10.12 – 13.88) with 

corresponding 1-y, 2-y, and 3-y progression free survival of 48%, 33% and 9%, 

respectively. 

When analysed according to mutational status, median TTP was significantly better 

in case of KRAS mutations (15 months (95% CI: 11.89 – 18.11) vs 3 months (95% 

CI: 1.72 – 4.28), P=0.01)) (Figure 2). 

In univariate analysis, KRAS codon 12 mutations (4 months (95% CI: 2.73 – 5.26)) 

and transversions (5 months (95% CI: 1.3 – 8.7)) were associated with better TTP 

than WT KRAS (3 months (95% CI: 1.72 – 4.28), P<0.0001 and P=0.009, 

respectively) ; whereas KRAS codon 13 mutations and transitions were associated 
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with worse TTP (0 month, and 2 months (95% CI: 1.69 – 2.3), P<0.0001 and 

P=0.009, respectively). 

The median TTP was significantly impacted by KRAS AAS: G12V (17 months (95% 

CI: 14.75 – 24.12)) and G12C (11 months (95%: 6.86 – 15.14)) mutations showed 

better median TTP than WT KRAS (3 months (95% CI: 1.72 – 4.28), P<0.0001). The 

other less frequent KRAS mutations all showed a worse median TTP of 2 months or 

less. 

In multivariate analysis, the type of KRAS AAS was still a significant prognosis factor 

of survival (P<0.0001). 

Data are disclosed in table 3. 

3.4.d Response to immunotherapy 

Response to immunotherapy was assessable for 619 patients (91.7%). At the end of 

the follow-up 145 patients (21.5%) experienced a response to immunotherapy. 

In univariate analysis, the probability of responding to immunotherapy was 

significantly higher in case of KRAS mutations compared to WT patients (27.9% vs 

20.9%, P=0.05; OR: 2.62 (95% CI: 1.76 – 4.62), P=0.03). In subgroup analysis, 

KRAS codon 12 mutations and transversions were better responder to 

immunotherapy (OR: 2.37 (95% CI: 1.20-4.68), P=0.017, and OR: 2.23 (95% CI: 

1.68-4.63), P=0.02, respectively). KRAS codon 13 mutations and transitions showed 

no difference compared to KRAS WT. The response to immunotherapy was 

significantly impacted by KRAS AAS. Indeed, compared to WT patients, G12V (OR: 

5.75 (95% CI: 2.29 – 8.30), P=0.02) and G12C (OR: 4.33 (95% CI: 2.23 – 8.80), 

P=0.01) experienced a better response, whereas G12A had a worse response (OR: 
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0.69 (95% CI: 0.55 – 0.79), P=0.04). These results were confirmed in the multivariate 

analysis (P<0.0001). 

Data are disclosed in table 4 
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3.5 DISCUSSION 

This study adds more data to the literature underlining the value of KRAS mutations 

studies, in particular ensuing AAS, to predict response to immunotherapy in 

advanced NSCLC. Very recently, Mazières et al. showed in a retrospective multi-

centre study based on 551 patients with stage IV NSCLC and known oncogenic 

driver mutations, that objective response rate (ORR) was higher in the 271 patients 

harbouring KRAS mutations (26%) (5). Furthermore, they concluded that PFS was 

the best in the subgroup of KRAS-mutated patients and was positively associated to 

PDL-1 expression in this subgroup of patients. Our results are in line with this 

publication. Indeed, meanwhile ORR reached 28% in the KRAS-mutated subgroup of 

patients, both PFS and OS were better in case of KRAS mutations. To the best of our 

knowledge, our study is so far the largest published clinical study on the impact of 

KRAS mutations on response to immunotherapy. Several hypotheses have so far 

been advanced to explain the better outcomes of immunotherapy in patients with 

KRAS mutations. The principle mechanisms mentioned include direct upregulation of 

PD-L1, tumour mutational burden (TMB) and tumour infiltrating lymphocytes (TILs) 

that are related to KRAS mutations. 

