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APPLICATION

Pour usage in vitro.

Le kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit est congu pour I'énumération des cellules tumorales circulantes
(CTC) d'origine épithéliale (CD45-, EpCAM+ et cytokératines 8, 18+ et/ou 19+) dans le sang total.

La présence de CTC dans le sang périphérique, détectée a l'aide du kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit, est
associée a une diminution de la survie sans progression et a une diminution de la survie globale chez les patients
traités pour un cancer métastasique du sein, colorectal ou de la prostate®. Le test doit étre utilisé pour faciliter la
surveillance des patients atteints d'un cancer métastatique du sein, colorectal ou de la prostate. Des analyses en
série des CTC doivent étre utilisées en association avec d'autres méthodes cliniques afin de surveiller le cancer
métastatique du sein, colorectal et de la prostate. L'évaluation des CTC a tout moment au cours de la maladie
permet d'établir le pronostic pour le patient, ainsi que de prévoir la survie sans progression et la survie globale.

*Les patients souffrant d’un cancer de la prostate métastatique de cette étude ont été définis comme ayant eu
deux augmentations consécutives du marqueur de sérum PSA dépassant un niveau de référence, malgré une
gestion hormonale standard. On a généralement décrit ces patients comme souffrant d’'un cancer de la prostate
indépendant de I'androgéne, résistant aux hormones ou résistant a la castration.

RESUME ET PRINCIPE DU TEST

Il'y a métastase cancéreuse lorsque des cellules provenant de la tumeur primaire ou métastatique passent dans
le sang et commencent a croitre en des emplacements du corps distants de la tumeur primaire. Les carcinomes
sont dérivés de cellules épithéliales qu'on ne trouve normalement pas dans le sang.! Le systéme CELLTRACKS®
AUTOPREP® System a été concu pour standardiser et automatiser le protocole de préparation des échantillons
pour une utilisation avec le kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit (CELLSEARCH® CTC Kit). L'analyse et
I'énumération des CTC sont réalisées sur |'analyseur CELLTRACKS ANALYZER II®, un microscope a fluorescence
semi-automatisé. Le dosage n'énumére que les cellules exprimant la molécule d'adhésion des cellules épithéliales
(EpCAM) et les cytokératines (CK) 8, 18 et/ou 19.

PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit contient un réactif de capture par ferrofluide et des réactifs
immunofluorescents. Le réactif ferrofluide est constitué de particules dotées d'un noyau magnétique entouré d'une
couche polymére revétue d'anticorps ciblant I'antigene EpCAM pour capturer les CTC. Aprés capture inmunomag-
nétique et enrichissement, des réactifs fluorescents sont ajoutés pour I'identification et I'énumération des CTC. Les
réactifs fluorescents comprennent les suivants : anti-CK-Phycoerythrine (PE) spécifique de la protéine intracellu-
laire cytokératine (caractéristique des cellules épithéliales), DAPI, qui colore le noyau cellulaire, et anti-CD45-
Allophycocyanine (APC), spécifique des leucocytes.

Le mélange réactif/échantillon est distribué par le systéme CELLTRACKS® AUTOPREP® System dans une car-
touche qui est insérée dans un support de cartouche MAGNEST. Le champ magnétique élevé du support de car-
touche MAGNEST attire les cellules épithéliales marquées magnétiquement a la surface de la cartouche.
L'analyseur CELLTRACKS ANALYZER II® |it automatiquement toute la surface de la cartouche, acquiert les images
et affiche les événements pour I'utilisateur lorsqu’une fluorescence CK-PE et DAPI est présente au méme endroit.
Les images sont présentées a I'utilisateur sous forme de galerie pour la classification finale. Un événement est
classifié comme cellule tumorale lorsque ses caractéristiques morphologiques concordent avec celles d'une cel-
lule tumorale et lorsqu’il présente le phénotype EpCAM+, CK+, DAPI+ et CD45-.

MATERIELS FOURNIS
¢ Feuillet technique

e 3,0 mL de ferrofluide Anti-EpCAM : contient une suspension de 0,022% de particules magnétiques conjuguées
a un anticorps monoclonal de souris spécifique du marqueur de surface cellulaire EpCAM présent sur les
cellules épithéliales dans un tampon contenant 0,03% de sérum-albumine bovine (BSA) et 0,05% d’agent de
conservation ProClin® 300 (bouchon marron).

e 3,0 mL de réactif de coloration : contient 0,0006% d’anticorps monoclonaux de souris spécifiques des
cytokératines, conjugués a la phycoerythrine (PE), 0,0012% d’anticorps monoclonal de souris anti-CD45
conjugués a I'allophycocyanine (APC) dans un tampon contenant 0,5% de BSA et 0,1% d’azide de sodium
(bouchon blanc).

e 3,0 mL de colorant d"acide nucléique : contient 0,005% de 4’, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
(DAPI) et 0,05% de ProClin® 300 (bouchon bleu).

e 3,0 mL de réactif d'amplification de capture : contient 0,02% de réactif breveté pour agrégation contrdlée par
ferrofluide, 0,5% de BSA et 0,1% d'azide de sodium dans un tampon (bouchon transparent).

e 3,0 mL de réactif de perméabilisation : contient 0,011% de réactif de perméabilisation breveté et 0,1% d'azide
de sodium dans un tampon (bouchon vert).

e 3,0 mL de fixateur : contient 25% d’agents fixateurs brevetés, 0,1% de BSA et 0,1% d'azide de sodium dans un
tampon (bouchon rouge).
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2 flacons de 110 mL de tampon de dilution : contient un tampon avec 0,1% d’azide de sodium.
16 tubes centrifuges coniques CELLSEARCH® (15 mL) et bouch de tubes
16 cartouches et bouchons de cartouch

MATERIELS NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

Tubes CellSave Preservative Tubes (référence catalogue 7900005)

Systeme CELLTRACKS® AUTOPREP® System (référence catalogue 9541)

Analyseur CELLTRACKS ANALYZER 11® (référence catalogue 9555)

Kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control Kit (référence catalogue 7900003)

de tampon CELLTRACKS® AUTOPREP® Instrument Buffer (référence catalogue 7901003)

Centrifugeuse a rotor du type rotation horizontale (a savoir a godets pivotants) pouvant centrifuger a 800 x g
Portoirs de tubes a essai

Micropipetteurs et embouts calibrés

Mixeur vortex

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

8.
9.

Pour usage in vitro.

Lire le présent feuillet technique dans son intégralité avant de doser des échantillons.

Attention : Prélever le sang exclusivement dans un tube CellSave Preservative Tube. Les CTC sont fragiles et
doivent étre préservées pour assurer une analyse précise.

Attention : Tout le personnel doit prendre les précautions d'usage et utiliser un équipement de sécurité de lab-
oratoire (a savoir lunettes de protection, blouse de laboratoire, gants).

Attention : Une contamination microbienne des réactifs peut générer des résultats erronés et doit donc étre évitée.
Attention : Certains des réactifs contiennent de I'azide de sodium en tant qu'agent de conservation. En cas
d'ingestion, consulter immédiatement un médecin. Tenir hors de portée des enfants. Tenir a distance de la
nourriture et des boissons. Porter des vétements de protection adaptés. En cas de contact avec des acides, un
gaz tres toxique est libéré. Les composés azide doivent étre éliminés avec beaucoup d’eau afin d'éviter tout
dépdt dans les conduites de plomb ou de cuivre ol peuvent se créer des conditions favorables aux explosions.
Avertissement : Tous les échantillons biologiques, les cartouches et autre matériel entrant en contact avec le ou
les échantillons sont considérés comme présentant un risque biologique. Il convient de les manipuler comme
des produits potentiellement infectieux. Traiter et éliminer les déchets en appliquant les précautions adaptées
et conformément aux réglementations locales, régionales et gouvernementales. Ne jamais pipeter a la bouche.
Avertissement : Certains des réactifs contiennent du ProClin® 300 en tant qu’agent de conservation.
Lutilisateur doit suivre une formation pour pouvoir réaliser ce protocole de test.

VOICI LES DECLARATIONS DE DANGER ET DE PRECAUTION CORRESPONDANTES :
H317 Peut provoquer une allergie cutanée.

Prévention :
P261 Eviter de respirer les poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/aérosols.
P272 Les vétements de travail contaminés ne devraient pas sortir du lieu de travail.
P280 Porter des gants de protection.
Intervention :
P333 + P313 En cas d'irritation ou d'éruption cutanée : consulter un médecin.
P362 + P364 Enlever les vétements contaminés et les laver avant réutilisation.
Elimination :
P501 Eliminer le contenu/récipient dans une déchetterie adaptée.

Pour plus d'informations, se reporter a la fiche de données de sécurité sur le site www.cellsearchctc.com

CONSERVATION ET MANIPULATION DU REACTIF

Les réactifs sont fournis préts a I'emploi. Conserver entre 2 et 8 °C avant ouverture.

Apres ouverture, les réactifs contenus dans la cartouche de réactifs doivent étre conservés au maximum

30 jours entre 2 et 8 °C. Pour la conservation, les réactifs ouverts doivent étre rebouchés avec leur bouchon
de couleur unique a I'aide des couleurs indiquées sur les étiquettes des plateaux de réactifs. Ceci permet
d'éviter toute contamination croisée des réactifs.

REMARQUE : Aprés ouverture, le flacon de tampon de dilution, qui ne fait pas partie du kit de réactifs, peut
étre stocké a température ambiante pendant 30 jours maximum.

Protéger les réactifs contre toute chaleur supérieure a 35 °C. Ne pas congeler.

