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Cible mécanistique de la Rapamycine

MutS homolog 2 et 6

MutL homog 1

Facteur Nucléaire kappa B

Cellules Tueuses Naturelles

Protéine tumorale p53

Protéine 1 de mort cellulaire programmeée

Ligand 1 ou Ligand 2 de la protéine 1 de mort cellulaire
programmeée

Phosphatidylinositol 3-Kinase

Post-meiotic segregation 2

ADN Polymerase epsilon

Phosphatase and TENsin Homolog

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Retrovirus Associated Sequence

Protéine du geéne du Rétinoblastome

Géne du Rétinoblastome

Protéine 1 de mort cellulaire programmée soluble
Ligand 1 de la protéine 1 de mort cellulaire programmée soluble
Facteur Transducteur du Signal et Activateur de la Transcription
Sérine Thréonine Kinase 11

Macrophages Associés aux Tumeurs

Récepteur des Cellules T

Facteur de croissance transformant béta

Lymphocytes auxiliaires (7 helper)

Lymphocytes T infiltrant

Lymphocytes T infiltrant surexprimant PD-L1

Protéine-3 des cellules T contenant un domaine immunoglobuline
et un domaine mucine

Récepteur de type Toll

Structure Lymphoides Tertiaires

Facteur de Nécrose Tumorale alpha

Tumeur, Ganglions, Métastases (Tumor, Node, Metastasis)
Géne de la Protéine Tumorale 53

Score de Proportion Tumorale

(Lymphocytes) T régulateurs

Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
Récepteur du VEGF

Gene Von-Hippel Lindau

Virus de I’Immunodéficience Humaine
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INTRODUCTION

Le traitement d’un cancer est un challenge médical et durant plusieurs décennies, la
stratégie thérapeutique était composée de la triade chirurgie, radiothérapie et chimiothérapie
(1,2). A partir des années 1970, les mécanismes moléculaires et génétiques liés au cancer
ont été progressivement caractéris€s, et ont servi de base au développement d’agents ciblés
issus des biotechnologies, plus spécifiques et mieux tolérés (2). En 2004, les premiéres
thérapies ciblées anti-angiogéniques ont ét¢ approuvées (3—6). Elles permettent de cibler la
surexpression de facteurs pro-angiogéniques par les cellules tumorales, impliqués dans la
croissance tumorale et la prolifération métastatique (2,7). En ciblant spécifiquement
I’expression de ces facteurs, ces agents induisent des effets secondaires périphériques
limités, contrairement aux chimiothérapies dont 1’activité cytotoxique est également dirigée
sur les cellules saines (1,8). Toutefois, de nombreux phénomenes de résistances innées ou
acquises ont été observés, limitant finalement 1’efficacité au long-terme de ces traitements.
Des travaux ont donc été réalisés afin d’en déterminer I’origine et ont mis en évidence le
role d’autres éléments constitutifs du microenvironnement tumoral, tel que le systéme
immunitaire (7).

Le 1¢ octobre 2018, le prix Nobel de médecine ou physiologie a été décerné aux
Professeurs Tasuku Honjo, immunologiste et professeur a I’Université de Kyoto, et James
Allison, immunologiste et professeur a I’Université du Texas MD Anderson Cancer Center
(8-10). Les lauréats ont été récompensés pour leurs découvertes en immuno-oncologie sur
les points de controle immunitaire et leur fonction dans I’immunogénicité tumorale (9). Le
Professeur Honjo a contribué¢ a I’identification de la protéine 1 de mort cellulaire
programmeée (Programmed cell Death type 1 ou PD-1) en 1992 (11). Ses travaux ont ensuite
porté sur ce récepteur, dit point de contréle immunitaire, puis ses ligands afin d’en
comprendre 1’implication dans le cancer. Le Professeur Allison a participé a I’identification
de 1I’Antigéne-4 des lymphocytes T cytotoxiques (Cytotoxic T-Lymphocytes-Associated
protein 4 ou CTLA-4) en 1987, également considéré comme point de contréle immunitaire
(8). Ces découvertes ont contribué a I’apparition des immunothérapies et des inhibiteurs des
points de controle immunitaire, ce qui constitue un paradigme dans I’approche thérapeutique
anticancéreuse ou la cible n’est plus la cellule tumorale mais le systéme immunitaire en place

(8,12).
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Depuis une dizaine d’années, les thérapies ciblées et immunothérapies sont donc
venues compléter 1’arsenal thérapeutique des agents antinéoplasiques. En dépit de leur
efficacité prometteuse dans de nombreux types de cancers, les données montrent que certains
patients ne semblent pas répondre parfaitement a ces agents, en résistant d’emblée ou plus
tardivement au traitement. Ces observations supportent la nécessité¢ d’identifier des
biomarqueurs prédictifs de leur efficacité afin de tirer le plus de bénéfice de 1’arsenal
thérapeutique actuellement disponible. Cette recherche de biomarqueurs s’inscrit dans le
contexte de médecine personnalisée basée sur les preuves, ou le choix de 1’agent adapté
repose a présent sur les caractéristiques cliniques, moléculaires et génétiques identifiées chez
le patient. Ces données permettent ainsi d’anticiper la réponse au traitement ciblé et servent
donc de rationnel a la décision thérapeutique.

L’objectif de cette these est de fournir une revue actualisée des biomarqueurs prédictifs
de lefficacité des inhibiteurs du point de contréle immunitaire PD-1 et du ligand 1 de la
protéine 1 de mort cellulaire programmée (Programmed Death Cell Ligand 1 ou PD-L1), le
contexte de leur découverte, leur intérét, et les limites de leur utilisation. Dans une premiere
partie, nous retracerons les grands principes de I’oncogeneése et de I’immunité anti-tumorale
a l’origine du développement des inhibiteurs du PD-(L)1. Nous décrirons également
I’arsenal thérapeutique disponible en Europe, son utilisation, et les cas de résistances
thérapeutiques qui servent de rationnel a la recherche de biomarqueurs. Dans la deuxiéme
partie, les biomarqueurs identifiés ou a 1’étude seront discutés. Nous évoquerons pour cela
les éléments qui ont conduit a leur identification. Nous décrirons leur utilité dans la décision
thérapeutique et également les dispositifs de diagnostic in vitro destinés a leur mesure le cas
échéant. Enfin, nous discuterons les limites de ces biomarqueurs dans la prédiction de la

réponse au traitement.
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1 GENERALITES SUR L’ONCOGENESE, L’ IMMUNITE ANTI-
TUMORALE ET LES INHIBITEURS DU POINT DE
CONTROLE IMMUNITAIRE PD-1/PD-L1
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1.1 Principes de I’oncogenése

L’oncogenése se caractérise par plusieurs propriétés distinctes et complémentaires
acquises par la cellule saine et responsables de sa transformation en cellule cancéreuse
(13,14). Ces propriétés correspondent a des altérations dans la machinerie cellulaire qui, en
situation physiologique, régule la prolifération, la différenciation et I’apoptose des cellules
saines.

Six propriétés ont été initialement identifiées, lors de nombreuses études réalisées a la
fin du XXéme siecle, puis recensées dans une revue par Douglas Hanahan et Robert
Weinberg en 2000 (Figure 1) (13). Ces propriétés ont été complétées et corrigées a la suite
de I’acquisition de nouvelles données durant la décennie suivante, et recensées de nouveau
par D. Hanahan et R. Weinberg dans une revue actualisée en 2011 (14). Le cancer est alors
appréhendé sous un nouvel aspect, intégrant la cellule cancéreuse elle-méme mais aussi le
microenvironnement tumoral et ses relations avec 1’hote. Nous allons voir certains de ces
parametres, qui servent de base aux concepts de thérapies ciblées et d’immunothérapies du

cancer.

1.1.1 Les propriétés acquises de la cellule cancéreuse : « the Hallmarks of Cancer »

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figure 1 : Représentation des six propriétés de la cellule tumorale.
Reproduction autorisée, d’aprés Hanahan et Weinberg (14).
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1.1.1.1 Stimulation maintenue et autonome du signal de croissance cellulaire

Lors du cycle cellulaire, le passage physiologique d’un stade quiescent a un stade
prolifératif est induit par la présence de facteurs de croissance mitogenes qui sont captés par
la cellule via des récepteurs transmembranaires, en particulier les récepteurs aux tyrosines
kinases (15,16). La liaison ligand-récepteur produit un signal, transduit par le récepteur, qui
active une cascade de signalisation intracellulaire, notamment la voie des Mitogen Activated
Protein Kinase (MAPK) impliquée dans la régulation du cycle cellulaire (17,18). De
nombreux mécanismes physiologiques interviennent dans la balance entre la transduction de
signaux activateurs ou inhibiteurs de la division cellulaire.

Les cellules tumorales acquicrent la capacité¢ de stimuler de maniére autonome et
soutenue le signal de croissance, en agissant au niveau extracellulaire ou intracellulaire.
L’auto-synthese de facteurs de croissance a ét¢ 1’un des premiers mécanismes identifiés (19).
Surexprimés par rapport a la situation physiologique, ils induisent une stimulation autocrine
de la cellule cancéreuse qui rompt I’équilibre naturel en faveur d’une prolifération active
(20). Cette propriété confere a la tumeur une relative indépendance vis-a-vis du milieu, et
lui permet donc de proliférer également dans un milieu isolé. Les cellules cancéreuses
peuvent aussi stimuler les cellules saines présentes dans I’environnement tumoral afin de
forcer la sécrétion paracrine de facteurs de croissance exogenes (21).

Au niveau de la paroi cellulaire, les récepteurs aux tyrosines kinases peuvent étre
surexprimés ou présenter une altération structurale (22—-24). Ces anomalies contribuent a
exacerber la sensibilit¢ des récepteurs aux facteurs exogenes, parfois présents en quantité
qui, en situation physiologique, n’engendrerait pas de signal prolifératif. Les cellules
tumorales peuvent également influencer le type de récepteurs qu’elles expriment, et en
particulier les intégrines afin de favoriser celles impliquées dans la transduction des signaux
de croissance et de migration (25).

La prolifération autonome de la cellule cancéreuse peut étre également induite par
I’altération des protéines impliquées dans la cascade de signalisation intracellulaire.
L’altération structurelle de la protéine codée par le geéne Retrovirus Associated Sequences
(RAS), par exemple liée a la mutation de I’oncogene V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS), lui permet de libérer des signaux mitogéniques sans nécessiter
d’induction par la liaison ligand-récepteur (26). D’autres mécanismes analogues ont été
identifiés, comme I’altération fonctionnelle du géne suppresseur de tumeur Phosphatase and

TENsin homolog (PTEN) ou I’inhibition pharmacologique de la cible mécanistique de la
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Rapamycine (mTOR), qui conduisent a ’amplification du signal porté par la PI3 kinase
(PI3K) et ses effecteurs la protéine kinase B (Akt) et la mTOR (27-31).