On both lung cancer cell lines and human tissues, Chen et al. have shown that PD-

L1 was upregulated by KRAS through p-ERK downstream signalling (14). More, TMB 

leads to a higher neo-antigen load on the tumour, and therefore a higher chance of 

stimulating an immune reaction to the antigens expressed on the tumor cell surface 

and recognizable by a cytotoxic T-cell (15). Recently, TMB was confirmed in a 

randomised clinical trial to be a powerful predictive biomarker, independent of PD-L1 

expression, in NSCLC patients treated with the single agent PD-1 inhibitor 

nivolumab, and also in studies combining the PD-1 and CTLA-4 inhibitors, nivolumab 
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and ipilimumab (16,17). Naqash et al., in a large dataset of 1317 stage IV NSCLC, 

highlighted that co-occurrence of KRAS/TP53 mutations (occurring in nearly 50% of 

KRAS mutants) was associated to a significant higher expression of PD-L1 (with 52% 

having a PDL-1 expression > 50%), and higher median TMB (14.5 vs 9, P<0.001), 

compared to KRAS+/TP53- (18). Even in the KRAS/TP53 mutated PD-L1 negative 

group, the frequency of TMB was significantly higher compared to KRAS+/TP53- 

group (86.5% vs 41.5%, P<0.001). Other subgroups of KRAS mutations are defined 

according to other co-mutations (i.e. STK11/LKB1 and CDKN2A/B). These co-

mutations are known to be predictive to anti PD-1/PD-L1 targeted therapies since 

they modulate their immune micro-environment (19–21). Further studies are 

necessary to evaluate their impact on TMB. 

On the other hand, TILs are important prognostic biomarkers in NSCLC. Indeed, 

Brambilla et al. showed that intense lymphocytic infiltration of the tumour predicted 

longer survival in patients with NSCLC (22). These data were recently confirmed by 

Mignon et al. on 152 NSCLC tumour samples (23). The authors observed that 

median OS was significantly longer in patients with high stromal TIL infiltration 

compared to patients with low stromal TILs infiltration, which was most frequent in 

KRAS mutated tumours. Among TILs, it has been clarified that CD3+ and CD8+ TILs 

are associated with better outcomes in NSCLC (24). In melanoma patients, it has 

been shown that the CD8+ T cell density at the invasive tumour edge was correlated 

with the response to anti-PD-1 (25). Previous studies on lung cancers have shown 

key differences in infiltrating immune cells according to oncogenic driver mutation 

(26,27). In particular, they showed that KRAS-mutant tumours displayed a significant 

expansion of multiple immune cell types, including CD8+ cells, in contrast with EGFR 



	
   50	
  

mutants who failed to induce a CD8+ immune response, providing more arguments 

on the better efficacy of immunotherapy in KRAS-mutant tumours.  

However, this does not explain the different responses between the various AAS. 

Since the observation in 2011 by Garassino et al. that KRAS G12C was associated 

with a reduced response to cisplatin and increased sensitivity to taxol and 

pemetrexed in NSCLC cell lines, whereas the G12V mutation was more resistant to 

pemetrexed, several authors have focused on the heterogeneity of KRAS mutations 

(28). Following this observation, Ihle et al. observed that distinct AAS might activate 

different signaling pathways (29). Indeed, both KRAS G12C and G12V mutations 

exhibited activated Ral signaling and decreased growth factor-dependent Akt 

activation, while the G12D mutation exhibited activated PI3K and MEK signaling. 

More recently, Singh et al. reported the existence of two distinct groups of KRAS-

mutated cell lines: one dependent on the KRAS mutations, and one that was not 

(30). The heterogeneity around KRAS mutations has further increased recently. 

Indeed, previous authors have also shown that 3 major subgroups of KRAS-mutant 

NSCLC adenocarcinomas are defined by the coexistence of other genetic alterations: 

STK11/LKB1, TP53 and CDKN2A/B (19). This molecular heterogeneity was reflected 

by different clinical behaviors (11) or response to chemotherapy (31) and 

radiotherapy (32) according to the AAS. In the field of response to immunotherapy, a 

study performed on 108 NSCLC harboring KRAS mutations explored the 

heterogeneity linked to AAS, focusing on G12C, G12D and G12V mutations (27). 