Ramener a température ambiante (15 a 30 °C) avant utilisation.
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* Inspecter visuellement la cartouche de réactifs pour vérifier si
les réactifs sont correctement positionnés. S'assurer que
chaque réactif se trouve a I'emplacement approprié en faisant
correspondre son bouchon de couleur unique avec les couleurs
indiquées sur I'étiquette. Se référer a la photo pour connaitre le
bon emplacement. En cas de mauvais placement des réactifs
ou en présence de deux bouteilles, ne pas utiliser la cartouche
de réactifs et demander aux services clientéle et technique de
procéder a son remplacement.

e Protéger les réactifs contre une exposition a la lumiere du soleil.

e Les réactifs sont stables jusqu’a la date de péremption portée sur le récipient de réactif ou sur I'emballage du
kit, @ condition d'étre conservés correctement. Ne pas utiliser les réactifs apres la date de péremption.

* Les composants des kits sont fabriqués et testés en tant que lots. Ne pas mélanger des réactifs de différents kits.

PROTOCOLE DE TEST
Prélévement et préparation des échantillons
Prélévement du sang total dans les tubes CellSave Preservative Tubes

1. Prélever les échantillons initiaux avant de débuter un traitement. Les échantillons suivants peuvent étre
prélevés apres le début d'un traitement, habituellement a 3 voire 4 semaines d'intervalle, pour suivre le nombre
de CTC au cours du traitement. Si le patient suit un traitement par doxorubicine, laisser s'écouler au moins 7
jours apres administration d'une dose de doxorubicine pour effectuer un prélevement sanguin.

2. Prélever le sang total de maniere aseptique par ponction veineuse ou par une voie veineuse, exclusivement
dans un tube CellSave Preservative Tube.

3. Remplir le tube jusqu’a arrét de I'écoulement sanguin pour assurer I'établissement d'un bon ratio échantillon
sur anti-coagulant et agent de conservation. Mélanger immédiatement en retournant doucement le tube huit
fois. Le retournement du tube empéche la coagulation. Un mélange inadéquat ou tardif peut entrainer des
résultats de test inexacts.

4. Les échantillons de sang peuvent étre conservés ou transportés dans les tubes CellSave Preservative Tube.
Consulter le feuillet technique des tubes CellSave Preservative Tube concernant la procédure, le stockage et
les instructions de manipulation. Ne pas réfrigérer les échantillons.

ATTENTION : Examiner visuellement chaque échantillon avant traitement sur le systéme CELLTRACKS® AUTOPREP®
System pour vérifier 'absence de coagulation. Jeter les échantillons coagulés.

Traitement par le systeme CELLTRACKS® AUTOPREP® System
1. Mélanger le sang dans un tube CellSave Preservative Tube en renversant manuellement cinq fois. Retirez
ensuite le bouchon en caoutchouc.

2. Aumoyen d'une nouvelle pipette, transférer 7,5 mL de sang du tube CellSave Preservative Tube dans un tube
a centrifugeuse conique CELLSEARCH® Conical Centrifuge Tube de 15 mL portant une étiquette correspon-
dante, fourni avec le kit CELLSEARCH® CTC Kit.

3. Al'aide d'une nouvelle pipette, ajouter 6,5 mL de tampon pour dilution.
4. Boucher le tube CELLSEARCH® Conical Centrifuge Tube et mélanger en le retournant cing fois.

5. Centrifuger I'échantillon a 800 x g pendant 10 minutes avec le frein en position off (arrét) sur une centrifugeuse a
godets pivotants. Les 10 minutes définies comme le temps de centrifugation n’incluent pas le laps de temps
nécessaire pour atteindre 800 x g. Mettre le frein de la centrifugeuse en position off (arrét) ou, si la centrifugeuse
est équipée d'une fonction de freinage variable, régler I'intensité de freinage au plus bas possible. Centrifuger a
température ambiante sur une centrifugeuse a température ambiante. Apres la centrifugation des échantillons,
examiner visuellement la séparation du plasma et des globules rouges dans chaque tube d'échantillon.

6. Traiter sur le systeme CELLTRACKS® AUTOPREP® System dans I'heure suivant la préparation de I'échantillon
décrite ci-dessus. Pour plus d'informations, voir le Guide de I'utilisateur du systeme CELLTRACKS®
AUTOPREP® System.

Analyse sur analyseur CELLTRACKS ANALYZER I1®

Le systeme CELLTRACKS® AUTOPREP® System transvase I'échantillon traité dans une cartouche préte a étre
analysée sur I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER 11®. La cartouche remplie dans le support de cartouche
MAGNEST doit incuber dans I'obscurité pendant au moins 20 minutes et elle doit étre analysée dans les 24 heures.
Pour plus d'instructions concernant I'analyse des échantillons et I'examen des données, voir le Guide de I'utilisa-
teur de I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER l1®.

CONTROLE DE QUALITE
Un contrdle CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell (CTC) Control doit étre dosé chaque jour ol des tests sont réalisés sur
des échantillons de patient ou lors de Iutilisation d’un nouveau lot du kit CELLSEARCH® CTC Kit. Consulter le feuillet
technique et les valeurs de référence du kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control.
€631600004_FR
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INTERPRETATION DES RESULTATS
Les résultats sont exprimés sous la forme du nombre de CTC par 7,5 mL de sang.

Cancer du sein métastatique (MBC)

Un nombre de CTC supérieur ou égal a 5 par 7,5 mL de sang a tout moment au cours de la maladie est associé a un
mauvais pronostic et prédit une survie sans progression et une survie globale plus courtes.

Cancer colorectal métastatique (MCRC)

Un nombre de CTC supérieur ou égal a 3 par 7,5 mL de sang a tout moment au cours de la maladie est associé a un
mauvais pronostic et prédit une survie sans progression et une survie globale plus courtes.

Cancer de la prostate métastatique(MPC)

Un nombre de CTC supérieur ou égal a 5 par 7,5 mL de sang a tout moment au cours de la maladie est associé a un
mauvais pronostic et prédit une survie sans progression et une survie globale plus courtes.

Précaution

Un échantillon CTC contenant 5000 CTC ou plus pour 7,5 mL de sang peut contaminer par rémanence les échantil-
lons traités ensuite sur le CELLTRACKS® AUTOPREP® System, y compris le lot suivant. Si des cellules contaminent
par rémanence les échantillons analysés ensuite, le nombre de cellules CTC de ces échantillons peut étre erroné
et apparaitre supérieur au nombre de cellules CTC réel du patient. Pour plus d'informations, voir le Guide de I'util-
isateur du systeme CELLTRACKS® AUTOPREP®.

LIMITES DE LA METHODE
e Attention : la Iégislation fédérale américaine n’autorise la vente de ce dispositif que par un médecin ou sur
prescription médicale.

e Il convient d'utiliser les résultats CELLSEARCH® conjointement a toutes les informations cliniques obtenues
grace a des tests de diagnostic (imagerie, tests biologiques), grace a I'examen clinique et a I'anamnése com-
pléte, conformément aux protocoles adéquats de prise en charge des patients.

e Cette étude pronostique ne démontre pas qu'une ligne de traitement en cours est plus ou moins efficace
qu’un autre traitement ou qu‘aucun traitement.

e Lesrésultats du test CELLSEARCH® et les résultats de I'imagerie médicale ne sont pas équivalents en ce qui
concerne I'évaluation de la transition des patients d’une maladie non évolutive a une maladie évolutive.

¢ Sile patient suit un traitement par doxorubicine, laisser s'écouler au moins 7 jours aprés administration d'une
dose de ce traitement pour effectuer un prélévement sanguin. Les résultats d'un test CELLSEARCH® doivent
étre interprétés prudemment s'il a été réalisé sur des échantillons prélevés moins de 7 jours aprés administra-
tion de doxorubicine.

e Les CTC n’exprimant pas la molécule EpCAM ne sont pas détectées par le test CELLSEARCH®.

e Les CTC exprimant la molécule EpCAM mais pas les cytokératines 8, 18 et 19 ne sont pas détectées par le test
CELLSEARCH®.

e  Substances provoquant une interférence :
Des échantillons de sang surchargés avec des cellules SK-BR-3 ont été exposés a des substances pouvant
provoquer une interférence puis comparés a des contrdles non traités. Des niveaux toxiques (5 fois l'indice
thérapeutique) des agents anti-cancéreux, médicaments en vente libre et autres substances exogénes suiv-
ants ont été testés : cyclophosphamide, Mitomycin C®, Procrit®, biotine, 5-fluoro-uracile, méthotrexate, citrate
de tamoxiféne, paclitaxel, Arimidex®, acétaminophéne, acide acétylsalicylique, caféine, dextrométhorphane,
Aredia®, anticorps humain anti-souris (HAMA) de type 1, HAMA de type 2, Herceptin® et ibuproféne. Aucune
différence significative n'a été détectée pour les nombres de cellules SK-BR-3, ce qui indique que ces sub-
stances n’ont provoqué aucune interférence avec le kit CELLSEARCH® CTC Kit.

Les échantillons surchargés avec des niveaux toxiques de doxorubicine ont entrainé une coloration aberrante des
leucocytes, apparaissant comme cellules doublement positives pour la cytokératine et pour CD45, du fait que la
doxorubicine est un composant fluorescent incorporé dans les cellules nucléées. Lorsqu'il est présent, le schéma
de coloration avec toutes les cellules positives pour CD45 et pour la cytokératine est treés net et facilement identifié
par l'utilisateur comme profil de coloration d'interférence. Si le sang est prélevé une fois achevée la période de
sevrage thérapeutique de 7 jours recommandée aprés perfusion de doxorubicine, il est peu probable que cette
interférence soit observée en pratique clinique, étant donné les niveaux thérapeutiques contrdlés et la clairance
médicamenteuse rapide.