Toutefois, la caractérisation des oncogenes et de leur implication dans la prolifération
tumorale a permis de mettre en €évidence un phénomeéne paradoxal : la surexpression
d’oncogenes induirait la sénescence de la cellule tumorale (32). Pour survivre, certaines
cellules sont donc capables d’ajuster la quantité de signaux prolifératifs afin d’échapper a ce
mécanisme de sénescence induite, tandis que d’autres cellules tumorales peuvent supporter
un niveau ¢levé de signaux oncogéniques grace a I’acquisition de capacités alternatives

comme la résistance a la sénescence et a I’apoptose (33,34).

1.1.1.2 Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs

Le maintien de ’homéostasie cellulaire au sein des tissus et la régulation de la division
cellulaire reposent sur I’équilibre entre les signaux de croissance et les signaux anti-
prolifératifs (15). Le principe de transduction du signal reste le méme : les facteurs anti-
prolifératifs solubles comme le facteur de croissance transformant béta (TGFP) présents dans
I’environnement de la cellule sont captés par les récepteurs transmembranaires (35-39).
Cette liaison active une cascade de signalisation intracellulaire en faveur de ’arrét de la
prolifération cellulaire. La plupart de ces signaux sont dépendants de génes suppresseurs de
tumeur, en particulier le géne du rétinoblastome (RB1) et le géne de la protéine tumorale p53
(TP53) (40—42). RB1 a un rdle dans la transduction des signaux extracellulaires tandis que
TP53 est mobilisé en présence d’anomalies intracellulaires (altérations génomiques, stress
oxydatif, anomalies métaboliques, exces de signaux prolifératifs) (43,44). La cellule passe
alors soit en phase de quiescence réversible, qui pourra étre réactivée par un signal de
croissance, soit en phase post-mitotique irréversible, qui conduira a la différenciation de la
cellule (15).

Un autre mécanisme prépondérant est I’inhibition de contact. Ce mécanisme implique
les génes de la neurofibromatose de type 2 (NF2) et de la kinase hépatique B1 (LKB/), dont
les produits sont responsables de 1’adhésion cellulaire, de la séquestration des signaux
mitogéniques et du maintien de I’intégrité tissulaire via 1’organisation de la structure
épithéliale (45—47). La création des jonctions intercellulaires constitue donc également un

signal d’arrét de prolifération.
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La cellule tumorale devient insensible a ces signaux inhibiteurs grace a des mutations
ou dérégulations du récepteur au TGFp, a plusieurs niveaux dans la cascade de signalisation,
ou encore au niveau des genes TP53 et RB1 (42,48,49).

Par ailleurs, dans la mesure ou la cellule acquiert la capacité de favoriser I’expression
des récepteurs responsables de la transduction des signaux de croissance, cela implique par
extension I’inhibition de ceux impliqués dans la transduction des signaux anti-prolifératifs
(25).

Finalement, la cellule tumorale est en mesure de compromettre I’expression des geénes

suppresseurs de tumeurs impliqués dans I’inhibition de contact (46).

1.1.1.3 Résistance a l’apoptose

En situation physiologique, la multiplication des cellules est également limitée par la
mort cellulaire programmée, au moyen de deux voies de signalisation (50). La voie
extrinséque, médiée par le fragment inducteur d’apoptose (Fas), est impliquée dans la
transduction des signaux extracellulaires (51,52). La voie intrinséque mitochondriale est
activée en présence d’anomalies intracellulaires, comme les altérations de [’acide
désoxyribonucléique (ADN) détectées par p53 ou I’activation de I’oncoprotéine Myc (53—
55). Cette voie est principalement médiée par les protéines codées par le géne du lymphome
a cellules B 2 (BCL2) qui ont une action régulatrice pro- ou anti-apoptotique (51).

La cellule cancéreuse acquiert un phénotype qui lui confére une résistance a
I’apoptose, a travers plusieurs mécanismes : mutation du géne suppresseur de tumeur 7P53,
surexpression des oncogenes BCL2 et MYC qui va augmenter la quantité de régulateurs anti-
apoptotiques, la sous-expression des facteurs de survie et des régulateurs pro-apoptotiques,

ou encore I’expression d’un analogue du récepteur Fas (55-57).

1.1.1.4 Potentiel de réplication illimité

Les cellules saines sont soumises a un nombre de divisions limité. Ce phénomeéne est
li¢ a Iattrition progressive des séquences d’ADN télomériques au cours des réplications
(58,59). Lorsque leurs extrémités atteignent une limite d’érosion donnée, la cellule entre en
crise télomérique (60). Les chromosomes peuvent fusionner, générant des désordres
caryotypiques qui conduisent la cellule a entrer en sénescence dite réplicative ou en
apoptose. La sénescence réplicative est une horloge biologique intrinseque, indépendante de

la sénescence cellulaire induite par des signaux hétérotypiques.
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Les cellules tumorales ont la capacité d’échapper a cette dégénérescence programmée
en exprimant la télomérase ou par des recombinaisons inter-chromosomiques au niveau des
télomeres (61,62). Ces deux mécanismes permettent le maintien de la longueur des
extrémités chromosomiques et le potentiel de réplication devient illimité. Ce patrimoine
génétique est ensuite transmis aux cellules filles qui sont alors immortalisées d’emblée. Par
ailleurs, des études ont permis d’observer que I’expression de la télomérase est retardée dans
certains types de tumeurs (63). Ces cellules ont donc le temps d’acquérir des aberrations
chromosomiques qui seront consolidées a la suite de 1’expression de la télomérase et seront
transmises a leur descendance. Ces aberrations génomiques peuvent notamment induire
I’apparition d’oncogenes mutants ou la perte de genes suppresseurs de tumeurs qui

favoriseront I’oncogenese.
1.1.1.5 Angiogenese continue

Les vaisseaux sanguins présents au sein du parenchyme transportent des substances
nutritives et de I’oxygene, nécessaires au fonctionnement de la machinerie cellulaire.
Cependant, les capacités prolifératives de la cellule cancéreuse requierent un apport en
nutriments considérablement plus élevé, et 1’augmentation de la masse tumorale
engendrerait nécessairement 1’¢loignement des cellules du systéme vasculaire. Pour
compenser cette problématique, les cellules tumorales acquicrent la capacité de stimuler
I’angiogenese afin de créer de nouveaux capillaires qui pourront envahir la masse tumorale
au fur et a mesure de son invasion tissulaire (64). Bien que principalement nécessaire aux
tumeurs avancées, cette néovascularisation commence a se développer a un stade précoce
de I’oncogenese (65).

L’angiogenése est un processus qui repose sur 1’équilibre entre 1’action de facteurs
pro- et anti-angiogéniques. Les cellules néoplasiques sont en mesure de stimuler la sécrétion
de facteurs pro-angiogéniques comme le facteur de croissance de 1I’endothélium vasculaire
(VEGF) ou le facteur de croissance des fibroblastes (66). Ces facteurs sont les ligands de
récepteurs a tyrosines kinases exprimés a la surface des cellules endothéliales. Plusieurs
mécanismes peuvent conduire a cette surexpression, notamment 1’altération de 1’oncogene
RAS, ou I’altération du géne suppresseur de tumeur Von-Hippel Lindau (VHL) qui induit de
I’hypoxie. Les cellules de I’'immunité innée, en particulier les macrophages, ont un role dans
la protection de la néovascularisation (67). Des mécanismes inhibiteurs sont également

impliqués dans ce swifch angiogénique : les cellules peuvent inhiber la sécrétion de
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molécules angiostatiques et anti-angiogéniques, notamment via la mutation du 7P53, ou
synthétiser des enzymes qui vont contrdler la biodisponibilité intracellulaire des facteurs

pro- et anti-angiogéniques (66,68,69).

1.1.1.6 Invasion tissulaire a distance

Cette caractéristique finale de la progression néoplasique est conditionnée par
I’acquisition préliminaire des propriétés sus-décrites, ce qui explique la durée variable
observée entre le développement de la tumeur primitive et le développement de métastases.
Il n’y a pas d’ordre d’acquisition prédéterminé, et toutes ne sont pas nécessairement
acquises. Toutefois, la prolifération cellulaire, la résistance a I’apoptose et 1’angiogenése
accrue sont par définition indispensables.

Ensuite, les grandes étapes de la cascade métastatique sont globalement constantes :
des cellules tumorales perdent leur adhésion au niveau du site primitif et integrent la
circulation sanguine et lymphatique par intravasation (70). Elles sont transportées au niveau
d’un site secondaire, qu’elles vont infiltrer par extravasation. Elles colonisent ensuite ce
nouveau site en formant d’abord des micrométastases, qui pourront évoluer en tumeurs
macroscopiques.

Les mécanismes impliqués dans la cascade métastatique sont, eux, variables et
nombreux. La transition épithélio-mésenchymateuse est principalement a 1’origine de la
perte d’adhésion cellulaire (71). La tumeur est capable d’induire ce phénomene
physiologiquement observé lors de I’embryogenése et développer un phénotype favorable a
I’invasion : dérégulation de I’expression de molécules impliquées dans les jonctions
intercellulaires, inhibition de 1’expression des genes responsables de 1’inhibition de contact,
expression d’enzymes dégradant la matrice cellulaire, et augmentation de la motilité (72—
75). De plus, I’oncogene RAS et le TGFp, paradoxalement a son action anti-proliférative,
sont impliqués dans 1’activation de la transition épithélio-mésenchymateuse (76). Les autres
étapes du processus d’invasion et de colonisation sont grandement dépendantes du
microenvironnement présent au niveau du site secondaire, constat initialement décrit par
Stephen Paget en 1889 dans sa théorie de la graine et du sol (77). On notera en particulier
I’action anti-tumorale exercée par le systtme immunitaire, afin de réprimer le passage des
micrométastases a un stade macroscopique : il s’agit d’un état de veille dit dormance

tumorale que I’on décrira plus loin (78).
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1.1.2 Les capacités émergentes et propriétés favorisant le développement tumoral

Deux nouvelles caractéristiques plus récemment décrites sont venues compléter
I’arsenal des capacités acquises par la cellule tumorale lors de 1’oncogenése (Figure 2) (14).
Des propriétés liées a 1’hote et au microenvironnement ont également été associées au

développement de la cellule cancéreuse.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 2 : Propriétés émergentes et caractéristiques favorisant [’'oncogenése.