The authors concluded that PD-L1 expression was significantly different according to 

the type of AAS (8% for G12C, 5.3% for G12D and 12.9% for G12V). Although we 

were not able to evaluate the level of PD-L1 expression in our cohort, these results at 

least partially support the best ORR observed in our cohort for G12C and G12V 
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mutations. According to published evidences, it does not seem unrealistic to 

speculate that the different downstream signaling, according to KRAS AAS, may or 

may not up-regulate the tumor PD-L1 expression. However, this may not be the only 

explanation for the better answer of KRAS-mutated cells to immunotherapy. Indeed, 

the impact of the AAS on up-regulation of PD-L1, the TMB, co-genetic mutations and 

TILs may intricate to modify response to immunotherapy. Nevertheless, to the best of 

our knowledge, so far, our study is the largest on one the impact of AAS on response 

to immunotherapy. 

However, our study has some few limitations that should be taken into account in a 

cautious interpretation. First, it is a retrospective cohort study. However, the large 

sample size and the multi-institutional character strengthen the study making 

generalization of the results easier. Second, data on other co-genetic mutations, 

which could influence the behaviour of cancer cells, were not available. Finally, we 

were not able to collect data on PD-L1 value for the whole cohort. It would be highly 

interesting to study the aforementioned points in further prospective studies. 

In conclusion, this is the largest published series on the impact of KRAS AAS on 

response to immunotherapy. Our results emphasize the crucial role of molecular 

biology in the treatment choice of lung adenocarcinoma, and particularly the 

importance of knowing the specific AAS in case of mutation. The better response of 

KRAS mutant cancer cells to immunotherapy seem to be multifactorial implying 

different downstream signalling according to AAS, co-genetic mutations, TMB, and 

TILs. Considering the very promising results of immunotherapy in the management of 

advanced NSCLC, further molecular and clinical studies are more than required in 

order to elucidate the mechanisms of response to immunotherapy of KRAS-mutated 
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cells. Thus, not only offering new hope to patients harbouring KRAS mutations, but 

also defining more properly patients who would benefit from immunotherapy. 
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3.8 TABLES 

Table 1. Main clinical and molecular characteristics of the population 
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IQR: interquartile range, AAS: amino-acid substitutions, WHO: World Health 

Organization, CCI: Charlson Comorbidity Index, CT: chemotherapy, Immuno: 

immunotherapy. Data are provided as n(%) or median (IQR) 
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Table 2. Uni- and multivariate analysis on overall survival 
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CCI: Charlson Comorbidity Index, HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Interval, 

Immuno: immunotherapy, WT: wild type, CT: chemotherapy, *: median was taken as 

the cut-off value, AAS: amino-acid substitutions. Because KRAS AAS and KRAS 

codon mutations were correlated (Cramer’s V: 0.695, P<0.0001), as well as KRAS 

transversions/transitions and KRAS AAS (Cramer’s V: 0.722, P<0.0001) only KRAS 

AAS was entered in the multivariate Cox model. Because of the small sample size fo 

KRAS G12F, G13C and G13D, they were pooled all together in the multivariate 

analysis. Bold values were used to highlight significant variables. 
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Table 3. Uni- and multivariate analysis on time to progression 

 

CCI: Charlson Comorbidity Index, HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Interval, 

Immuno: immunotherapy, WT: wild type, CT: chemotherapy, *: median was taken as 

the cut-off value, AAS: amino-acid substitutions. Because KRAS AAS and KRAS 
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codon mutations were correlated (Cramer’s V: 0.695, P<0.0001), as well as KRAS 

transversions/transitions and KRAS AAS (Cramer’s V: 0.722, P<0.0001) only KRAS 

AAS was entered in the multivariate Cox model. Because of the small sample size fo 

KRAS G12F, G13C and G13D, they were pooled all together in the multivariate 

analysis. Bold values were used to highlight significant variables. 
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Table 4: Uni- and multivariate analysis on response to immunotherapy according to 

RECIST criteria 

 

CCI: Charlson Comorbidity Index, HR: Hazard Ratio, CI: Confidence Interval, 

Immuno: immunotherapy, WT: wild type, CT: chemotherapy, *: median was taken as 

the cut-off value, AAS: amino-acid substitutions. Because KRAS AAS and KRAS 

codon mutations were correlated (Cramer’s V: 0.695, P<0.0001), as well as KRAS 

transversions/transitions and KRAS AAS (Cramer’s V: 0.722, P<0.0001) only KRAS 
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AAS was entered in the multivariate Cox model. Because of the small sample size for 