Une interférence potentielle liée a une lipémie a été étudiée par ajout d’Intralipid aux échantillons a une concen-
tration de 2,6% correspondant a plus de 1000 mg/dL de triglycérides. Les échantillons ont été lysés pour simuler
une hémolyse compléte. Ont également été étudiés la bilirubine, a un niveau de 7,4 mg/dL, HAMA 1/HAMA 2 et
I'hématocrite de 18-60%. La lipémie, I'némolyse, I'ictére et un large intervalle de valeurs d’hématocrite n'interférent
pas pour le test CELLSEARCH®. HAMA 1 et HAMA 2 ne provoquent pas non plus d'interférence ; ainsi, le test
CELLSEARCH® peut étre pratiqué avec succeés pour les sujets recevant des lg de souris par voie parentérale.
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VALEURS ATTENDUES

Volontaires sains, tumeur du sein non maligne, autre atteinte non maligne

Des analyses de CTC en point unique ont été réalisées sur des groupes de contréle de 145 volontaires sains, 101
femmes présentant une tumeur du sein non maligne et 99 femmes présentant d'autres atteintes non malignes. Les
cellules épithéliales ne doivent pas étre présentes dans le sang périphérique de sujets sains. Sur les 345 échantillons
prélevés sur les volontaires sains et les femmes présentant une atteinte non maligne, un seul comptait plus de

5 CTC/7,5 mL. Les résultats sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Sujets de contrdle

Catégorie N Moy. de CTC ET  |Nombre de patients avec > 5 CTC Min.* Max.*
Sain 145 0,1 02 0 0 1
Tumeur du sein non maligne 101 0,2 12 1 0 12
Autre atteinte non maligne 99 0,1 04 0 0 3

* Ligne directrice NCCLS C28-A23

Volontaires sains, colorectale non maligne

Le sang a été prélevé sur des hommes et des femmes en bonne santé de 35 ans ou plus, inscrits dans trois centres
américains. Dans le cadre de cette étude, deux tubes de sang ont été prélevés sur chaque sujet pour évaluer le
nombre de CTC. Au total, une ou deux aliquotes de sang distinctes de 7,5 mL ont été traitées pour déterminer le
nombre de CTC chez 150 sujets pouvant étre évalués. Les résultats de CTC des deux tubes n’ont été disponibles
que pour certains sujets évaluables. Le nombre moyen de cellules tumorales circulantes était de 0,0 pour les deux
groupes de sujets, les écarts types allant de 0,1 a 0,2. Sur 284 échantillons au total provenant de volontaires sains
(hommes et femmes), aucun sujet n'a présenté plus de 3 CTC/7,5 mL. Les résultats sont illustrés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Résultats du dosage des cellules tumorales circulantes CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Assay
chez les sujets de contrdle

Sain Tous les contrdles Hommes seulement Femmes seulement

Contrdles Tube1 | Tube2 Total Tube 1 Tube 2 Total Tube1 | Tube2 Total
N 149 135 284 68 64 132 81 n 152
Intervalle CTC 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Nombre moyen de CTC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ETCTC 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2

N (%) >1CTC 2 (1%) 4 (3%) 6 (2%) 1 (1%) 1 (2%) 2 (2%) 1 (1%) 3 (4%) 4 (3%)

N (%) >2 CTC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Environ trente mL de sang (pour augmenter la probabilité de détecter des cellules) ont été prélevés dans quatre
tubes CellSave distincts (7,5 mL minimum par tube) sur des patients subissant une coloscopie ou une intervention
chirurgicale pour une tumeur bénigne. Jusqu'a quatre échantillons sanguins de 7,5 mL ont été analysés pour
chaque sujet avant la procédure. Les résultats sont présentés ci-dessous, dans le Tableau 3. Les résultats de CTC
des quatre tubes n’ont été disponibles que pour certains sujets évaluables. Aucun patient souffrant d’'une tumeur
colorectale bénigne n'a présenté plus d'une seule cellule tumorale circulante pour 7,5 mL de sang.

Tableau 3 : Résultats du dosage des cellules tumorales circulantes CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Assay
chez les sujets atteints d'une tumeur colorectale bénigne

Préle in avant la p
Tumeur bénig
Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4 Total
N 55 55 53 47 210
Intervalle 0-1 0-1 0-1 0-1 0-1
Moyenne 0,1 0,0 0,0 01 0,0
ET 0,2 0,1 0,2 03 02
% >1CTC 3 (5%) 1(2%) 2 (4%) 4 (9%) 10 (5%)
% >2CTC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

La Figure 1 llustre la fréquence des CTC chez les sujets sains et chez ceux atteints d'une tumeur bénigne (contréles)
d’une part et chez les patients atteints de cancer métastasique du sein, colorectal et de la prostate d‘autre part,
avant le début du traitement et environ 1 mois aprés le début du traitement.
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Figure 1: Fréquence des CTC chez les sujets de contrdle (sujets ne présentant pas de cancer) et les patients
atteints d’'un cancer métastatique du sein' (MBC), colorectal? (MCRC) ou de la prostate3 (MPC) avant le début
d’une nouvelle ligne de traitement (premiére intention) et entre environ 2-5 semaines apres le début du traitement.
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N(%) >2 CTC 0 (0%) 108 (81%) 63 [(40%) 138 (33%) 48 (14%) 152 {89%) 106 (62%)
N (%) >3 CTC 0 (0%) 102 (B8%) 47 (36%) 108 (26%) 41 (12%) 139 (G2%) 93 (46%)
N (%) >4 CTC 0 (0%) , 94 (53%) 42 (32%) 90 (22%) 34 (10%) 129 (69%) 66 (42%)
N(%) 26 CTC 0 (0%) 88 (B0%) 40 (30%) 76 (18%) 26 ( 8%) 126 (67%) B0 (39%)

TInformations sur la population de référence pour les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique — Tableau 1 du feuillet
technique clinique.

2|nformations sur la population de référence pour les patients atteints d'un cancer colorectal métastatique — Tableau 12 du feuillet
technique clinique.

3Informations sur la population de référence pour les patients atteints d'un cancer de la prostate métastatique — Tableau 22 du
feuillet technique clinique.

PERFORMANCES

Récupération

Des échantillons sanguins provenant d’un seul donneur sain ont été « poolés » et cing des six aliquotes de 7,5 mL
ont été surchargés avec environ 1300, 325, 81, 20 et 5 cellules de cancer du sein cultivées (SK-BR-3). Le sixieme
tube était du sang « poolé » non surchargé, servant de point zéro. Ces échantillons ont été traités sur le systéme
CELLTRACKS® AUTOPREP® System avec le kit CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Kit et le nombre de cellules
CTC a été déterminé sur I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER 11®. Cette expérience a été répétée avec quatre
autres donneurs. Le nombre de cellules observées a été comparé aux résultats attendus. Les résultats sont pré-
cisés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Estimations de détection en pourcentage.

Nombre attendu de Moyenne observée Intervalle de récupération
cellules tumorales Nombre de cellules tumorales en pourcentage
1300 1215 91 a95%
325 308 822a101%
81 85 80 a 136%
20 22 95 a 140%
5 7 120 a 200%

Une analyse de régression linéaire a été réalisée pour déterminer la corrélation globale, ou des moindres carrés,
pour la comparaison entre le nombre de cellules observé et le nombre attendu pour la totalité des données.
L'équation de régression, pour ces 30 échantillons, était Y = 0,93x + 3,87, avec R? = 0,999 (R = 0,999). Les résultats
de cette étude indiquent que, en moyenne et sur l'intervalle CTC testé, la récupération est de 93%, d'apres
I'analyse de régression.
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Etant donné la réponse linéaire du nombre de cellules tumorales, la pente du tracé observé par rapport au tracé
attendu devrait étre de 1,0. Cependant, la pente obtenue est de 0,93. Ceci est di au fait que le systéme CELLTRACKS®
AUTOPREP® System avec le kit CELLSEARCH® CTC Kit implique la capture et le marquage fluorescent de cellules,
puis leur détection et leur énumération par I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER [1®. La perte de cellules pourrait
donc étre attribuée a I'une des possibilités suivantes ; 1) la récupération de 93% seulement des cellules tumorales
utilisées pour surcharger 7,5 mL de sang par le systéme CELLTRACKS® AUTOPREP® System, 2) la détection de 93%
seulement des cellules tumorales présentes dans la chambre d’échantillon par I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER [1®
ou 3) une association des deux sources d’erreur précédentes.

Linéarité/gamme reportable

Une autre maniére d’examiner les données précédentes consiste a les analyser par dilutions en série pour évaluer
la linéarité du test. Nous avons éliminé la variable de confusion du pourcentage de récupération en utilisant la valeur
observée de I'échantillon d’origine dans les dilutions en série (c.-a-d. le premier tube) divisée par les facteurs de
dilution pour déterminer les valeurs attendues pour les dilutions en série de chaque échantillon de patient. La régres-
sion de tous ces nombres de cellules tumorales observées contre les nombres de cellules tumorales attendues a
donné une pente de 1,007, une ordonnée a l'origine de 3,0 et R2= 0,990 (R = 0,995). Ainsi, aprés retrait du pourcent-
age de récupération (perte cellulaire) des valeurs CTC de chacun des échantillons d’origine, I'analyse des données
a démontré que la détection des CTC était linéaire pour la gamme reportable de 0 a 1238 cellules tumorales.

Limites de détection

Il est possible de détecter une CTC dans 7,5 mL de sang avec I'analyseur CELLTRACKS ANALYZER 1I®, ce qui
donne une limite de détection d’'une CTC dans une cartouche. La régression linéaire montre qu’en moyenne
93% des CTC présentes dans un échantillon de sang de 7,5 mL sont récupérées avec le systéme CELLTRACKS®
AUTOPREP® System (voir paragraphe Récupération). La perte d’environ 7% des CTC dans I'échantillon n’est pas
suffisante pour réduire la limite de détection d'1 CTC.

Reproductibilité :

a. Reproductibilité du systeme avec le controle CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control

Trois échantillons distincts de CELLSEARCH® Circulating Tumor Cell Control ont été préparés et traités chaque jour
pendant plus de trente jours, selon la version longue du protocole EP5-A2 du NCCLS. Chaque flacon d’échantillon a
usage unique contient deux populations de cellules issues d'une lignée cellulaire préalablement colorées avec
deux fluorochromes différents, une population a concentration basse et une population a concentration élevée.
Les statistiques résumées pour les cellules contrdle fort et faible sont présentées ci-dessous.