Ces propriétés et caractéristiques plus récemment décrites sont venues complétées celles
déja établies (en gris), et représentées sur la figure 1. Reproduction autorisée, d’apreés
Hanahan et Weinberg (14).

1.1.2.1 Les propriétés du microenvironnement tumoral favorisant l’'oncogenése

1.1.2.1.1 Instabilité génomique

Il est admis aujourd’hui que I’existence de mutations d’oncogenes ou de genes
suppresseurs de tumeurs constitue un point commun a la plupart des propriétés acquises de
la cellule tumorale, et a la plupart des cancers.

L’acquisition d’un génome instable est favorisée par des facteurs exogeénes (rayons ultra-
violets, agents alkylants, tabagisme...) ou endogénes, comme les divisions multiples
auxquelles sont soumises les cellules tumorales et qui multiplient le risque de développer
une mutation ponctuelle. Dans les cancers sporadiques, certains génotypes permettent de
sélectionner les clones mutés (notamment ceux impliquant une mutation du gene
suppresseur de tumeur 7P53, de la télomérase, ou d’autres oncogeénes) au détriment des

clones non mutés (79). Cette sélection permet I’expansion clonale et contribue a induire
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d’autres dommages génomiques favorables a la progression du cancer. Les cancers
héréditaires se caractérisent souvent par I’instabilité microsatellitaire ou chromosomique,
induite par ’altération des genes impliqués dans le processus de réparation de I’ADN (80).
Les ¢léments constitutifs de ’instabilité du génome sont aujourd’hui reconnus comme
biomarqueurs pronostiques mais aussi prédictifs, a travers notamment la charge
mutationnelle des tumeurs. Ces éléments seront détaillés dans le chapitre 2.2 dédié aux

biomarqueurs génétiques.

1.1.2.1.2 Inflammation favorisant I’oncogenése

L’inflammation du microenvironnement tumoral a été mise en évidence grace a
I’observation de nombreuses similitudes entre le processus de cicatrisation normale des
blessures et la constitution du stroma tumoral (81). Peu de différences ont ét¢ identifiées, si
bien que la tumeur correspondrait finalement a une blessure qui ne cicatrise jamais,
traduisant un état inflammatoire chronique. Bien qu’il ait été reconnu au XIX°™ siécle par
Rudolf Virchow que les cellules du systéme immunitaire contribuaient a lutter contre la
tumeur en linfiltrant, la découverte de I’inflammation soutenue dans I’environnement
tumoral a permis de reconnaitre 1’existence des effets déléteéres du systéme immunitaire, a
I’instar de ceux observés dans les maladies chroniques : fibrose, angiogenese accrue et
développement néoplasique (82). La création d’un environnement inflammatoire peut donc
servir de base au développement des autres propriétés décrites dans ce chapitre. De ce fait,
la dualité du role du systéme immunitaire et de I’inflammation dans la promotion ou dans la
régression de I’oncogenése constitue aujourd’hui une caractéristique non pas de la tumeur
elle-méme mais de son environnement et de [’hdte a considérer dans 1’approche
thérapeutique du cancer. Ceci peut notamment étre illustré dans le cadre de traitements par
des thérapies non ciblées, comme les chimiothérapies ou la radiothérapie. Ces thérapies
agissent indifféremment sur les cellules tumorales et les cellules saines de 1’organisme et
contribuent a engendrer une inflammation, facilitant ainsi la progression tumorale et donc
I’échec du traitement. Le détail des mécanismes intervenant dans cette inflammation sera
traité dans le chapitre 2.3.2, ou I’on mettra en évidence leur role potentiel de biomarqueur

prédictif.
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1.1.2.2 Modulation du métabolisme énergétique cellulaire

L’anomalie métabolique présente dans les cellules cancéreuses a été identifiée dans les
années 1920 par Otto Warburg (83,84). Les cellules tumorales parviennent a modifier leur
métabolisme énergétique afin de privilégier la glycolyse, méme en condition d’aérobie.
Cette adaptation leur permettrait donc de subvenir a leurs besoins énergétiques dans des
milieux hypoxiques, situation parfois rencontrée avec I’éloignement des cellules tumorales
des vaisseaux sanguins lors de proliférations cellulaires particulierement rapides. Plusieurs
hypothéses ont été émises afin de justifier 1’agressivité observée des tumeurs en présence
d’hypoxie (85). L’une d’entre elles serait que la glycolyse permettrait de produire des
nucléosides et des acides aminés réutilisables dans la biosynthése de nouvelles cellules
tumorales (86).

Les ¢études sur I’implication des oncogeénes et geénes suppresseurs de tumeurs dans
I’oncogenese ont permis d’associer ce qu’on appelle aujourd’hui D’effet Warburg a
I’altération de ces geénes. Dans le carcinome a cellules rénales (CCR), la perte d’expression
du géne suppresseur de tumeur VHL conduit a I’accumulation des facteurs de transcription
induits par I’hypoxie, HIF-loa et HIF-2a (87-89). Les HIF-a sont des facteurs de
transcription du géne VEGF, ce qui confere aux CCR des capacités angiogéniques
particulierement accrues (90). Ils ciblent également de nombreux geénes codants pour des
protéines impliqués dans le métabolisme du glucose, les métalloprotéases a 1’origine de la
matrice extracellulaire ou encore pour la E-cadhérine responsable de la transition épithélio-
mésenchymateuse (91-93). D’autres protéines sont finalement influencées par
I’accumulation des HIF-a. Ces facteurs constituent des ¢léments clés de la prolifération, de

la migration, du métabolisme et de la survie des cellules tumorales lorsqu’ils sont dérégulés.

1.1.2.3 Echappement au contréle du systeme immunitaire

La capacité des cellules cancéreuses a échapper a la surveillance du systéme
immunitaire constitue la derniére caractéristique recensée (14,94). Cette propriété fera

I’objet du chapitre suivant.

D’une maniére générale, I’ensemble des propriétés acquises par la cellule tumorale
impliquent des facteurs communs, en particulier la mutation d’oncogeénes et genes
suppresseurs de tumeurs. Il est cependant difficile de déterminer un point de départ a

I’initiation de I’oncogenese, les différentes propriétés se recoupant a plusieurs niveaux. Les
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mécanismes et facteurs a I’origine de ces phénotypes particuliers continuent d’étre affinés et
découverts, permettant de développer de traitements ciblés sur ces points communs afin

d’agir simultanément a plusieurs niveaux de la progression néoplasique.
1.2 Systeme immunitaire et cellule cancéreuse : impacts respectifs

1.2.1 Concept de Pimmunoédition : le systéme immunitaire contre le cancer

Le systéme immunitaire intervient dans la prévention anticancéreuse via trois niveaux
de régulation. Deux sont liés a I’environnement tumoral : I’¢limination des virus oncogenes
responsables de tumeurs viro-induites et la suppression de I’inflammation ou de I’infection,
qui constitueraient un environnement prédisposant et favorable a I’oncogenése (81,95). Le
troisiéme niveau de régulation correspond a 1’identification et a 1’élimination des cellules
cancéreuses néoformées a un stade précoce. Cette hypothése appelée immunosurveillance a
¢été émise pour la premiere fois en 1909 par Paul Ehrlich puis reformulée dans les années
1950' (96-98).

Par définition, le cancer ne devrait donc pas pouvoir se développer chez les individus
immunocompétents. L’assomption de 1’existence manifeste d’un mécanisme d’échappement
tumoral a donc ét¢ le rationnel de nombreuses études réalisées sur modéles murins (99-102).
Ces recherches sont venues étayer le concept d’immunosurveillance initialement décrit,
mettant en évidence I’implication du systéme immunitaire dans la modulation de
I’immunogénicité des cellules cancéreuses. Détaillée pour la premiere fois en 2002, la
théorie compléte de I’immunoédition permet d’illustrer le processus d’immunité anti-
tumorale et les moyens mis en ceuvre par la cellule cancéreuse pour y échapper (101,103).
Trois phases sont distinguées: I’¢élimination qui inclut en partie le concept
d’immunosurveillance originel, I’équilibre, et 1’échappement tumoral (94).

Ce concept sert de rationnel a la proposition de I’immunoévasion comme une propriété

additionnelle acquise par la cellule néoplasique (14,101).

! Cette hypothése a été formulée selon trois constats :
- les patients immunodéprimés suite a une transplantation développaient davantage de tumeurs que les
patients immunocompétents,
- les patients ayant un cancer peuvent développer des réponses immunitaires innées et adaptatives
spontanées,
- laprésence de lymphocytes infiltrant la tumeur est un marqueur pronostique positif (94).
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1.2.1.1 L’élimination par ['immunosurveillance

L’immunosurveillance effectuée par le systéme immunitaire a pour objectif de discriminer
les cellules dites du soi des cellules externes a I’organisme (97). Ce processus permet
¢galement d’identifier et détruire les cellules du soi dysplasiques ou porteuses d’antigeénes
correspondant a un état pré-néoplasique, trés immunogenes (94,103). Cette phase est un
mécanisme suppresseur de tumeur externe et implique 1’action des cellules de I’immunité
innée et de I’immunité adaptative (94,99,101). Elle a été également décrite plus récemment
par Daniel Chen et Ira Mellman sous le concept de cycle cancer-immunité (104).
L’invasion tissulaire et 1’angiogenese engendrent un remodelage du stroma tumoral
responsable de la libération de signaux pro-inflammatoires par le milieu et de chimiokines
par la cellule cancéreuse (94,101). Les cellules de I’immunité innée sont alors recrutées au
niveau de la tumeur et une boucle de régulation positive se met en place, favorisant la
séerétion d’interferon gamma (IFNy) par les lymphocytes T infiltrant la tumeur, aux
propriétés anti-angiogéniques et pro-apoptotiques (94,99,101). L’amplification de
I’immunité innée va ensuite conduire a 1’apoptose des cellules tumorales, via la sécrétion
d’IFNy et I’activité des cellules tueuses naturelles (NK) (94,99,101,105). L’ immunité
adaptative est activée dans un second temps, suite au relargage d’antigénes tumoraux dans
les débris apoptotiques, qui conduit a développer une réponse antigéne dépendante. Les
cellules T spécifiques de la tumeur vont notamment conduire les cellules tumorales restantes
a ’apoptose, via des mécanismes directs et indirects. Si le systéme immunitaire parvient a
¢liminer I’ensemble des cellules cancéreuses, le processus d’immunoédition est constitu¢ de

cette seule étape d’immunosurveillance et d’élimination (104).