KRAS G12F, G13C and G13D, they were pooled all together in the multivariate 

analysis. Bold values were used to highlight significant variables. 
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3.9 FIGURES 

Figure 1. Kaplan–Meier overall survival according to the mutational status 
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Figure 2. Kaplan–Meier progression free survival according to the mutational status 
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IV. CONCLUSION 

Les patients avec un adénocarcinome pulmonaire muté KRAS, métastatique ou 

localement avancé en progression après une première ligne de chimiothérapie, 

répondent mieux à l’immunothérapie, que ce soit en terme de survie globale, de 

survie sans progression ou de taux de réponse, que les patients avec un 

adénocarcinome non muté. Mais cet effet bénéfique de la mutation KRAS est à 

nuancer selon la substitution d’acide aminé : si les transversions, et les mutations du 

codon 12, notamment G12C et G12V, sont de meilleur pronostic, les transitions et 

les mutations du codon 13 sont des facteurs de mauvaise réponse à 

l’immunothérapie. 

Les résultats de notre étude renforcent donc la littérature concernant KRAS et son 

importance thérapeutique. 

D’une part, notre cohorte est l’une des plus importantes cohortes étudiant 

l’interaction entre la mutation KRAS et le traitement par immunothérapie. Elle est 

similaire aux autres cohortes en terme d’âge au diagnostic et de sex-ratio, mais elle 

comporte un peu moins de mutation KRAS que les autres (36,8% contre jusqu’à 49% 

dans la cohorte de Mazières et al.) (38–40). Cependant, le taux de mutation KRAS 

est concordant avec le reste de la littérature sur les adénocarcinomes métastatiques. 

Il en va de même pour la répartition des substitutions d’acide aminé, avec une nette 

majorité de mutations au codon 12, et en premier lieu les mutations G12C et G12V. 

D’autre part, nos résultats confirment le pronostic favorable lié à la mutation KRAS 

lors d’un traitement par immunothérapie, alors que lors d’un traitement chirurgical ou 

par chimiothérapie, KRAS reste plutôt un facteur de mauvais pronostic. Cet effet 

favorable de KRAS avait déjà été retrouvé dans les études de Ng et al. (40) et de 

Mazières et al. (39), mais pas dans l’étude de Passiglia et al. (38) qui concluait que 
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le Nivolumab pouvait être utilisé de façon sûre chez les patients mutés KRAS, mais 

sans bénéfice clinique particulier par rapport à la population WT. La répartition des 

substitutions d’acide aminé au sein de la cohorte n’était pas décrite : si la cohorte de 

Passaglia et al. présentait une plus grande proportion de mutation du codon 13 ou de 

transitions, qui sont des facteurs de mauvais pronostic selon nos résultats, cela 

pourrait expliquer l’absence de bénéfice de la mutation KRAS. La cohorte de 

Jeanson et al., plus récente, regroupait 282 patients, dont 162 patient mutés KRAS, 

traités par immunothérapie, en 1ère ligne ou plus (45). Elle ne retrouvait pas non plus 

de bénéfice de l’immunothérapie chez les patients mutés KRAS comparativement 

aux patients WT, y compris après analyse de sous-groupe en fonction du sous-type 

de mutation KRAS. Cependant, la répartition des sous-types de mutation KRAS n’est 

pas identique entre leur cohorte et la nôtre, et leurs effectifs moindres, ce qui pourrait 

expliquer l’absence de bénéfice de la présence d’une mutation KRAS dans leur 

cohorte. 

La différence de réponse à l’immunothérapie en fonction de la substitution d’acide 

aminé est très probablement liée à l’activation de voies de signalisation d’aval 

différente selon la substitution. Ainsi, les mutants G12C et G12V, les meilleurs 

répondeurs de notre cohorte, activent la même voie de signalisation Ral et 

présentent une diminution de l’activité du facteur de croissance Akt, tandis que le 

mutant G12D, qui a tendance à avoir une moins bonne réponse que le WT, active la 

voie PI3K et MAPK (25). 