Tableau 5 : Résumé des analyses de précision

Faible Fort
N 99 99
Nombre moyen de cellules 48 969
%CV de I'écart type pour la précision totale (E) 18% 5%

b. Reproductibilité du systeme avec échantillons de patient

Cancer du sein métastatique (MBC)

Au total, 163 échantillons de sang ont été prélevés en double chez 47 patientes atteintes d'un cancer du sein
métastatique au cours de I'étude clinique. Ces échantillons ont été traités sur plusieurs sites pour déterminer la
reproductibilité des mesures des CTC. L'équation de la régression pour la comparaison de ces 163 échantillons
testés en double était Y = 0,98x + 0,67, R2=0,99. La Figure 2 présente un diagramme de dispersion des résultats
CTC testés en doubles dans le sang de patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique regroupés sur une
échelle logarithmique, le seuil de 5 CTC étant indiqué par des lignes pointillées.
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Figure 2 : Reproductibilité du nombre de CTC dans des échantillons provenant de patientes atteintes d’un cancer
du sein métastatique testés en double (n=163) avec une moyenne <5 CTC ou > 5 CTC par 7,5 mL de sang.

Nombre de CTC dans le tube 2
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SRS

.
[ ——

Nombre de CTC dans le tube 1

Cancer colorectal métastatique (MCRC)
Au total, 1627 échantillons de sang ont été prélevés en double chez 430 patients atteints d’un cancer colorectal
métastatique au cours de I'étude clinique. Ces échantillons ont été traités sur plusieurs sites pour déterminer la
reproductibilité des mesures des CTC. L'équation de la régression pour la comparaison de ces 1627 échantillons
testés en double était Y = 0,98x + 0,18, R2=0,96. La Figure 3 présente un diagramme de dispersion des résultats
CTC testés en doubles dans le sang de patients atteints d’un cancer colorectal métastatique regroupés sur une

échelle logarithmique, le seuil de 3 CTC étant indiqué par des lignes pointillées.

Figure 2 Remarque :
plusieurs points
peuvent se super-
poser. Par exemple,
surcetracé, ily a
50 cas (31%) ot les
deux tubes avaient
0CTC, 18 cas (11%)
ou le tube 1 avait
0CT et le tube 2,
1CTC et 18 autres
cas (11%) ot le tube
T avait 1 CTC et le
tube 2, aucune.

Figure 3 : Reproductibilité du nombre de CTC dans des échantillons de patients atteints d’un cancer colorectal
métastatique testés en double (n=1627) avec une moyenne < 3 CTC ou > 3 CTC par 7,5 mL de sang.
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Figure 3 Remarque :
plusieurs points
peuvent se super-
poser. Par exemple,
surce tracé, ily a
975 cas (60%) oui les
deux tubes avaient
0CTC, 116 cas (7%)
ol le tube 1 avait
0CT et le tube 2,
1CTC et 109 autres
cas (7%) ot le tube
Tavait1CTC et le
tube 2, aucune.

La variation du nombre de CTC d’un tube d’échantillon sanguin a I'autre de patients souffant d’un cancer métasta-
tique du sein et colorectal est présentée dans les Figure 2 et 3. La répartition des événements rares (tels que des
cellules tumorales) dans un volume donné est aléatoire et indépendante du type de cellule ou de tumeur. La loi de
Poisson (une méthode mathématique utilisée pour les systémes de modélisation ot la probabilité qu'un événement
survienne est trés faible, mais oti le nombre d’opportunités qu’un tel événement se produise est trés importants)

la caractérise de maniere optimale. Pour les tubes ayant trés peu de CTC prostatiques, il est raisonnable de
s'attendre a une variation des résultats similaire a celle indiquée dans les Figure 2 et 3. Les deux précédentes

IX
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études menées sur des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique et des patients atteints d'un cancer
colorectal métastatique ont montré des résultats quasi-identiques, aucune comparaison d'un tube a I'autre du
nombre de CTC dans les échantillons sanguins de patients atteints d'un cancer de la prostate métastatique n'a été
réalisée pendant I'essai clinique sur la prostate a I'aide de CELLSEARCH® CTC. Cependant, les résultats d'une
étude indépendante utilisant la technologie CELLSEARCH® et menée au Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
n’a démontré aucune variation systématique entre les sites ou entre les tubes quant au nombre de CTC dans un
intervalle allant de 0 a 1192 CTC par tube chez les patients souffrant d’'un cancer de la prostate métastatique4.
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1 Patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique (MBC)

Un essai clinique multicentrique prospectif a été mené afin de déterminer si le nombre de CTC permettait de
prédire I'évolution de la maladie et la survie. Des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique présentant
une maladie mesurable (N=177) et commencant une nouvelle ligne de traitement ont été recrutées. Les données
cliniques ont été analysées sur la base d’une intention de traiter. Les données démographiques des patientes sont
présentées dans le Tableau 1.

Tableau 1: Données démographiques de patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique

Catégorie Patientes N=177
Age au début de I'essai Moyenne + écart type 58 + 13
(au départ) Médiane 58
L - Nombre de sujets
Description des catégories (% par rapport au total)
1 26 (15%)
2 92 (52%)
Stade 3 26 (15%)
4 20 (11%)
Inconnu 13( 7%)
Ca:fcasienne 153((86;/.7))
. . ricaine 14(8
Origine ethnique Hispanique 7( 4%0)
Inconnu 3( 2%)
0 82 146%
. 1 728
Score ECOG au départ 2 18 “00/:)
Inconnu 5( 3%)
. s ()
Site de la maladie Vlsgt;res }gg gggné:;
+ 121 (68%)
ER/PR - 54 (31%)
Inconnu 2( 1%)
0 91 (51%)
1+ 12( 7%)
HER2 2+ 18 (10%)
3+ 27 (15%)
Inconnu 29 (17%)
1ere Iligne 82 146:?;
. . 2éme ligne 26 (15!
Ligne de traitement > 3eme ligne 67 ‘330/2)
Inconnu 2( 1%)
Chimio (Ch) 74 (42%)
Endocrinien (En) 45 (25%)
Cible (Ci) 9( 5%)
Ch/En 10( 6%)
Type de traitement Ch/Ci 23 (13%)
En/Ci 7( 4%)
Ch/En/Ci 2(1%)
Divers 2( 1%)
Inconnu 5( 3%)

Le nombre de CTC initial a été déterminé avant le début d'une nouvelle ligne de traitement. Les nombres de CTC de
suivi ont été déterminés apreés le début du traitement, & approximativement 3 a 4 semaines d'intervalle. Pour les
analyses avant traitement, la survie sans progression (PFS) a été mesurée a partir du prélévement sanguin de
départ jusqu’au diagnostic de progression par CT Scan et/ou I'apparition de signes et symptémes cliniques, et la
survie globale (0S) a été mesurée a partir du prélévement sanguin de départ jusqu’au moment du décés. Pour les
analyses de suivi, la PFS a été mesurée a partir du prélévement sanguin de suivi jusqu’au diagnostic de progres-
sion ou jusqu’au déces, et I'0S a été mesurée a partir du prélevement sanguin de suivi jusqu’au déces.

11  Fréquences des CTC

Les résultats de CTC obtenus a partir des prélévements sanguins de suivi 3-5 semaines, 6-8 semaines, 9-12
semaines et 13-20 semaines aprés le début du traitement ont été classés comme étant favorables (<5 CTC) ou
défavorables (> 5 CTC). Si plusieurs résultats de CTC ont été obtenus pendant I'intervalle de temps désigné pour le
suivi, le plus éloigné du prélevement sanguin de départ a été utilisé.

Vingt trois des 177 patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique n'ont pas été évaluées lors du premier
suivi. Sur ces 23 patientes, dix sont décédées avant obtention d’un prélévement sanguin de suivi, neuf ont présenté
une progression avant un prélévement sanguin de suivi et quatre ont été perdues de vue. Notamment, chacune
des dix patientes décédées présentait un nombre de CTC allant de supérieur @ > 5 a un nombre extrémement élevé
au départ (nombre de CTC de 9, 11, 15, 24, 111, 126, 301, 1 143, 4 648 et 23 618). Parmi les 154 patientes disponibles
pour le suivi, 132, 99, 129 et 85 patientes ont eu un prélevement sanguin 3-5, 6-8, 9-14 et 15-20 semaines aprés le

début du traitement, respectivement.
€631600004_FR
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Tableau 3 récapitule le nombre total et le pourcentage de patientes ayant un nombre de CTC défavorable au cours
de I'essai clinique en termes de survie globale qui différent des nombres et des pourcentages de patientes en
survie sans progression, indiqués dans le Tableau 2. La différence du nombre de patientes a chaque point dans le
temps entre les deux tableaux est due a la progression de certaines patientes avant le prélevement sanguin. La
différence de nombre de patientes dans les tableaux est due au nombre de patientes ayant subi des prélévements
sanguins et ayant obtenu les résultats de CTC a chaque point dans le temps.

1.2 Analyse de la survie sans progression (PFS) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique
1.2.1 PFS avec résultats CTC de départ

Un test CTC initial a été effectué pour les 177 patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique. Pour I'analyse
de Kaplan-Meier, les patientes ont été réparties dans deux groupes selon leur nombre de CTC initial :

¢ Le groupe Favorable (N=89), représenté en vert, comprenait les patientes comptant <5 CTC.
e Le groupe Défavorable (N=88), représenté en rouge, comprenait les patientes comptant > 5 CTC.

La PFS médiane était significativement plus longue dans le groupe Favorable que dans le groupe Défavorable
(respectivement 7,0 contre 2,7 mois) Ces résultats sont illustrés dans la Figure 1.