1.2.1.2 L’équilibre

Cette phase constitue un état stationnaire durant lequel les cellules tumorales ayant
¢chappé a I'immunosurveillance n’ont pas de retentissement cliniquement détectable
(78,94). Cette phase peut durer plusieurs années et explique le concept de dormance
métastatique. L immunité adaptative fait office de barriere au développement des cellules
porteuses de signaux d’immunoévasion.

Toutefois, les cellules néoplasiques peuvent survivre grace a leur instabilité génétique
en développant des variants tumoraux moins immunogenes, non détectables. Les cellules

ayant échappé a I’élimination finissent par étre détruites tandis que seuls les variants
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génétiques subsistent et se multiplient. Cette sélection darwinienne va a terme conduire a

I’échappement tumoral.

1.2.1.3 L’échappement tumoral ou immunoévasion

Cette dernicre phase correspond donc au renversement de 1’équilibre, qui peut étre médié
par de nombreux mécanismes afin de contourner les deux versants, inné et acquis, de
I’immunité (103). L’immunosélection correspond a la capacité des cellules a générer des
mutations au niveau des antigénes impliqués dans la reconnaissance par le systéme
immunitaire et dans 1’activation de I'immunité adaptative (103,106). La cellule tumorale
devient donc moins immunogene. Le deuxiéme processus est I’immunosubversion : il s’agit
de I'induction de la tolérance via I’'immunosuppression du systéme immunitaire par les
cellules tumorales (107). Bien que la cellule tumorale ne soit plus reconnue par le systeme
immunitaire, I’immunité reste cependant fonctionnelle pour reconnaitre d’autres antigénes
(108).

La suite de cette thése sera focalisée sur I’immunosubversion. Il est nécessaire de
maitriser les mécanismes de réponse immunitaire et de tolérance effectués en situation
physiologique afin de comprendre les moyens mis en ceuvre par la cellule tumorale pour

induire cette tolérance forcée.

1.2.2 Tolérance et échappement tumoral : le cancer contre le systéme immunitaire

1.2.2.1 Immunorégulation en situation physiologique

En situation physiologique, I’induction de la réponse immunitaire adaptative est
médiée par les cellules T et repose sur la présence de deux types de signaux activateurs au
sein de la synapse immunologique (109,110). Le premier signal fait suite a la reconnaissance
par le récepteur de la cellule T (TCR) du peptide antigénique présenté par le complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH), qui conduit a 1’activation des cellules T naives. Le
second signal est antigéne-indépendant, et implique D’interaction entre des récepteurs
exprimés par les cellules T et des molécules présentes a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes. La protéine membranaire CD28 (Cluster de Différenciation 28) et ses ligands
B7-1 et B7-2 sont les principaux acteurs de cette co-signalisation (111,112). La présence de
ces deux signaux, dont un signal de co-stimulation antigéne-indépendant positif, va conduire
a I’expansion clonale des cellules T spécifiques de 1’antigéne, leur différenciation et la

sécrétion de cytokines destinées a neutraliser la cellule cible (113).

29
CHAPUT
(CC BY-NC-ND 2.0)



A l’inverse, la tolérance permet notamment d’empécher le développement de réactions auto-
immunes envers les antigénes constitutifs du soi (114). La tolérance centrale repose sur
I’élimination des lymphocytes T auto-réactifs dans le thymus, par un systeme de double
sélection positive puis négative. La tolérance périphérique implique plusieurs mécanismes
qui contribuent a I’élimination des cellules ayant échappé a la sélection centrale, en
particulier les lymphocytes auto-réactifs dirigés contre des antigénes spécifiques d’un organe
(115,116).

L’un de ces mécanismes consiste en la surexpression de protéines co-inhibitrices par
les lymphocytes, qui permet de créer un signal additionnel de co-stimulation négative dans
la synapse immunologique afin de contrecarrer la co-stimulation positive et limiter 1’auto-
immunité (117). Les protéines impliquées dans cette co-stimulation négative sont alors
désignées sous le terme « point de controle immunitaire », et nous distinguerons en

particulier dans cette these la protéine PD-1 et son ligand PD-L1.

1.2.2.2 Le signal PD-(L)I dans le controle de I’auto-immunité

Le récepteur PD-1 (ou CD279) a été initialement identifi¢ en 1992 dans le cadre de
recherches portant sur les génes impliqués dans la mort cellulaire programmée (11). Du fait
de son analogie structurale avec la protéine CTLA-4, autre molécule co-inhibitrice de la
famille de récepteurs CD28, la recherche de potentiels ligands s’est donc focalisée sur les
protéines de la famille B7, permettant I’identification du ligand PD-L1 en 1999, puis du
second ligand PD-L2 en 2001 (118-120). L’implication du récepteur PD-1 dans I’induction
et le maintien de la tolérance a été révélée suite au développement de pathologies auto-
immunes chez des modeles murins invalidés pour PD-1 (121,122).

En effet, I’engagement du récepteur de type 7o/l (TLR) avec un antigéne conduit a la
surexpression de PD-1 par les cellules T activées (123,124). Lors de la migration
périphérique des cellules T auto-réactives, PD-1 interagit avec ses ligands, et en particulier
PD-L1 qui posseéde un profil d’expression cellulaire trés vaste, impliquant notamment de
nombreux organes non lymphoides (119,125,126). Cet engagement constitue une co-
signalisation négative qui conduit a 1’inactivation des lymphocytes T et a la réduction de la

production de cytokines, contribuant ainsi a protéger 1’organe d’une réaction auto-immune.
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1.2.2.3 Le signal PD-1 et PD-LI dans I’échappement tumoral

L’analyse du profil d’expression des ligands, effectuée sur différentes séquences d’ADN et
lignées cellulaires murines et humaines, a permis de révéler ’expression de PD-L1 par
certains types de cellules tumorales (125).

Cette surexpression est rendue possible par deux mécanismes de résistance immunitaire

(Figure 3) (127).

RESISTANCE IMMUNITAIRE INNEE

Facteurs endogénes (mutation d’oncogenes, de génes suppresseurs de tumeurs)
Facteurs exogenes (rayons ultra-violets, agents alkylants, onco-virus...)

e LT inactif

J

TCR

Cellule tumorale O

Double synapse immunologique

Antigéne

RESISTANCE IMMUNITAIRE ADAPTATIVE

LT activé

Quy,
e TCR LT inactif
o

Cellule tumorale _‘\n[lcene

Cellule tumorale Antigéne

Figure 3 : PD-L1 dans l'immunoévasion de la cellule tumorale.

CMH I = complexe majeur d’histocompatibilité de type I ; IFNy = interferon gamma ; IFNyR =
récepteur de I'IFNy ; JAK = Janus kinase ; LT = lymphocyte T ; PD-1 = protéine 1 de mort
cellulaire programmée de type 1 ; PD-L1 = ligand 1 du récepteur PD-1; STATs = facteurs
transducteurs du signal et activateurs de la transcription ; TCR = récepteur de la cellule T.

La résistance immunitaire innée implique un profil mutationnel de la cellule tumorale
se traduisant par ’expression naturelle du ligand (128,129). La résistance immunitaire
adaptative se met en place secondairement a la sécrétion d’IFNy et de cytokines

inflammatoires dans la synapse immunologique suite a la réaction immunitaire innée
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(108,130,131). PD-L1 est par ailleurs surexprimé par les cellules myéloides présentes dans
le microenvironnement tumoral, ce qui contribue également a ’altération de la réponse
médiée par les cellules T (132).

L’engagement du ligand avec son récepteur présent a la surface des lymphocytes T activés
va conduire ensuite a I’inactivation des cellules T, a 'immunoévasion de la cellule tumorale
et a la promotion de son développement.

Finalement, le taux d’expression de PD-L1 serait un indicateur d’agressivité de la
tumeur, ce qui a conduit a considérer son expression comme cible thérapeutique (133). Des
anticorps monoclonaux ont été utilisés afin de valider I’implication du signal PD-(L)1 dans
la tolérance induite par le cancer (12). En présence de ces anticorps, une réduction
significative de la croissance tumorale a été observée, suggérant I’intérét d’utiliser les

anticorps ciblant le récepteur ou le ligand dans la stratégie thérapeutique (134).

1.3 Inhibiteurs du récepteur PD-1 et du ligand PD-L1

Le terme immunothérapie englobe plusieurs stratégies, qui distinguent les approches
passive et active.

L’immunothérapie passive est la forme la plus ancienne : il s’agit d’apporter au patient
des anticorps monoclonaux recombinants dirigés contre les épitopes de la cellule cancéreuse
(comme le rituximab, le trastuzumab, le cetuximab) ou d’utiliser des médiateurs
immunitaires, comme les interférons (135).

L’immunothérapie active a son action ciblée sur le systéme immunitaire en place :
I’objectif est de stimuler les cellules de I’immunité afin de restaurer la réponse immunitaire
anti-tumorale. Les inhibiteurs des points de contrdle immunitaire, qui incluent les anticorps
dirigés contre PD-1, PD-L1 et CTLA-4, sont des stratégies d’immunothérapie active : ils

contribuent a lever 1’inhibition des cellules T induite par la tumeur (136).

1.3.1 Arsenal thérapeutique approuvé

Les anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1 actuellement approuvés sont indiqués dans le
traitement de tumeurs solides ou en onco-hématologie, parfois combinés a d’autres
molécules afin de bénéficier de la synergie des modes d’action complémentaires. Ces
produits biologiques sont administrés par voie intraveineuse et possédent le statut de
« médicament sous surveillance renforcée » afin d’identifier rapidement de nouvelles

données de sécurité.
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1.3.1.1 Inhibiteurs du récepteur PD-1

L’arsenal thérapeutique des inhibiteurs du PD-1 actuellement disponible en Europe
comprend trois agents approuvés : nivolumab, commercialisé par Bristol-Myers-Squibb ;
pembrolizumab, commercialisé par Merck Sharp and Dohme ; et cemiplimab, co-développé

par Sanofi et Regeneron (Tableau 1).