D’autres mécanismes pourraient intervenir pour expliquer la différence de réponse 

entre chaque substitution d’acide aminé : le taux de PD-L1 et la charge mutationnelle 

tumorale. Cette dernière n’étant pas réalisée en routine en France, il ne nous a pas 

été possible de l’évaluer dans notre cohorte. Concernant le taux de PD-L1, les 



	
   71	
  

données recueillies de façon rétrospective étaient insuffisantes pour conclure sur une 

quelconque influence de PD-L1 sur la réponse tumorale. Plusieurs études soulignent 

que PD-L1 est plus fortement exprimé dans les tumeurs mutées KRAS (40,44). Seul 

Falk et al. ont montré une différence d’expression de PD-L1 en fonction de la 

substitution d’acide aminé : 12,9% pour G12V, 8% pour G12C, 5,3% pour G12D, et 

6% pour le WT (p=0.044) (43). Cela pourrait expliquer une partie de nos résultats. 

Enfin, un des derniers mécanismes pouvait expliquer nos résultats est la présence 

de co-mutations associées à la mutation KRAS. Du fait du caractère rétrospectif de 

notre étude, nous n’avons pu éliminer comme mutations associées que celles 

réalisées en routine dans le cadre du diagnostic d’adénocarcinome pulmonaire, soit 

EGFR, ALK, ROS1, HER2 et BRAF. En 2015, Skoudilis et al. distinguent 3 sous-

groupes de mutation KRAS, en fonction des mutations associées : un groupe 

associé à la mutation du gène suppresseur de tumeur Serine/threonine kinase 

11/Liver kinase B1 (STK11/LKB1), un groupe associé à la mutation TP53, et un 

dernier groupe associé à une inactivation du gène suppresseur de tumeur cyclin-

dependent kinase Inhibitor 2A (CDKN2A/B) et une diminution du facteur de 

transcription NK2 Homeobox 1 (NKX2-1) (46). Le groupe associé à TP53 avait une 

charge mutationnelle plus élevée que les autres groupes, à tabagisme égal, ainsi 

qu’une majoration des marqueurs inflammatoires et des molécules de check-points 

immunitaires. Il avait également une survie sans progression plus longue que les 

autres groupes dans une analyse post-hoc de 88 patients de stade précoce. Le 

groupe associé à STK11/LKB1 présentait un taux bas de marqueurs immuns, y 

compris PD-L1, tandis que le dernier groupe présentait plutôt une histologie 

mucineuse. Les différentes substitutions d’acide aminé de KRAS étaient réparties de 

façon équivalente dans les 3 groupes, ce qui suggère que la substitution d’acide 
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aminé n’est pas le facteur principal de la diversité des adénocarcinomes mutés 

KRAS. Koyama et al., en 2016, se sont intéressés plus particulièrement à l’un des 

groupes décrit par Skoudilis et al. : le groupe KRAS et STK11/LKB1 (47). Chez les 

souris, la co-mutation STK11/LKB1/KRAS conduit à une diminution d’expression de 

PD-L1, une diminution de l’infiltration tumorale lymphocytaire, une majoration des 

cytokines pro-tumorales et des marqueurs d’épuisement des lymphocytes T. Les 

anticorps anti-PD1 étaient inefficaces chez ces souris déficientes en STK11/LKB1. 

Enfin, Dong et al. se sont intéressés à la co-mutation KRAS/TP53, et confirment les 

résultats précédents : la co-mutation KRAS/TP53 entraine une majoration de 

l’expression de PD-L1, ainsi qu’un taux plus élevé de cellules PD-L1+/CD8A+ au 

sein de la tumeur (48). Par ailleurs, la mutation KRAS entraine un défaut de 

réparation de l’ADN, notamment au niveau des systèmes Mismatched repair (MMR), 

Nucleotide excision repair et Base excision repair. Or les tumeurs présentant une 

déficience du système MMR sont plus sensibles à l’effet des inhibiteurs de check-

points (49). 

En conclusion, il s’agit à notre connaissance de la plus grande cohorte publiée sur 

l’impact de la substitution d’acide aminé de KRAS en réponse à l’immunothérapie. 