Figure 1: PFS des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique avec des CTC au départ <5 ou > 5 (N=177).
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1.2.2 PFS en utilisant les résultats CTC de suivi

Pour I'analyse de Kaplan-Meier, les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ont été réparties dans
deux groupes selon leur nombre de CTC lors de chacun des divers prélévements sanguins de suivi. Les deux
groupes de patientes sont présentés a la Figure 2 pour la PFS a chaque prélévement sanguin de suivi aprés le
début du traitement. Les durées de PFS ont été calculées a partir de chaque prélévement sanguin et toutes les
patientes présentant des signes de progression avant un prélévement sanguin particulier ont été exclues de
I'analyse de ce prélevement sanguin de suivi, ainsi que de tous les autres prélevements sanguins de suivi suivants.
La Figure 2 illustre la capacité des CTC de patientes comptant <5 CTC et > 5 CTC 3-5 semaines, 6-8 semaines, 9-14
semaines et 15-20 semaines apres le début du traitement a prédire la durée avant une progression clinique chez
177 patientes souffrant d'un cancer du sein métastatique.

* Le groupe Favorable, représenté en vert olive, bleu, pourpre et cyan, comprenait les patientes comptant <5 CTC,
* Le groupe Défavorable, représenté en marron, noir, gris et , comprenait les patientes comptant > 5 CTC.
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Figure 2 : PFS des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique avec des CTC <5 ou > 5 CTC lors des

différents suivis
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Tableau 2 résume les résultats de I'analyse de la PFS a I'aide des niveaux de CTC et d’un seuil de > 5 CTC/7,5 mL
lors de chaque prélévement sanguin.

Tableau 2 : Survie sans progression (PFS) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ayant un
nombre de CTC <5 ou > 5 a différents points dans le temps

1 2 3 4 5 6

d'échan:i)ﬁ;l:::ge apres N >5CTC PFS médiane en mos (IC 3 95%) Log-rank
le début du traitement <5 CTC >5CTC valeur p

Au départ 177 88 (50%) 70 (56a89) 27 (21a44) 0,0001

3-5 semaines 126 36 (29%) 6,1 (4,7 a8,6) 13 (0,7a21) <0,0001

6-8 semaines 88 15 (17%) 56 (454a7,6) 14 (06a34) 0,0001

9-14 semaines 102 11(11%) 70 (51a88) 30 (09a48) 0,0251

15-20 semaines 76 12 (16%) 59 (38a87) 36 (0,7a7,0) 0,0610

Comme illustré par la Figure 2 et au Tableau 2, les patientes ayant un nombre de CTC élevé (> 5 CTC/7,5 mL de
sang total) a n'importe quel point dans le temps, la probabilité d’une évolution rapide était beaucoup plus élevée
que pour celles qui avaient <5 CTC. La colonne 4 du Tableau 2 montre que les durées de la PFS médiane des
patientes ayant <5 CTC allaient de 5,6 & 7,0 mois et étaient beaucoup plus longues que les durées de PFS médiane

des patientes ayant 5 CTC ou plus, qui allaient de 1,3 a 3,6 mois (colonne 5).

1.2.3 La réduction ou I'augmentation du nombre de CTC permet de prévoir I'allongement ou la ré

duction de la PFS

Les durées de PFS globales ont été calculées depuis le prélévement sanguin initial. Pour I'analyse de Kaplan-Meier
(Figure 3), les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ont été réparties en quatre groupes selon leur
nombre de CTC au départ, 3-5 semaines, 6-8 semaines, 9-14 semaines et 15-20 semaines apres le début du traitement :

e Groupe 1 (courbe verte), 83 patientes (47%) avec <5 CTC lors de tous les prélevements sanguins. Cing (6%) de
ces patientes n'ont eu qu’un prélévement sanguin au départ, alors que deux (2%) ont eu un prélévement san-
guin unique entre le premier et le dernier prélévement sanguin ; toutes comptaient 5 CTC ou moins ;

e Groupe 2 (courbe bleue), 38 patientes (21%) avec > 5 CTC avant le début du traitement, mais dont le nombre de
CTC avait chuté en-dessous de 5 lors de leur dernier prélevement sanguin ;

e Groupe 3 (courbe

sanguin ;

), 17 patientes (10%) comptant <5 CTC lors d'un prélévement précoce (au départ, a 3-5
semaines et/ou a 6-8 semaines), mais dont le nombre avait augmenté a > 5 CTC lors du dernier prélévement

e Groupe 4 (courbe rouge), 39 patientes (22%) avec 5 CTC ou plus lors de tous les prélévements sanguins. Dix

(26%) de ces patientes n’ont eu qu'un prélévement sanguin au départ.

e631600004_FR
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Figure 3 : Une diminution du nombre de CTC au-dessous de 5 apres le début du traitement permet de prévoir une
PFS plus longue chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique
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Figure 3 montre que les patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique et comptant > 5 CTC a tous les points
de temps (groupe 4) avaient la PFS médiane la plus courte, trés éloignée de celle du , du groupe 2 et du
groupe 1. Les différences entre les courbes des autres groupes de cette figure n’étaient pas significatives.

1.3 Analyse de la survie globale (0S) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique
1.3.1 Analyse de I'0S utilisant les résultats CTC initiaux

109 (62%) des 177 patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique sont décédées, avec une durée moyenne
du suivi pour les 68 (38%) patientes toujours en vie de 22,7 + 9,4 mois (médiane = 21,1 ; intervalle = 4,4 & 48,6). Lors
de ces analyses, 44 (49%) des 89 patientes du groupe Favorable (<5 CTC au départ) contre 65 (74%) des 88
patientes du groupe Défavorable (> 5 CTC au départ) sont décédées.

Pour I'analyse de Kaplan-Meier, les patientes ont été réparties dans deux groupes selon leur nombre de CTC initial :
e Le groupe Favorable (N=89), représenté en vert, comprenait les patientes comptant <5 CTC.
¢ Le groupe Défavorable (N=88), représenté en rouge, comprenait les patientes comptant > 5 CTC.

L'0S médiane était significativement plus longue dans le groupe Favorable par rapport au groupe Défavorable
(respectivement 21,9 par rapport a 10,9 mois) Ces résultats sont illustrés par la Figure 4.

Figure 4 : 0S des pati i d'un du sein mé ique avec des CTC au départ <5 ou > 5 (N=177).
100% CTC 1 7,5mL 05 médiane en
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80%
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1.3.2 0S en utilisant les résultats CTC de suivi

Les analyses de Kaplan-Meier des deux groupes de patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique, a chacun

des différents temps de prélevement sanguin de suivi aprés le début du traitement, sont illustrés par la Figure 5.

Cette figure illustre la capacité des CTC chez des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique comptant

<5 CTC et > 5 CTC, 3-5 semaines, 6-8 semaines, 9-14 semaines et 15-20 semaines aprés le début du traitement a

prédire la durée avant déces de 177 patientes souffrant d'un cancer du sein métastatique. Les durées d'0S ont été

calculées a partir du temps de chaque prélévement sanguin.

* Le groupe Favorable, représenté en vert olive, bleu, pourpre et cyan, comprenait les patientes comptant moins
de 5 CTC,

¢ Le groupe Défavorable, représenté en marron, noir, gris et
Figure 5: 0S des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique avec des CTC <5 ou > 5 lors des différents suivis
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Tableau 3 résume les résultats de I'analyse de I'0S a I'aide du nombre de CTC et d’un seuil de > 5 CTC/7,5 mL lors
de chaque prélévement sanguin.

Tableau 3 : Survie globale (0S) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ayant un nombre de CTC
<5 ou > 5 a différents points dans le temps

1 2 3 4 5 6

Période d'échantillonnage N 5 CTC 0S médiane en mois (IC a 95%) Log-rank
apres le début du traitement 2 <5 CTC >5CTC valeur p
Au départ 177 88 (50%) 21,9 (20,1a286) 10,9 (7,0a15,2) <0,0001

3-5 semaines 132 40 (30%) 21,7 (188a259) 62 (4,1a89) <0,0001

6-8 semaines 99 22 (22%) 19,1 (142222,1) 63 (48a98) 0,0001

9-14 semaines 129 24 (19%) 20,8 (17,8 a > 45) 64 (30a109) <0,0001

15-20 semaines 85 15 (18%) 20,1 (17,12 >35) 11,3 (202a229) 0,0021

1.3.3 La réduction ou I'augmentation du nombre de CTC permet de prévoir I'allongement ou la réduction de I'0S

Les durées d'0S écoulées ont été calculées depuis le prélevement sanguin initial. Pour I'analyse de Kaplan-Meier
(Figure 6), les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ont été réparties en quatre groupes selon leur
nombre de CTC au départ, 3-5 semaines, 6-8 semaines, 9-14 semaines et 15-20 semaines apres le début du traitement :

* Groupe 1 (courbe verte), 83 patientes (47%) avec <5 CTC lors de tous les prélevements sanguins. Cing (6%) de
ces patientes n’ont eu qu’un prélévement sanguin au départ, alors que deux (2%) ont eu un prélévement sanguin
unique entre le premier et le dernier prélévement sanguin ; toutes comptaient > 5 CTC ;

e Groupe 2 (courbe bleue), 38 patientes (21%) avec > 5 CTC avant le début du traitement, mais dont le nombre de
CTC avait chuté en-dessous de 5 lors de leur dernier prélevement sanguin ;

e Groupe 3 (courbe ), 17 patientes (10%) comptant <5 CTC lors d’un prélévement précoce (au départ, a 3-5
semaines et/ou a 6-8 semaines), mais dont le nombre avait augmenté a > 5 CTC lors du dernier prélévement sanguin ;

¢ Groupe 4 (courbe rouge), 39 patientes (22%) avec > 5 CTC lors de tous les prélévements sanguins. Dix (26%) de

ces patientes n’ont eu qu’un prélévement sanguin au départ. €631600004_FR
10 DS-SPE-25106



La Figure 6 montre que les patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique qui dépassent le seuil de 5 CTC a
tout moment aprés le début du traitement présentent un risque beaucoup plus élevé d'avoir une survie globale plus
courte. Les patientes ayant > 5 CTC a tous les points de temps (groupe 4) avaient I'0S médiane la plus courte, trés
¢éloignée de celle du , du groupe 2 et du groupe 1. La différence de survie médiane entre le etle
groupe 1 était également significative et, bien que I'0S médiane du ait été plus courte que celle du groupe 2,
la différence n’était pas statistiquement significative. La Figure 6 montre également que les patientes qui comptaient
> 5 CTC au départ, mais dont le nombre a éventuellement chuté a moins de <5 aprés le début du traitement, ont
approximativement le méme risque de décéder que celles dont les CTC n’ont jamais dépassé le seuil de 5 CTC.