1.3.1.2 Inhibiteurs du PD-L1

L’arsenal thérapeutique des anticorps anti-PD-L1 est composé de trois agents
approuvés en Europe: atezolizumab, produit par le laboratoire Roche; avelumab,

commercialisé par Merck, et durvalumab, commercialisé par AstraZeneca (Tableau 2).
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1.3.1.3 Caractéristiques structurales et activité clinique

1.3.1.3.1 Choix des immunoglobulines

Les inhibiteurs du PD-1 et du PD-L1 actuellement sur le marché sont des anticorps
monoclonaux immunoglobuline de type G1 (IgG1) pour les inhibiteurs du PD-L1 et IgG4
pour les inhibiteurs du PD-1. D’un point de vue structurel, les quatre isotypes des IgG
humaines naturelles sont homologues a 90% (143). La différence d’activité réside dans la
structure de la région charniere et du domaine 2 de la chaine lourde (Cn2), qui induit une
variation de I’affinité de la liaison aux différents récepteurs du fragment constant y (FcyRs)

présents sur les cellules cibles.

Les IgG1 sont celles ayant la plus haute affinité pour les FcyRs, en particulier les
récepteurs dits activateurs de type I, Ila et Illa, et le sous-composant complémentaire Clq
de la voie classique du complément (144). Elles présentent de ce fait des fonctions effectrices
importantes, qui peuvent impliquer une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps (CCDA), une cytotoxicité dépendante du complément (CDC) ou encore une
phagocytose dépendante des anticorps. Les IgG1 thérapeutiques sont particulierement
utilisées dans le cadre d’immunothérapies, pour constituer les inhibiteurs du PD-L1. Elles
contribuent a bloquer I’interaction du ligand avec PD-1 et induire la destruction directe de
la cellule tumorale et des cellules myéloides suppressives (MDSC) par leurs fonctions
effectrices.

Les IgG4 thérapeutiques sont souvent considérées comme des anticorps non
activateurs compte tenu de leurs fonctions effectrices faibles. Ces immunoglobulines,
qu’elles soient naturelles ou thérapeutiques, ont une affinit¢ équivalente aux IgG1 pour le
FcyR 1, mais une affinité trés basse pour les récepteurs II et Il1a, et n’ont pas d’affinité pour
le Clq. Ces immunoglobulines ont souvent été choisies pour supporter le développement
des inhibiteurs du PD-1. Plusieurs études ont démontré d’une part que les inhibiteurs du PD-
1 ont une action indépendante du FcyR mais également que I’engagement du FcyR I induirait
une CCDA dirigée sur les lymphocytes T CD8" (145,146). Cette action aurait un effet
délétere sur I’efficacité anti-tumorale de 1’agent thérapeutique, tout comme 1’engagement du
FcyR IIb inhibiteur. Certains cas d’hyper-progression de tumeurs suite a I’inhibition du PD-
1 ont été associées a la présence de macrophages FcyR I' responsables de la phagocytose

des lymphocytes T CD8" (147,148). Ce phénoméne paradoxal consiste en une progression
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accélérée et donc inattendue de la maladie suite a I’initiation de I’'immunothérapie. Le
développement d’immunoglobulines permettant le seul blocage du PD-1 et une action
réduite sur les FcyRs est donc nécessaire a I’activité optimale anti-tumorale (145). Plusieurs
inhibiteurs du PD-1 expérimentaux produits avec des isotypes d’immunoglobulines de
souris différents (IgG2A, I1gG1, 1gG4) ont été comparés. Il en résulte que 1’lgG4 serait
I’isotype le plus adéquat en comparaison a d’autres isotypes modifiés pour rendre la liaison
du fragment constant (Fc) au FcyRs invalide, bien que 1’1gGG4 possede une forte affinité pour
le FcyR 1 et une affinité faible mais existante pour le FcyR IIb inhibiteur. Les IgG4 se
distinguent ¢galement des IgG1 par la présence d’une sérine en position 228 au lieu d’une
proline dans la région charni¢re. Cette substitution d’acides aminés engendre un motif
Cystéine-Proline-Sérine-Cystéine, qui permet le rapprochement des deux cystéines en
position 226 et 229 et entraine la création de ponts disulfures intra-chaine (149). Cette
caractéristique permet aux IgG4 de se dissocier in vivo pour former deux isomeres hemi-
immunoglobulines, qui pourront se recombiner avec d’autres hemi-immunoglobulines et
former des anticorps monovalents bispécifiques. Ce procédé appelé Fragment antigen-
binding (Fab) exchange arm n’est pas souhaitable dans le cas d’anticorps thérapeutiques,
qui pourraient donc se recombiner avec des immunoglobulines naturelles et perdre leur
efficacité (150). Les IgG4 thérapeutiques qui forment les inhibiteurs du PD-1 sont donc
porteuses d’une mutation S228P et possédent le méme motif Cystéine-Proline-Proline-

Cystéine que les IgG1 afin de prévenir ces recombinaisons non souhaitées.

Le choix d’une immunoglobuline se base également sur son aspect pratique en termes
de développement et de procédés de production. Les IgG1 peuvent lier les FcyRs humains
mais aussi murins, ce qui facilite son évaluation pré-clinique (151). Elles ont également une
demi-vie sérique prolongée en liant le récepteur du Fc néonatal, qui les protége donc de la
dégradation. La production des IgG1 et IgG4 est transposable a grande échelle, permettant
une transfection d’ADN recombinant dans des cellules ovariennes de hamster chinois et une
purification sur colonne de protéines A. Ces immunoglobulines possédent une bonne
stabilité qui permet le stockage, et la mutation S228P nécessaire sur les IgG4 est également

aisément réalisable.
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1.3.1.3.2 Activité clinique

Le fonctionnement fondamental des inhibiteurs du signal PD-(L)1 s’appuie sur le
concept de la normalisation immunitaire qui inclut trois grands principes (152,153). La
modulation de I’échappement immunitaire induit par la tumeur consiste a cibler directement
PD-1 ou PD-L1 exprimés par la cellule tumorale ou les cellules T. La modulation sélective
de la réaction immunitaire dans le microenvironnement contribue a induire sélectivement les
cellules co-activatrices de la réponse immunitaire et a inhiber les cellules
immunosuppressives dans le microenvironnement tumoral, tout en préservant 1’équilibre
immunitaire dans les tissus sains. Enfin, le dernier principe correspond a la restauration
finale de I’immunité anti-tumorale, en fournissant un support a I’immunité anti-tumorale

sous-jacente pour combattre le cancer en phase de progression.

La différence d’activité entre les anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1, mais é¢galement
entre les différents agents au sein d’'une méme famille, repose d’une part sur la protéine cible
et son profil d’expression différentiel et en partie sur le Fc de I'immunoglobuline qui ciblera
ou non le FcyR (Figure 4). Les anticorps anti-PD-1 restaurent la cytotoxicité des
lymphocytes T effecteurs épuisés en ciblant le récepteur du PD-1 a leur surface avec leur
domaine variable (154). Les récepteurs PD-1 présents sur les lymphocytes ont également
pour vocation d’induire une immunosuppression en se liant aux ligands exprimés par les
MDSC. L’inhibition thérapeutique du récepteur contribue donc a lever -cette
immunosuppression et renverser ses conséquences : diminution des lymphocytes T
régulateurs (Treg), augmentation de [I’infiltration lymphocytaire, création d’un
environnement inflammatoire, restauration de la cytotoxicité... Le choix d’une structure
d’IgG4 implique des effets effecteurs médiés par les FcyRs réduits, bien que des réactions
croisées de type CCDA entre les macrophages FcyRI" et les lymphocytes T soient
envisageables (145).
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Inhibition du PD-1 Inhibition du PD-L1

Cellule effectrice FcyR™
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Figure 4 : Mécanisme d'action des inhibiteurs du PD-1 et du PD-L].

CCDA = cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps; CMH I = complexe majeur
d’histocompatibilité de type I ; FcyR = récepteur gamma du fragment constant ; LT = lymphocyte T ; MDSC
= cellules myéloides suppressives ; NK = cellule tueuse naturelle; PD-1 = protéine 1 de mort cellulaire
programmee de type 1 ; PD-L1 = ligand 1 du récepteur PD-1 ; TCR = récepteur de la cellule T.

L’activité des inhibiteurs du PD-L1 est plus complexe. En théorie, ils ciblent le ligand
exprimé par les cellules tumorales et les cellules présentatrices d’antigenes, ce qui restaure
la cytotoxicité et Iéve I’immunosuppression, a I’instar des inhibiteurs du PD-1. Cette activité
est potentialisée par la liaison du Fc activateur de I’immunoglobuline aux récepteurs FcyRs
exprimés par les cellules effectrices FcyRs', qui comprennent notamment les macrophages,
les cellules NK et plus généralement les MDSC (143). Cette action induit donc une CCDA
qui va contribuer a la destruction des cellules tumorales et des MDSC (145). On observe
¢galement des CDC induites par la liaison au C1q. En pratique, certaines immunoglobulines
thérapeutiques ont ét¢ modifiées par génie génétique afin de ne pas induire de mécanismes
CCDA et CDC, qui pourraient se diriger vers des cellules saines prises pour cible a cause de
leur expression naturelle du PD-L1. Ces modifications permettent donc de limiter le profil
de toxicité de ces agents. Pour cela, une mutation N298A a ¢té induite dans chaque domaine
Cn2 du Fc de I’atezolizumab, ce qui rend impossible la N-glycosylation et donc la liaison
aux FcyRs (155). Durvalumab est porteur d’une triple mutation sur chaque chaine lourde :
L238F, L239E, P235S (142). Avelumab est donc I’unique inhibiteur du PD-L1 disponible a

ce jour dont le fragment Fc n’est pas modifié (156).
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1.3.2 Données d’efficacité et intérét d’un biomarqueur prédictif sensible et spécifique

1.3.2.1 Place dans la stratégie thérapeutique

L’arsenal thérapeutique des inhibiteurs du PD-1 ou du PD-L1 est en phase
d’expansion, au regard des résultats d’efficacité significatifs démontrés lors des essais
cliniques et pour de nombreux types de cancers. Le premier approuvé, nivolumab, testé dans
I’é¢tude CheckMate 066 en 2015, avait montré une significativité considérable sur son critére
de jugement principal, la survie globale, avec un risque de déces 52% plus bas chez les
patients du groupe expérimental atteints d’un mélanome avancé ou métastatique non
opérable, sans mutation du v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl (BRAF), en
premiere ligne de traitement (157). Comparés a la chimiothérapie dans la plupart des études
pivot ayant conduit a la premiere approbation, les anticorps anti-PD-1 ou PD-L1 ont
¢galement démontré leur efficacité en monothérapie contre d’autres traitements dits de
thérapie ciblée, ou encore combinés. Dans I’étude KEYNOTE 006 publié¢e en 2015 et 2017,
pembrolizumab avait montré une efficacité supérieure de 40% en survie globale ainsi qu’un
profil de toxicit¢é mieux toléré, en comparaison a I’inhibiteur du point de contrdle
immunitaire CTLA-4 ipilimumab alors traitement standard recommandé¢ pour le mélanome
avancé (158,159). De nombreuses études évaluant nivolumab associé a ipilimumab ont été
ou sont en cours d’évaluation dans plusieurs indications, notamment dans le carcinome rénal
a cellules claires ou la stratégie a été approuvée. Comparée au traitement standard a base de
sunitinib (inhibiteur a tyrosine kinase du VEGFR) dans 1’é¢tude CheckMate 214, la
combinaison d’immunothérapies est depuis recommandée par les experts comme traitement
standard en premiére intention chez les patients des groupes pronostiques intermédiaire ou
mauvais (160). Enfin, avelumab combiné¢ a axitinib dans le traitement du carcinome rénal a
cellules claires permet d’augmenter le bénéfice clinique en associant deux mécanismes
d’action complémentaires afin de limiter les résistances observées avec les agents anti-
angiogéniques seuls. Cette association permet également de bénéficier des effets
immunomodulateurs de I’inhibiteur du VEGFR, synergiques avec ceux de I’immunothérapie
(161,162).