Nos résultats soulignent l’importance de la biologie moléculaire, et notamment de la 

connaissance de la substitution spécifique d’acide aminé, dans le choix du traitement 

des adénocarcinomes bronchiques. La meilleure réponse des adénocarcinomes 

mutés KRAS à l’immunothérapie semble d’origine multi-factorielle, impliquant 

différentes voies de signalisation d’aval selon l’acide aminé substitué, les co-

mutations, la charge mutationnelle tumorale et l’infiltration tumorale immune. 

Au vu de ces résultats prometteurs, il nous semble crucial de réaliser de nouvelles 

études cliniques prospectives pour mieux définir les patients qui vont bénéficier de 
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l’immunothérapie, et des études fondamentales pour élucider les mécanismes 

d’action des différentes substitutions d’acide aminé de KRAS. 
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RESUME DE LA THESE : 

Introduction : L’immunothérapie est le standard de traitement en 2ème intention  des 
carcinomes bronchiques non à petites cellules. L’objectif de ce travail est d’évaluer si les 
différents sous-types de mutations du gène KRAS sont des facteurs pronostiques de 
réponse à l’immunothérapie chez les patients porteurs d’un adénocarcinome pulmonaire 
en récidive. 
Méthodes : Etude rétrospective, multicentrique, de patients porteurs d’adénocarcinomes 
pulmonaires de stade III ou IV, en récidive après une première ligne de chimiothérapie, 
dont le statut mutationnel était connu, et traités par immunothérapie entre 2015 et 2018. 
Les critères de jugement étaient la survie globale (SG), la survie sans progression 
(SSP), la réponse tumorale selon les critères RECIST, et la tolérance du traitement. 
Résultats : Parmi les 674 patients, 248 (36,8%) avaient une tumeur avec une mutation 
KRAS, essentiellement du codon 12 (n=240, 96,8%), avec une majorité de mutations 
G12C (n=112, 45,2%) et G12V (n=60, 24,2%). Les groupes KRAS muté et wild-type 
(WT) étaient comparables en terme d’âge (âge médian de 64,04 ans) et de sexe (65,9% 
d’hommes). Le groupe de patients avec une tumeur KRAS muté présentait moins de 
cancers de stade IV (n=212, 85,5%) et de métastases cérébrales (n=52, 21%) que le 
groupe WT (stade IV : n=402, 94,4%, P<0,001 ; métastases cérébrales : n=156, 36,6%, 
P<0,001), mais avait un Performans Status plus élevé (P=0,001). Les médianes de SG 
et de SSP de la cohorte étaient de 15 et 12 mois respectivement. Les SG et SSP 
médianes étaient plus longues dans le groupe avec tumeur mutée KRAS (SG: 21 mois; 
SSP: 15 mois) comparé au groupe WT (SG: 13 mois, P=0,009; SSP: 3 mois, P=0,01). 
Les patients avec les mutations KRAS G12V (n=60, 24,2%) et G12C (n=112, 45,2%) 
avaient de meilleures SG et SSP (G12V: SG: 28 mois, SSP: 17 mois; G12C: SG: 23 
mois, SSP: 11 mois) que les patients WT (SG: 13 mois, P<0,0001; SSP: 3 mois, 
P<0,0001), et que les patients mutés KRAS G13X (SG : 1 mois, P<0,0001 ; SSP : 0 
mois, P<0,0001). Le taux de réponse objective à l’immunothérapie était meilleure dans le 
groupe KRAS comparé au groupe WT (27,9% vs 20,9%, P=0,05), notamment pour les 
mutants KRAS G12V (OR: 5,75 (95% CI: 2,29 – 8,30), P=0,02) et G12C (OR: 4,33 (95% 
CI: 2,23 – 8,80), P=0,01). La tolérance de l’immunothérapie était similaire chez les 
patients KRAS muté et WT. 
Conclusion: Les transversions G12V et G12D de KRAS seraient un facteur prédictif et 
pronostique chez les patients présentant un adénocarcinome pulmonaire traités par 
immunothérapie en récidive après au moins une première ligne de chimiothérapie. 
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