Figure 6 : Une réduction du nombre de CTC a un niveau inférieur a 5 apres le début du traitement est prédictive
d’'une survie globale plus longue alors que I'augmentation du nombre de CTC a 5 ou plus est prédictive d'une
survie globale plus courte chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique.

08 médiane en
N ()
100% 1 <6 CTC lors de lous les prélévements BY(47%) 226 (20,4 & >45)
L 2 8 audépart et <8 CTC lors du dernier prélévement 38 (21%) 19,8 (14,6 4 31 5)
90%-
P p—— SIIPN] 40| RBE a4
80%- Comparaison  Log-rank
—_ des courbes valeur P*
é T0%— 1vs.2 0,2023
o 1vs. 00017
; 60%— 1vs. 4 <0,0001
: 2ve, 0,1025
U 0 (U [ - 2vs. A <0,0001
E vs. 4 0,0045
F 40% 1 1
£ 30
20%— 2
10%
“Valpal shins
0% 4 los et :;\‘:;mag\:m T
TTTT TR yrTTTIrr T T T r T T TET Y TFTrTTTITRETTIT N T T T TR T Ty T RrT T Tl
10 15 35 40 45 5

Durée depuis le départ (mois)

Comme illustré a la Figure 6 et aux colonnes 4 et 5 du Tableau 3, pour les patientes atteintes d’un cancer du sein
métastatique ayant un nombre de CTC > 5 a n'importe quel point dans le temps, la probabilité de décéder plus pré-
cocement était beaucoup plus élevée que pour celles ayant <5 CTC. Les durées de I'0S médiane des patientes
ayant <5 CTC allaient de 19,1 a 21,9 mois et étaient substantiellement plus longues que les durées de I'0S médiane
des patientes ayant > 5 CTC, qui allaient de 6,2 a 11,3 mois.

1.3.4 Analyse de la régression de Cox univariée chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique

Les paramétres suivants ont été analysés en utilisant une analyse de régression univariée selon le modéle de Cox
afin d'évaluer I'association avec la PFS et '0S : 4ge de la patiente (continu), stade de la maladie lors du diagnostic
(1-4), temps écoulé avant métastase (continu), statut ECOG avant le début d'une nouvelle ligne de traitement (0-2),
statut ER/PR (+/-), statut HER2/neu (0-3+), ligne de traitement (> 2éme ou 1ére), type de traitement (chimio/autre ou
hormonal/immuno), nombre de CTC de départ (> 5 ou <5 CTC/7,5 mL) et nombre de CTC lors du suivis 3-5 semaines,
9-14 semaines et 15-20 semaines aprés le début du traitement (> 5 ou <5 CTC/7,5 mL). Le Tableau 4 présente les
résultats de cette analyse ainsi que le hazard ratio (HR) de Cox et la valeur p associée (test Wald de statistique Z),
et le nombre de patientes dans chaque évaluation.
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Tableau 4 : Analyse de la régression de Cox univariée chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique

Nombre de ﬁsque de PFS a ﬁsque d'0Sa
Catég pati i partir du départ | partir du départ
Parametre d’un qancer_du
Positif | Négatif selng:it::::lque HR valeur p HR valeur p

Age lors du premier prélévement sanguin Age en années 175 0,99 0173 0,99 0,375
Stade lors du diagnostic primaire 4vs.3vs.2 vs. 1 164 0,97 0,723 1,00 0,969
ER/PR Positif Négatif 175 0,84 0,327 0,53 0,002
Her-2/neu 3+vs. 2+ vs. 1+ vs. 0 148 0,91 0,207 0,93 0,422
Statut ECOG de départ 2vs.1vs.0 172 1,14 0,307 1,64 0,001
Temps écoulé avant métastase Temps en années 175 097 0,048 0,95 0,018
Ligne de traitement >2eme Ter 175 1,55 0,007 191 0,001
Type de traitement unﬁ:‘l}:‘"i,‘;m H/Cetioul 1 197 | <0001 | 222 | <o0m
Nombre de CTC de départ >5 <5 1m 1,85 <0,001 2,36 <0,001
Nombre de CTC a 3-5 semaines >5 <5 132 252 <0,001 330 <0,001
Nombre de CTC a 6-8 semaines >5 <5 99 357 <0,001 281 <0,001
Nombre de CTC & 9-14 semaines >5 <5 129 2,89 <0,001 3,64 <0,001
Nombre de CTC & 15-20 semaines >5 <5 85 1,86 0,041 2,85 0,004

H/C/et/ou | — Thérapie Hormonale ou Inmunothérapie seule ou Combinaison d'une thérapie Hormonale et/ou d’'une Chimio et/ou

d'une Immunothérapie

1.3.5 Analyse de la régression de Cox multivariée chez les patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique

Des analyses de régression multivariées selon le modéle de Cox ont été effectuées sur des patientes atteintes d'un
cancer du sein métastatique afin d'évaluer la puissance de prédiction indépendante du nombre de CTC par ajuste-
ment des effets des facteurs cliniques importants connus qui sont statistiquement significatifs dans les analyses
univariées. Il a été observé que le nombre de CTC est un fort indice de prédiction de la PFS (Tableau 5) et de I'0S

(Tableau 6).
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Tableau 5 : Analyse de la régression de Cox multivariée sur la survie sans progression chez les patientes

atteintes d'un cancer du sein métastatique

Variable N Hazard Ratio Valeur P
Nombre de CTC au départ (<5 vs >5) 1,69 0,001
Temps écoulé avant métastase (années) - 0,98 0,154
Ligne de traitement (1ére vs. > 2éme) 1,52 0,013
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,74 0,001
Nombre de CTC lors du suivi a 3-5 semaines (<5 vs >5) 2,32 <0,001
Temps écoulé avant métastase (années) 132 0,97 0,166
Ligne de traitement (1ére vs. > 2éme) 1,68 0,008
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,50 0,060
Nombre de CTC lors du suivi a 6-8 semaines (<5 vs. >5) 2,92 <0,001
Temps écoulé avant métastase (années) 0,93 0,023
Ligne de traitement (1ére vs. > 2éme) % 1,36 0,175
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,90 0,005
Nombre de CTC lors du suivi a 9-14 semaines (<5 vs. >5) 2,23 0,002
Temps écoulé avant métastase (années) 129 0,97 0,170
Ligne de traitement (1ére vs. > 2éme) 1,48 0,061
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,73 0,007
Nombre de CTC lors du suivi a 15-20 semaines (<5 vs. >5) 1,58 0,140
Temps écoulé avant métastase (années) 0,96 0,064
Ligne de traitement (1ére vs. > 2éme) 8 1,80 0,018
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,66 0,049
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Tableau 6 : Analyse de la régression de Cox multivariée sur la survie globale chez les patientes atteintes d'un
cancer du sein métastatique

Variable N Hazard Ratio Valeur P
Nombre de CTC au départ (<5 vs >5) 2,62 <0,001
ER/PR (négatif vs positif) 0,57 0,016
Statut ECOG de départ (2 vs 1vs 0) 170 1,58 0,001
Temps écoulé avant métastase (années) 0,97 0,078
Ligne de traitement (1ére vs. 2eme) 2,33 <0,001
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,78 0,006
Nombre de CTC lors du suivi a 3-5 semaines (<5 vs >5) 378 <0,001
ER/PR (négatif vs positif) 0,51 0,020
Statut ECOG de départ (2 vs 1vs 0) 130 1,69 0,001
Temps écoulé avant métastase (années) 0,96 0,142
Ligne de traitement (1ére vs. 2éme) 2,30 0,001
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,72 0,026
Nombre de CTC lors du suivi a 6-8 semaines (<5 vs >5) 2,88 0,001
ER/PR (négatif vs positif) 0,58 0,062
Statut ECOG de départ (2 vs 1vs 0) % 1,32 0,173
Temps écoulé avant métastase (années) 0,94 0,135
Ligne de traitement (1ére vs. 2éme) 2,51 0,001
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 2,33 0,003
Nombre de CTC lors du suivi a 9-14 semaines (<5 vs >5) 414 <0,001
ER/PR (négatif vs positif) 0,39 0,002
Statut ECOG de départ (2 vs 1vs 0) 1,57 0,016
Temps écoulé avant métastase (années) 129 0,98 0,388
Ligne de traitement (1ére vs. 2éme) 2,21 0,003
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 2,28 0,003
Nombre de CTC lors du suivi a 15-20 semaines (<5 vs >5) 3,44 0,006
ER/PR (négatif vs positif) 0,38 0,024
Statut ECOG de départ (2 vs 1vs 0) - 1,33 0,321
Temps écoulé avant métastase (années) 0,94 0,150
Ligne de traitement (1ére vs. 2éme) 3,43 0,001
Type de traitement (hormonal/autre vs chimio uniquement) 1,67 0,166

1.4  Utilisation des CTC pour surveiller le statut clinique du cancer du sein métastatique
1.4.1 Lien entre la survie, les CTC et I'évaluation de la maladie par imagerie médicale

L'imagerie radiologique est un des outils principaux utilisés pour déterminer le statut de la maladie et la réponse
thérapeutique chez les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique. Afin d'établir le lien entre le statut
clinique déterminé par imagerie médicale et les CTC, les CTC mesurées a deux reperes de temps différents et les
résultats de I'imagerie médicale ont été comparés 1) au critére de la vraie survie globale clinique et 2) I'un par rap-
port a l'autre.