Les immunothérapies par anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 font a présent partie de

la stratégie thérapeutique recommandée par les experts pour de nombreuses indications.
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1.3.2.2  Identification d’un premier biomarqueur prédictif potentiel de la réponse au

traitement et observation de phénomenes de résistance au traitement

Logiquement, le taux d’expression du PD-L1 par la tumeur a ét¢ d’emblée considéré
comme un marqueur prédictif potentiel de la réponse au traitement. Les premiéres
évaluations permettant sa validation ont été initiées en parall¢le des premiers essais cliniques
réalisés notamment lors du développement du nivolumab (163,164). La mesure de
I’expression du PD-L1 a donc été considérée assez tot dans le développement des
immunothérapies et faisait principalement 1’objet d’analyses en sous-groupes, ou était
parfois utilisée comme critére de sélection dans certains essais cliniques. L’expression du
PD-L1 était alors évaluée a travers le score de proportion tumorale (TPS ou tumor proportion
score). Les données des études mentionnées ci-dessous seront synthétisées dans le Tableau
3. Ces ¢tudes et les données précisées, pour la plupart exploratoires, ne sont pas exhaustives
mais illustrent I’importance de définir un seuil de positivité pour le TPS du PD-L1 dans
I’évaluation de I’efficacité du traitement et dans la prise en compte de mécanismes de

résistance thérapeutique.

Dans I’¢tude KEYNOTE 001, un essai de phase précoce réalisé sur plusieurs tumeurs
solides dont le CBNPC avancé, une analyse en sous groupes compare les réponses objectives
observées avec plusieurs seuils de TPS de PD-L1 (165). 30 a 45% des patients avec un TPS
de 50% ou plus présentaient une réponse objective, contre 12 a 20% des patients avec un
TPS compris entre 1 et 49%, et 8% des patients n’exprimant pas PD-L1. Les données de
survie sans progression et survie globale valorisaient également 1’efficacit¢ de
pembrolizumab chez les patients avec un TPS de 50% et suggérent I’utilisation de ce critere

comme biomarqueur prédictif dans les études suivantes.

Pourtant, tous les patients prédits comme répondeurs au traitement au regard de leur
niveau d’expression du PD-L1 ne semblent pas tirer bénéfice de I’immunothérapie. En 2016
dans 1’étude KEYNOTE 024, pembrolizumab avait été comparé a la chimiothérapie chez
des patients atteints de CBNPC dont au moins la moiti¢ des cellules tumorales exprimaient
PD-L1 (166,167). L’anticorps anti-PD-1 avait permis un bénéfice de survie sans progression
de 50% et un bénéfice de survie globale de 63% confirmé dans I’analyse finale publiée en
2019. Le TPS d’au moins 50% est a présent mentionné comme prérequis pour cette

indication dans 1’autorisation de mise sur le marché (AMM). Pourtant, seuls 45% des
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patients du groupe expérimental avaient présenté une réponse objective lors de I’analyse

intermédiaire.

En octobre 2019, une étude rétrospective a été publiée par la Société Européenne
d’Oncologie Médicale (ESMO) et évalue I’'impact du TPS du PD-L1 sur I’efficacité de
pembrolizumab chez des patients atteints de CBNPC (168). 45% des patients de la cohorte
ont présenté une réponse objective compléte ou partielle, résultats comparables a ceux
observés dans I’étude KEYNOTE 024 citée précédemment. La médiane d’expression du
PD-L1 chez ces patients répondeurs était de 90%. Une analyse de 1’efficacité a donc été
réalisée en comparant les patients exprimant PD-L1 a 90% ou plus, et ceux ayant un TPS
compris entre 50% et 89%. 60% des patients dont 90 a 100% des cellules tumorales
exprimaient PD-L1 ont présenté une réponse objective, contre 33% des patients de 1’autre
groupe. Ces résultats suggerent que seul un taux d’expression tres élevé de PD-L1 pourrait
constituer un marqueur prédictif de I’efficacité du traitement. Les auteurs estiment par
ailleurs que les bénéfices d’efficacité obtenus pour des TPS a partir de 1% dans d’autres
essais seraient probablement portés par la population de patients possédant de trés hauts
niveaux d’expression du PD-L1, comme dans I’¢tude KEYNOTE 042 ¢évaluant
pembrolizumab en premiére ligne de traitement du CBNPC avec un TPS d’au moins 1%
(169). Cette étude a par ailleurs modifié ses critéres de jugement afin de prendre en compte
trois groupes de patients selon leur TPS (supérieur ou égal a 1%, a 20% et a 50%). Les
résultats montrent que les taux de réponse et 1’efficacité observés chez les patients avec un
TPS d’au moins 1% sont plus modérés que ceux obtenus dans la population de patient avec
un TPS supérieur ou égal a 50%. Finalement, parmi les patients exprimant PD-L1 a 90% ou
plus sélectionnés dans 1’étude rétrospective académique de I’ESMO, 40% n’ont pas répondu
au traitement, mettant en évidence une fois de plus I’existence d’un sous-groupe de patients

résistants d’emblée au traitement (168).

De plus, 1a ou les phases précoces prévoyaient une efficacité a long terme, les essais
cliniques ont démontré que certains patients, qui présentaient des réponses objectives
initiales, étaient victimes de la progression de leur maladie en cours de traitement, suggérant
I’existence d’un phénomene de résistance tardive. La cohorte mélanome de 1’étude
KEYNOTE 001 permet d’illustrer ce phénomeéne : 44% des patients répondeurs ont présenté
une réponse durable de plus de 1 an, soit environ la moitié des patients initialement

répondeurs ayant subi dans I’année de leur traitement une progression de leur maladie (170).
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Le phénomeéne inverse a également été observé : dans 1’étude CheckMate 067, testant
nivolumab seul ou combiné a ipilimumab dans le mélanome, le TPS a été considéré comme
positif a partir de 5% (171). 55% des patients prédits non-répondeurs, donc ayant par
définition entre 0 a 4,9% des cellules tumorales exprimant PD-L1, ont présenté une réponse
objective avec la combinaison et 41% avec nivolumab en monothérapie. Bien que ces
données fassent partie d’une analyse en sous-groupes secondaire, il apparait que le seul
niveau d’expression du PD-L1 ne constitue pas un marqueur universel de la réponse au

traitement par inhibiteurs du PD-1 ou de son ligand.
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1.3.3 Meécanismes de résistance innée ou acquise aux inhibiteurs du PD-(L)1

Les mécanismes de résistance innée ou acquise aux inhibiteurs du PD-1 et PD-L1 font
I’objet de nombreuses revues d’experts et d’études dédiées (172—174). Ceux listés ci-dessous
et représentés sur la Figure 5 sont pour la plupart directement liés aux propriétés de la cellule
cancéreuse et de son microenvironnement, présentés dans le chapitre 1.1 Principes de

I’oncogenese. Ces mécanismes ne sont toutefois pas exhaustifs.

Les résistances acquises peuvent par exemple s’expliquer par la défaillance du
processus de reconnaissance tumorale par I’immunité adaptative, notamment via 1’altération
de génes codants pour la microglobuline 2 du CMH I (175,176). Parfois, cette défaillance
est créée lors de I’'immunoédition, mentionnée dans le chapitre dédié 1.2.1 Concept de
I’immunoédition : le systéme immunitaire contre le cancer. Ce principe a notamment été
observé dans certains cancers colorectaux ou les CMH sont des variants porteurs de
mutations sur le domaine de liaison avec les lymphocytes T cytotoxiques (177). Dans
certains CBNPC résistants, on peut observer en cours de traitement la perte d’antigeénes ayant
une forte affinité pour les variants du CMH et particuliérement importants pour la réponse
thérapeutique. Ces antigénes sont détruits lors d’une immunoédition effectuée en continue
au cours du traitement, et ce phénoméne explique la réponse initiale puis la résistance
retardée (178). La défaillance de la reconnaissance tumorale peut également induire une
résistance innée, notamment lorsqu’elle est liée a 1’altération du répertoire de lymphocytes

T CDS8" par les cellules tumorales (179).

On retrouve également une insensibilité de la cellule aux signaux anti-prolifératifs et
pro-apoptotiques. Lors du traitement comme dans la réponse immunitaire naturelle, la
transduction directe de ces signaux issus des lymphocytes T effecteurs a la cellule
cancéreuse se fait par ’IFNy via la Janus kinase (JAK) (180). L’IFNy est également impliqué
indirectement dans I’expression du PD-L1 et des CMH 1. Des mutations de la JAK ont été
mises en évidence dans plusieurs types de cancers et seraient impliquées dans les résistances
innées et acquises a I’immunothérapie (175). La perte de ces signaux peut aussi étre liée a
un dysfonctionnement autour de I’'IFNy directement, par la mutation de ses récepteurs ou ses
régulateurs (180). On peut également observer une défaillance de la voie extrinséque de
I’apoptose induite par la mutation de genes codants pour les caspases impliquées dans le

signal médié par Fas (176). L’ensemble de ces mutations sont généralement retrouvées chez
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les tumeurs treés infiltrées par les lymphocytes T cytotoxiques, et sont générées comme
résistance a 1’activité cytolytique.

Par ailleurs, sur des tumeurs résistantes aux anti-PD-1, des changements dans
I’infiltration tumorale par les lymphocytes T cytotoxiques ont été€ observés chez les patients
répondant au traitement et ceux en rechute (175). Ce phénomeéne est permis par 1’action
simultanée d’autres propriétés de la cellule et de son microenvironnement. On note
notamment ’augmentation de facteurs pro-angiogéniques, qui contribuent a la mise en
apoptose des lymphocytes T CD8" au niveau vasculaire, ou encore le recrutement de cellules
immunosuppressives aux abords de la tumeur qui vont restreindre 1’action des lymphocytes
T CD8" aux seules marges tumorales (181,182). Ces données supportent I’association des
immunothérapies a d’autres agents favorisant I'infiltration des cellules T, par exemple
I’association d’avelumab a axitinib, agent anti-angiogénique. La base de I’'immunothérapie
¢tant de restaurer ’activité des lymphocytes T, on a pu également observer des modifications
épigénétiques qui empéchent les lymphocytes T CDS8" restaurés d’acquérir leur phénotype
T mémoire, ce qui abrége I’efficacit¢ de I’immunothérapie et conduit & une résistance
primaire (183). Un autre impact du microenvironnement repose sur la disponibilité limitée
de nutriments aux abords de la tumeur, qui perturbe la différenciation en lymphocytes T
cytotoxiques et leur infiltration : hypoxie, taux ¢levé d’acide lactique, pénurie en acides
aminés et glucose (184). En revanche, les lymphocytes Treg utilisent des voies métaboliques
différentes leur permettant d’étre favorisés dans cet environnement et d’exercer leur activité
de tolérance immunitaire (182,184). On a vu également que I’inflammation procurait a la
cellule tumorale un environnement favorable a son développement, en contribuant a la
plasticit¢ de la tumeur et au développement de variants (81). Paradoxalement, les
immunothérapies induisent par défaut une inflammation. Dans certains cancers résistants
d’emblée a ces agents, on retrouve une augmentation de I’expression de geénes
particuliérement impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse et une
augmentation de la sécrétion du facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa), responsable de
la reprogrammation en une signature génétique favorisant la plasticité cellulaire, la
dissémination métastatique et par extension la résistance au traitement (185-187). On
cherche donc a caractériser les signatures génétiques et moléculaires (notamment les
composantes immunitaires et inflammatoires) impliquées dans les résistances aux
inhibiteurs des points de controle immunitaire. Cette caractérisation permet d’identifier des
biomarqueurs dérivés de ces mécanismes qui pourraient supporter la stratégie thérapeutique

et/ou apporter une prédiction de 1I’évolution clinique.
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Figure 5 : Syntheése des mécanismes pouvant induire une résistance aux inhibiteurs du PD-(L)1.

CMH I = complexe majeur d’histocompatibilité de type I ; Fas = fragment inducteur d’apoptose ; FasL =
ligand de la protéine Fas ; Gal-9 = Galectine 9 ; IFNy = interferon gamma ; IFNyR = récepteur de I'IFNy ;
JAK = Janus kinase ; LT = lymphocyte T ; LT reg = lymphocyte T régulateur ; MDSC = cellules myéloides
suppressives ; PD-1 = protéine 1 de mort cellulaire programmeée de type 1 ; PD-L1 = ligand 1 du récepteur
PD-1; STATs = facteurs transducteurs du signal et activateurs de la transcription ; TAMs = macrophages
associés a la tumeur ; TCR = récepteur de la cellule T; Tim-3 = Protéine-3 des cellules T contenant un
domaine immunoglobuline et un domaine mucine ; TNFa = facteur de nécrose tumorale alpha ; UV = rayons
ultra-violets ; VEGF = facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
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Un autre mécanisme identifié est la compensation de 1’inhibition thérapeutique d’un
point de controle immunitaire par la surexpression d’autres points de controle immunitaire.
PD-L1 est par exemple surexprimé grace a I’IFNy en réponse au traitement par anti-CTLA4.
La protéine-3 des cellules T contenant un domaine immunoglobuline et un domaine mucine
(Tim-3), un autre point de contréle immunitaire, serait surexprimée en réponse a 1’inhibition

du signal PD-1/PD-L1 (188).

Enfin, Iimpact de la composition du microbiote intestinal sur la réponse a
I’immunothérapie fait I’objet de recherches plus récentes. Ces études ont permis d’identifier
qu’une faible diversité du microbiote, la prédominance de certains microorganismes et la
prise d’antibiotiques préalablement a I’immunothérapie auraient un effet délétere sur

I’efficacité du traitement (189-191).

1.4 Conclusion

La connaissance des mécanismes de résistance aux inhibiteurs du PD-1 et du PD-L1
contribue au développement de la recherche sur les biomarqueurs. L’identification de
marqueurs prédictifs de 1’efficacité des traitements est un versant indispensable de la lutte
contre le cancer afin de bénéficier du potentiel d’efficacité optimal des stratégies
thérapeutiques actuellement disponibles et anticiper les phénomenes de résistance. Base de
la médecine personnalisée, il est essentiel que les patients puissent bénéficier des la premiére
ligne de traitement d’une stratégie adaptée a leur profil tumoral, et a leur signature génétique
et moléculaire afin d’obtenir un effet durable, limiter les risques de récidives et 1’évolution
de la maladie. Les patients gagneront ¢galement en qualité¢ de vie et en sécurité en n’étant
exposés qu’aux traitements auxquels ils seraient répondeurs, en particulier lorsqu’il s’agit
d’immunothérapies, thérapies couteuses et dont les potentiels effets indésirables liés a la

modulation de I’immunité doivent étre particulieérement maitrisés.
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2 IDENTIFICATION DE BIOMARQUEURS PREDICTIFS DE
LA REPONSE AU TRAITEMENT PAR INHIBITEURS DU
SIGNAL PD-(L)1
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Nous avons vu qu’en dépit de I’efficacité considérable et prometteuse des inhibiteurs
du PD-(L)1, certaines populations de patients ne répondent pas favorablement au traitement,
en résistant d’emblée ou plus tardivement. Il est donc nécessaire d’identifier des
biomarqueurs, par exemple des analytes ou des combinaisons d’éléments qui, exprimés
spécifiquement par certaines cellules cancéreuses ou dans le microenvironnement tumoral,
permettraient de prédire la réponse au traitement, selon leur taux d’expression. L’objectif de
cette identification est de permettre aux patients de bénéficier d’une stratégie alternative
spécifique, qui leur permettra de contourner ce profil résistant en modifiant I’activité ou en
¢liminant les cellules porteuses d’antigénes afin d’obtenir une réponse thérapeutique

durable.

Grace a I’identification des mécanismes de résistance cités précédemment, des
signatures immunitaires, moléculaires, génétiques, ou virales ont ét¢ identifiées comme
cibles potentielles.

Dans cette partie, nous allons décrire les biomarqueurs validés pour prédire I’efficacité des
inhibiteurs du signal PD-(L)1 ainsi qu’une liste non exhaustive de biomarqueurs prédictifs

potentiels pour lesquels les données sont les plus avancées.
2.1 Biomarqueurs liés a la tumeur et au systéme immunitaire

2.1.1 Expression du PD-L1

2.1.1.1 Détection du PD-LI1 membranaire : test diagnostique par immunohistochimie

L’expression membranaire du PD-L1 par les cellules tumorales ou les cellules
immunitaires est un biomarqueur validé pour évaluer d’un premier abord la susceptibilité de
réponse aux inhibiteurs du signal PD-1/PD-L1, bien que sa reproductibilité¢ ne soit pas

parfaite.

On évalue le taux d’expression du PD-L1 par des tests immunohistochimiques (IHC)
réalisés sur un prélevement de matériel tumoral. Ces tests IHC consistent au marquage des
ligands exprimés sur les cellules tumorales ou sur les cellules de I’'immunité, via un anticorps
de détection (192). Bien que cinq kits diagnostiques soient désignés comme références
approuvées par I’Agence Américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) et
I’Agence Européenne du Médicament (EMA), pour chaque agent thérapeutique et pour

certaines indications (Tableau 4), on dénombre une grande variété de dispositifs in vitro
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actuellement disponibles sur le marché (193). Ils sont produits par des fabricants

indépendants ou par les laboratoires pharmaceutiques développant 1’agent thérapeutique

concerné. Ces tests utilisent des anticorps de détection différents, des plateformes d’analyse

ainsi que des algorithmes de scores et des seuils de positivité variés, dépendant de

I’indication dont il est question.

Tableau 4 : Tests diagnostiques IHC PD-L1 approuvés et considérés comme référence (état du 01/04/2020).

Agent

z . Indications approuvées Fabricant  Autorisations
thérapeutique
CBNPC
Cancer gastrique ou cancer de FDA test
la jonction gastroesophagienne compagnon
Carcinome urothélial
HALLIEE 273Es Pembrolizumab Cancer de la téte et du cou Dako Marquage de
pharmDx (194) "
squameux conformité
Cancer du col de I’utérus européenne
Cancer de I’cesophage a cellules (CE)
squameuses
FDA test
PD-L1 IHC 28-8 . - CBNPC complémentaire
pharmDx (195) Nivolumab - Mélanome Dako
Marquage CE
FDA test
VENTANA PD-L1 Atezolizumab - Carcinome urothélial Ventana compagnon
(SP142) Assay (197) - Cancer du sein triple négatif
Marquage CE
FDA test
VENTANA PD-L1 . o complémentaire
SP263 Assay (198) Durvalumab Carcinome urothélial Ventana
Marquage CE
73-10 assay (199)  Avelumab A définir Dako FDA test
complémentaire

Le systéme de score le plus largement utilisé, en particulier dans le CBNPC, est donc
le TPS qui correspond au nombre total de cellules tumorales exprimant PD-L1 divisé par le
nombre total de cellules tumorales (196). D’autres algorithmes existent, comme le score
positif combiné (CPS ou combined positive score) qui correspond au ratio entre le nombre
total de cellules exprimant PD-L1 (les cellules tumorales mais aussi les cellules de
I’immunité) et le nombre total de cellules tumorales, multiplié par 100. Le test diagnostique
de référence associé a atezolizumab utilise un systéme de score bas¢ sur le ratio entre les

cellules tumorales et les cellules de I’immunité infiltrant la tumeur exprimant PD-L1 (200).
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Jusqu’a présent, 1’absence ou la faible durée de réponse constatées chez les patients
exprimant PD-L1 ont pu étre justifiées par 1’existence de mécanismes de résistance
additionnels contrecarrant le blocage du point de contréle immunitaire. Ces mécanismes ne
permettent toutefois pas d’expliquer les réponses objectives parfois observées chez des
patients qui n’expriment pas PD-L1 (171). L’une des raisons qui pourraient expliquer cette
observation est qu’il n’y a pas d’approche standardisée dans 1’étude de 1’expression de PD-
L1 a ’heure actuelle (201). Dans le cancer épidermoide de la téte et du cou notamment,
pembrolizumab est approuvé depuis 2016 par la FDA en deuxiéme ligne de traitement
indépendamment de ’expression du PD-L1, tandis qu’il est approuvé pour la méme
indication par ’EMA uniquement pour des tumeurs avec un TPS d’au moins 50% (202,203).
Ce seuil a par ailleurs été désigné car correspondant au meilleurs compromis entre le nombre
de vrais et de faux positifs (165). En 2019, le pembrolizumab a été approuvé par la FDA et
I’EMA également en premiere intention, mais conditionné cette fois par la présence d’un
CPS supérieur ou égal a 1 (204).