142 CTC

Des données antérieures ont montré que les patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ayant un nombre
de CTC > 5 par 7,5 mL de sang lors d'une des visites de suivi ultérieures ayant lieu aprés le début du traitement
présentaient une probabilité plus élevée de maladie évolutive et de diminution de la survie globale par rapport aux
patientes ayant <5 CTC par 7,5 mL de sang. Les résultats de CTC obtenus lors du premier suivi apres le début du
traitement, ainsi que ceux obtenus a + un mois de I'étude par imagerie médicale ont été classés comme <5 CTC et
> 5 CTC. Si plus d'une valeur de CTC a été obtenue a un + mois de I'étude par imagerie médicale, le résultat CTC
obtenu le plus proche de la date de I'étude de I'imagerie médicale a été utilisé.
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143 Imagerie médicale

Tous les sites d'imagerie médicale étaient en conformité avec les normes DICOM (Digital Imaging and Communications
in Medicine). A I'aide d'images numériques standardisées, deux experts radiologues (lecteurs), travaillant individu-
ellement et n"ayant accés a aucune information clinique, ont classifié chacune des évaluations de suivi de la mal-
adie (231 études d'images au total) provenant de 138 patientes présentant une maladie mesurable : indéterminé (1),
maladie stable (S), réponse partielle (RP) ou maladie évolutive (ME) selon les critéres bidimensionnels de I'Organisation
mondiale de la santé (OMS). Une maladie mesurable était définie comme la présence d'au moins une |ésion ayant
une longueur maximum > 2 cm. Les lecteurs ont identifié jusqu’a huit |ésions par patiente et par repére de temps en
décrivant la longueur maximum de la lésion ainsi que sa largeur maximum (perpendiculaire a la longueur). Ces deux
dimensions ont été multipliées et le « produit issu de la multiplication » a été rapporté. La somme des mesures pour
les « produits issus de la multiplication » a été calculée, et la modification du pourcentage par rapport au repére de
temps précédent a été déterminée. Bien que toutes les patientes présentaient une maladie mesurable, des |ésions
non mesurables (toujours détectables par radiologie) ont été incluses dans la détermination du statut des patientes
comme indiqué dans les lignes directrices de I'OMS. Une maladie évolutive était définie comme une augmentation >25%
de la somme de toutes les Iésions ou I'apparition d'une nouvelle Iésion mesurable ou non mesurable. Une réponse
partielle était définie comme une diminution de la somme de toutes les lésions > 50% et aucune nouvelle lésion.

Les interprétations radiologiques des deux experts radiologues ont été classifiées comme suit :
e S etRP étaient tous deux considérés comme reflétant une maladie non évolutive (MNE)
* ME était considéré comme reflétant une maladie évolutive

e dans les situations ol I'un des radiologues a rendu une classification Indéterminée (I) mais que I'autre radio-
logue a rendu une classification S, RP ou ME, la classification de ce dernier a été utilisée pour étre comparée
au nombre de CTC (n=11)

¢ Jlorsque les deux radiologues ont rendu une classification Indéterminée (1), les données n’ont alors pas été util-
isées pour étre comparées au nombre de CTC (n=3)

* untroisieme radiologue indépendant a permis de résoudre les désaccords entre les deux lecteurs primaires
concernant les résultats de type ME et MNE (n=27)

e dans les situations ou lorsque le troisiéme radiologue indépendant a rendu une classification Indéterminée (1),
les données n'ont pas été utilisées pour &tre comparées au nombre de CTC (n=2)

e Jlors d'études en série de I'imagerie médicale, les résultats radiologiques qui dataient de moins d'un mois et
provenaient d’'une observation précédente classifiée n‘ont pas été utilisés (n=1).

1.4.4 Lien entre la survie et I'imagerie médicale et les CTC

Des analyses de Kaplan-Meier distinctes ont été réalisées afin de comparer la survie globale des patientes
atteintes d’un cancer du sein métastatique dans les groupes Favorable (<5 CTC) et Défavorable (> 5 CTC) a I'aide
des résultats des CTC a deux repéres de temps différents et a I'aide de la premiére étude d’'imagerie médicale de
suivi. A I'aide des résultats des premiéres études de I'imagerie médicale de suivi réalisées 10,1 + 5,1 semaines
(médiane = 9,0 semaines) aprés le début du traitement (c.-a-d. le prélévement sanguin de départ), la survie médiane
de 96 (70%) patientes déterminées par imagerie médicale comme ayant une maladie non évolutive était de 23,8 mois
(IC @ 95% : 20,4 a 28,6) (Figure 7, Tableau 7). Pour les 42 (30%) patientes déterminées comme ayant une maladie
évolutive par imagerie médicale, la survie médiane était de 12,9 mois (IC a 95% : 7,1 & 19,3).

Pour les CTC du premier prélévement sanguin de suivi, réalisé 4,3 + 2,5 semaines (médiane = 4,0 semaines) apres le
début du traitement, la survie médiane de 104 (75%) patientes ayant des résultats de CTC favorables (moins de 5 CTC)
était de 21,9 mois (IC a 95% : 20,4 a 26,9) (Figure 8, Tableau 7). Trente quatre (34) patientes (25%) ayant des résul-
tats de CTC défavorables (> 5 CTC) avaient une survie médiane de 8,3 mois (IC a 95% : 5,9 a 15,1).

Afin de déterminer si les évaluations des CTC réalisées a une date plus proche de I'imagerie médicale se traduisaient
par des perspectives de survie similaires par rapport aux évaluations des CTC effectuées environ 4 semaines
apres le début du traitement, seules les patientes ayant eu des évaluations des CTC réalisées plus ou moins un
mois avant ou aprées la premiére étude de I'imagerie médicale de suivi (9,9 + 5,1 semaines, médiane = 8,8 semaines,
apres le début du traitement) ont été analysées (Figure 9, Tableau 7). Cent trente quatre (134) des 138 patientes
(97%) ont eu des évaluations des CTC moins d’un mois avant ou apres la premiére étude de I'imagerie médicale de
suivi. La survie médiane des 105 (78%) patientes avec des résultats de CTC favorables était de 21,9 mois (IC a 95% :
19,9 a 31,6). Pour les 29 (22%) patientes avec des résultats de CTC défavorables, la survie médiane était de 8,5 mois
(IC a95%:5,5 a 15,1). Ces données montrent que les évaluations des CTC aux deux repéres de temps procurent des
résultats similaires a I'imagerie médicale effectuée environ 9 semaines aprées le début du traitement (Clin. Cancer
Res. Vol 12: 6403 6409, November 2006).

e631600004_FR
15 DS-SPE-25106



Tableau 7 : Survie globale (0S) des patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique ayant eu une évaluation
des CTC environ un mois apres le début du traitement et moins d’'un mois avant ou apres I'évaluation radiologique

N Survie médiane et IC a 95% (mois)

Imagerie médicale 138
Favorable (MNE) 96 (70%) 23,8 (20,4 - 28,6)
défavorable (ME) 42 (30%) 129(7,1-193)

CTC lors du 1er suivi 138
favorable (<5) 104 (75%) 21,9(20,4 - 26,9)
défavorable (>5) 34 (25%) 8,3( 59-151)

Nombre de CTC (+ 1 mois avant ou apreés I'imagerie médicale) 134*
favorable (<5) 105 (78%) 21,9(19,9-31,6)
défavorable (>5) 29 (22%) 85( 55-151)

*Des évaluations des CTC ont été réalisées chez 134 des 138 patientes moins d’1 mois avant ou apres I'imagerie médicale.
Figure 7 : Corrélation entre I'évaluation radiologique et I'évaluation des CTC et la survie globale (0S) : Survie
globale (0S) des patientes atteintes d’'un cancer du sein métastatique ayant une maladie non évolutive (MNE)
ou une maladie évolutive (ME) lors de la 1ére étude de I'imagerie médicale de suivi (N=138)
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Figure 8 : Corrélation entre I'évaluation radiologique et I'évaluation des CTC et la survie globale (0S) : Survie
globale (0S) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ayant un nombre de CTC <5 ou > 5 lors du
1er suivi apres le début du traitement (N=138)
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Figure 9 : Corrélation entre I'évaluation radiologique et I'évaluation des CTC et la survie globale (0S) : Survie
globale (0S) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique ayant un nombre de CTC <5 ou > 5 + 1 mois
avant ou apres I'étude de I'imagerie médicale du premier suivi (N=134)
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1.45 Concordances entre les CTC et la surveillance radiologique

Comme cela est indiqué ci-dessus, les études de I'imagerie médicale sont un composant majeur des normes
actuelles en matiére de soins en ce qui concerne la détermination de I'évolution de la maladie et de la réponse
thérapeutique dans les cas de cancer du sein métastatique. Pour soutenir davantage I'efficacité des CTC dans la
réalisation de ces évaluations cliniques (Clin. Cancer Res. Vol 12: 6403-6409, November 2006), les tableaux deux par
deux des observations concordantes et discordantes entre les CTC et I'imagerie radiologique ont été établis en
utilisant les criteres précédemment décrits.

En n’utilisant que la 1ére étude de I'imagerie médicale de suivi, la réponse radiologique lors de cette visite a été
comparée aux résultats de CTC obtenus moins d’un mois avant ou aprés I'étude de I'imagerie médicale. Au total
134 des 138 patientes atteintes d’'un cancer du sein métastasique (97%) présentaient des résultats de CTC qui rem-
plissaient ce critere. Le résultat de cette comparaison « patientes » entre les CTC et 'imagerie médicale est
présenté au Tableau 8.
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Tableau 8 : Comparaison « patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique » des CTC et de I'imagerie médicale

l!ép"“s‘_" ala 1_ére étude d_e_ Nombre de CTC moins d'1 mois avant ou aprés I'imagerie médicale Total
I'imagerie médicale de suivi <5CTC/75mL >5CTC/7,5mL
Maladie non évolutive 85 9 94
Maladie évolutive 20 20 40
Total 105 29 134

Inférieur IC  Supérieur IC

Mesure Estimation a95% a 95%
% de concordance positive 50% 34% 66%
% de concordance négative 90% 83% 96%
Valeur prédictive positive 69% 49% 85%
Valeur prédictive négative 81% 2% 88%
Concordance globale 8% 70% 85%
Rapport des cotes 94 34 26,8

En utilisant toutes les études de I'imagerie médicale de suivi réalisées apreés le début du traitement sur les 138
patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique qui ont rendu des résultats de réponse radiologique utilisables
(n=225), ces résultats ont alors été comparés aux résultats de CTC obtenus moins d'un mois avant ou aprés I'étude
de I'imagerie médicale. Au total 219 des 225 (97%) études de I'imagerie médicale présentaient des résultats de CTC
remplissant ce critére. Le résultat de cette comparaison « observations » entre les CTC et I'imagerie médicale est
présenté au Tableau 9.

Tableau 9 : Comparaison « obhservation de patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique » des CTC et de
I'imagerie médicale

Réponse lors de toutes les études de Nombre de CTC moins d’1 mois avant ou aprés I'imagerie médicale Total
I'imagerie médicale de suivi <5CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Maladie non évolutive 151 16 167
Maladie évolutive 30 22 52
Total 181 38 219

Inférieur IC  Supérieur IC

Mesure Estimation a 95% a 95%
% de concordance positive 42% 29% 57%
% de concordance négative 90% 85% 94%
Valeur prédictive positive 58% 1% 74%
Valeur prédictive négative 83% 7% 89%
Concordance globale 79% 73% 84%
Rapport des cotes 6,9 3,0 15,8

Lors d'observations en série, seule une minorité des transitions pour les résultats de I'imagerie médicale entre une
maladie non évolutive et une maladie évolutive coincidait avec une transition correspondante des nombres de CTC
compris entre <5 e >5 CTC par 7,5 mL.

La valeur pronostique des résultats de CTC a un repere de temps plus précoce étant équivalente a celle des résultats
de CTC au moment de I'imagerie médicale (Figure 8 et Figure 9), une comparaison « patientes » a été effectuée en
utilisant les résultats provenant uniquement de la 1ére étude de I'imagerie médicale de suivi, réalisée environ 9
semaines apres le début du traitement et en utilisant les résultats de CTC obtenus lors du Ter suivi, réalisé environ
4 semaines apres le début du traitement. Les résultats de CTC des 138 patientes atteintes d'un cancer du sein
métastatique remplissaient ce critére. Le résultat de cette comparaison « patientes » entre les CTC a un moment
plus précoce et I'imagerie médicale est présenté au Tableau 10.

Tableau 10 : Comparaison « patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique » des CTC et de I'imagerie médicale

l!é'm"s‘_’ a Ia} 1_ére étude ‘!e_ CTC lors du 1er suivi Total
I'imagerie médicale de suivi <5CTC/7,5mL >5CTC/7,5mL
Maladie non évolutive 84 12 96
Maladie évolutive 20 22 42
Total 104 34 138
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Inférieur IC  Supérieur IC

Mesure Estimation a 95% a 95%
% de concordance positive 52% 36% 68%
% de concordance négative 88% 79% 93%
Valeur prédictive positive 65% 46% 80%
Valeur prédictive négative 81% 2% 88%
Concordance globale 1% 69% 84%
Rapport des cotes 77 3,0 19,9

1.46 Les CTC comme complément de I'imagerie médicale

Alors que la concordance globale entre les CTC et Iimagerie médicale était bonne (environ 78%), il existait un désac-
cord chez environ 22% des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique. Comme les informations provenant
des évaluations des CTC sont destinées a étre utilisées en association avec d'autres méthodes diagnostiques afin de
prendre des décisions en matiére de traitement, I'évaluation des CTC lors du 1er suivi (environ 4 semaines aprés le
début du traitement) et I'imagerie médicale ont été comparées, dans les groupes suivants, a la survie globale (0S)
afin de déterminer lequel des résultats discordants reflétait au mieux le pronostic de la patiente (Figure 10) :

e Groupe 1 (courbe verte), 84 (61%) patientes avec <5 CTC lors du 1er suivi et une MNE ;
e Groupe 2 (courbe bleue), 20 (14%) patientes avec <5 CTC lors du Ter suivi et une ME ;

¢ Groupe 3 (courbe ), 12 (9%) patientes avec > 5 CTC lors du Ter suivi et une MNE ;
e Groupe 4 (courbe rouge), 22 (16%) patientes avec > 5 CTC lors du 1er suivi et une ME.

Dans cette étude, la détermination des CTC est un facteur de prédiction indépendant fort pour la survie globale.
Les résultats de cette étude indiquent également que la combinaison des évaluations des CTC et des évaluations
radiologiques fournit I'évaluation du pronostic la plus exacte.

Figure 10 : Survie globale (0S) des patientes atteintes d'un cancer du sein métastatique des groupes 1,2, 3 et4 a
I'aide de I'évaluation des CTC lors du 1er suivi apres le début du traitement (n=138) et du statut de la maladie
déterminé lors de la 1ére étude de I'imagerie médicale de suivi
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1.5 Valeurs p non ajustées pour les tests d’hypothése multiples
151 CTC

La variabilité inter-lecteurs pour I'énumération des CTC lors du premier préléevement sanguin de suivi a été déter-
minée en comptant le nombre de fois que I'opérateur au site de test n'était pas en accord avec le laboratoire central
en ce qui concerne la classification d'un échantillon, c¢’est-a-dire > 5 CTC vs <5 CTC. Dans un sous-ensemble de 71
patientes, deux tubes de sang ont été prélevés et traités, et la classification > 5 CTC vs <5 CTC pour chacun des
deux tubes déterminée par le site ainsi que par le laboratoire central a été comparée.

1.5.2 Imagerie médicale

La variabilité inter-lecteurs a été déterminée en comparant les interprétations radiologiques des deux radiologues,
classifiees comme maladie non évolutive (MNE) vs maladie évolutive (ME). La variabilité intra-lecteur a été calculée
en comparant les interprétations radiologiques des deux radiologues dans un sous-ensemble de patientes, ou
chaque radiologue a déterminé la réponse lors de trois séances différentes, chaque séance étant séparée par un
minimum d'une semaine. Des segments d'imagerie médicale provenant d'évaluations plus tardives chez ces 138
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patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique et des évaluations des CTC avant le début du traitement et
lors de suivis plus tardifs ont également été étudiés.

Tableau 11 : Variabilité des évaluations radiologiques et des évaluations des CTC chez les patientes atteintes
d’un cancer du sein métastatique

Radiologie CTC/75mL
n MNE vs ME n <5vs >5
désaccord désaccord
Inter-lecteurs
Ter suivi 132 11,4% 138 0,7%
Tous les suivis 217 13,4% 695 1,0%
Intra-lecteur
Ter suivi
Lecteur 1 (Radiologie) 24 25,0% — —
Lecteur 2 (Radiologie) 22 9,1% — —
Tous les suivis
Lecteur 1 (Radiologie) 30 20,0% — —
Lecteur 2 (Radiologie) 28 10,7% — —
CTC d'un tube a l'autre
Ter suivi — — Al 5,6%
Tous les suivis — — 403 55%

Le Tableau 11 montre que la variabilité inter-lecteurs des déterminations radiologiques était significativement plus
élevée a la fois dans I'évaluation de la maladie lors du premier suivi et dans les évaluations de suivi de la maladie
ultérieures lorsqu’elle est comparée a la variabilité inter-lecteurs des énumérations des CTC dans les mémes
groupes (valeur P de Fisher : P <0,001).

Dans les cas ot I'évaluation des CTC et I'évaluation radiologique sont discordantes, le nombre de CTC fournit I'éval-
uation pronostique la plus précise

2 Patients atteints d’un cancer colorectal métastatique (MCRC)

Un essai clinique multicentrique prospectif a été mené afin de déterminer sile nombre de CTC permettait de prédire
I'évolution de la maladie et la survie. Des patients atteints d'un cancer colorectal métastatique présentant une maladie
mesurable (N=430) et commencant une nouvelle ligne de traitement ont été recrutés. Les données cliniques ont
été analysées sur la base d'une intention de traiter. Les données démographiques des patients sont présentées
dans le Tableau 12.

Le nombre de CTC initial a été déterminé avant le début d’une nouvelle ligne de traitement. Les nombres de CTC de
suivi ont été déterminés apres le début du traitement, a approximativement 3 a 4 semaines d'intervalle. Pour les
analyses avant traitement, la survie sans progression (PFS) a été mesurée a partir du prélévement sanguin de départ
jusqu’au diagnostic de progression par CT Scan et/ou I'apparition de signes et symptomes cliniques, et la survie
globale (0S) a été mesurée a partir du prélevement sanguin de départ jusqu’au moment du décés. Pour les analyses
de suivi, la PFS a été mesurée a partir du prélévement sanguin de suivi jusqu’au diagnostic de progression ou jusqu’'au
déces, et I'0S a été mesurée a partir du prélévement sanguin de suivi jusqu’au déces.
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Tableau 12 : Données démographiques de patients atteints d'un cancer colorectal métastatique

Catégorie N=430 patients
Age de départ (en années) Moyenne * écart type (médiane) 63,0+ 126 (64)
Années écoulées avant métastase Moyenne + écart type (médiane) 0914 (0,1)
Description des catégories Nombre de sujets (% par rapport au total)
Femme 192 (45%)
Sexe Homme 238 (55%)
Caucasienne 305 (71%)
. . Africaine 44 (10%)
Origine ethnique Autre 12 ( 3%)
Inconnu 69 (16%)
0 196 (46%)
. 1 187 (43%)
Score ECOG au départ 2 31 7%)
Inconnu 16 ( 4%)
Colon 292 (68%)
Type de tumeu