A T’heure actuelle, la mesure du PD-L1 est requise par la FDA et EMA uniquement
dans le cadre de I’administration du pembrolizumab ou d’atezolizumab, par la dénomination
« test compagnon ». Ce terme implique que la réalisation du test diagnostique est
indispensable a I’efficacité¢ et la sécurit¢ de I’administration de 1’agent thérapeutique
(205,206). L’utilisation des autres tests de références disponibles qui portent la
dénomination « test complémentaire » est donc optionnelle.

Dans la pratique clinique, de nombreuses limitations entourent la réalisation des tests
diagnostiques du PD-L1, ce qui complique leur interprétation et remet finalement en
question leur intérét fondamental dans la prise de décision clinique (192). Développés pour
un seul agent thérapeutique, il faut d’emblée considérer I’immunothérapie qui sera
administrée et le cadre d’utilisation du test spécifié dans ’AMM de cet agent. Les
caractéristiques intrinséques du test lui-méme sont importantes (notamment ’affinité et la
spécificité de I’anticorps utilisé pour la détection, instabilit¢ des épitopes) ainsi que les
variables et contraintes a sa réalisation (concentration de I’anticorps, environnement,
plateformes, systéme de score...). Il est également nécessaire de prendre en compte
I’hétérogénéité tumorale, I’expression du PD-L1 variant notamment selon le site anatomique
(207). 11 faut aussi anticiper I’ensemble des facteurs logistiques et biologiques qui pourraient
influencer I’expression du ligand et induire un biais d’interprétation du score : les biopsies
effectuées trop en amont de la réalisation du test, la qualit¢ du matériel tumoral, les

précédentes lignes de traitement par chimiothérapie, mais aussi la variabilité inter-
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individuelle liée a 1’observateur (208). En 1’absence d’un protocole de mesure standardisé,
il est donc difficile d’obtenir avec certitude une mesure précise, fiable et représentative de
I’expression du PD-L1 au moment de 1’administration de 1’inhibiteur du point de controle

immunitaire.

Ces anticorps de détection ayant été co-développés avec une immunothérapie unique,
et de manicre isolée de leur « concurrents », on cherche aujourd’hui a comparer la précision
diagnostique du portefeuille des tests disponibles, et mettre en évidence leur
interchangeabilité (193,209-214). Ces études sont menées face aux problémes rencontrés
par la communauté médicale : il n’est d’une part pas envisageable pour les hopitaux de
s’équiper de I’intégralité des dispositifs destinés a la seule évaluation de 1’expression du PD-
L1 pour un unique agent thérapeutique, et il n’est rationnellement pas envisageable non plus
de soumettre 1’échantillon tumoral a I’ensemble des tests. L’objectif de ces études
comparatives est donc de définir un protocole harmonisé et raisonnable qui puisse
contribuer, en pratique, a appuyer la décision thérapeutique en faveur d’un traitement en
particulier.

La plupart de ces analyses sont réalisées dans le cancer du poumon, ou la décision
clinique repose €galement sur la mesure d’autres marqueurs (ALK, EGFR...) auquel
I’échantillon tumoral est déja soumis. Le projet Blueprint a été [’'un des pionniers dans ce
domaine : I’objectif était de comparer dans un premier temps la performance des quatre tests
diagnostiques de référence sur un échantillonnage commercial par une étude de faisabilité,
puis de vérifier ces résultats sur la population réelle internationale, en intégrant aussi le
cinquieme test plus récemment développé pour avelumab (213,214). D’autres études
comparatives plus ou moins localisées ont ensuite été réalisées et portent des conclusions
similaires (209-212). Le marquage membranaire des cellules tumorales par les différents
anticorps de référence serait comparable, avec une sensibilité apparente moindre avec
I’anticorps SP142. Les interprétations des pathologistes sont donc concordantes en utilisant
les systemes de score de référence. Une premiere observation a également été faite dans la
phase 2 de I’étude Blueprint pour ’anticorps en développement 73-10 qui serait plus sensible
que les autres et pourrait constituer un anticorps de détection applicable a plusieurs agents
thérapeutiques (214). En revanche, les tests montrent une plus grande variabilité dans le
marquage des cellules immunitaires infiltrant la tumeur, ce qui engendre des interprétations
discordantes et donc des conclusions différentes sur la stratégie a suivre. Ces études ne

prennent pas en compte la réponse obtenue suite a I’administration des immunothérapies, ce
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qui ne permet pas de conclure avec précision sur la sensibilité et la spécificité des différents
anticorps utilisés.

Les résultats observés quant au marquage des cellules tumorales sont confirmés dans
une méta-analyse récemment publiée, qui compare les résultats de vingt-deux études
(incluant certaines précédemment citées) quant a la performance diagnostique des anticorps
¢étudiés, pour différents seuils de positivité (193). Cette méta-analyse confronte les tests de
références deux a deux, mais confronte également les tests de références a des anticorps de
détection candidats et protocoles développés par d’autres laboratoires. L’étude conclut que
ces anticorps candidats pourraient étre plus performants dans divers types de cancers que les
tests approuvés par les agences décisionnelles pour une seule indication. A I’heure actuelle,
aucune ¢étude n’a été en mesure de conclure de manicre significative quant a
I’interchangeabilité ou non des anticorps de référence, des plateformes d’analyse ou des

algorithmes de score, qui doit €tre démontrée dans une étude prospective.
2.1.1.2 Détection du PD-LI soluble : une piste a explorer

Des ¢études in vitro ont démontré I’existence de formes solubles sériques du récepteur
PD-1 (sPD-1) et du ligand PD-L1 (sPD-L1), dont il est possible de mesurer le niveau
d’expression par la méthode immuno-enzymatique ELISA (215). En se liant au PD-1, sPD-
L1 serait impliqué dans I’immunosuppression et I’entrée en apoptose des cellules T activées,

en particulier les lymphocytes CD4".

Un niveau d’expression élevé de ces éléments solubles avant le traitement serait
significativement associ¢ a des formes agressives du cancer : tumeur primitive large,
classification tumorale élevée et nécrose (215,216). sPD-L1 serait corrélé a la progression
de la maladie et a un risque de déces augmenté. L hypothése formulée a ce jour est que la
libération de PD-L1 sous forme soluble par les cellules tumorales PD-L1 positives serait un
mécanisme d’échappement tumoral supplémentaire a I’immunité anticancéreuse. sPD-L1
permet de contrecarrer le systéme immunitaire au niveau des sites tumoraux en plus de sa
forme membranaire, mais aussi de fagon systémique, facilitant ainsi la croissance tumorale,
la dissémination et 1’invasion métastatique. Cette hypothése permettrait d’expliquer le
caractére plus agressif des tumeurs pour lesquelles une grande quantit¢ de sPD-L1 est

mesurée.
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Les études réalisées ne permettent cependant pas de définir si, in vivo, le sPD-L1 est
activement libéré par les cellules tumorales dans un mécanisme de défense ou s’il provient
de débris cellulaires, en particulier apres 1’administration des traitements anticancéreux
(215). En revanche, d’autres études ont permis de révéler que les cellules de la lignée
my¢loide, qui expriment naturellement PD-L1, sont également impliquées dans la libération
sérique des formes solubles, et en particulier les cellules dendritiques matures (217,218). Les
cellules T activées qui expriment également naturellement PD-L1 serait impliquées dans une
bien moindre mesure, ce qui permet de supposer que les mécanismes régulant la libération
et/ou I’expression des formes solubles sont distincts pour les deux types cellulaires. Il
existerait donc plusieurs variants d’origine tumorale ou immunitaire de ces protéines
solubles. Aucune conclusion ne peut cependant étre apportée quant au mode de production
de ces protéines. Toutefois, I’action de métalloprotéases de la matrice extracellulaire a été
observée dans la production des formes solubles tronquées d’autres protéines analogues au
PD-L1, ce qui pourrait constituer une hypothése également applicable au sPD-L1 (219). Les
données actuelles ne permettent pas non plus de conclure quant a [Deffet des

immunothérapies sur le niveau d’expression du marqueur soluble.

La mesure de I’expression du PD-(L)1 circulant n’est actuellement pas un biomarqueur
prédictif et/ou pronostique validé mais représente une piste d’exploration intéressante : la
mesure sérique du PD-L1 permettrait notamment de s’affranchir, dans certains cas, des
techniques invasives de prélevement du matériel tumoral nécessaires a la détection des

formes membranaires (218).

2.1.2 Composante immunitaire des tumeurs et de leur microenvironnement

2.1.2.1 Les lymphocytes comme outil thérapeutique

La reconnaissance et I’infiltration des cellules tumorales par les cellules immunitaires
est un mécanisme de défense anti-tumoral médié par I’immunité adaptative en réponse a
I’expression d’antigénes tumoraux libérés apres 1’action de I'immunité innée (99). Ce
mécanisme a fait ’objet de nombreuses études depuis les années 1980 afin d’identifier les
différents phénotypes des cellules impliquées, leur role et déterminer leur éventuelle valeur
thérapeutique (94). Ces études ont notamment contribué¢ au développement des premicres
immunothérapies impliquant des lymphocytes, comme la thérapie cellulaire par transfert

adoptif de lymphocytes T infiltrant (TILs) autologues, aujourd’hui indiquée dans le
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traitement du mélanome. Toutefois, les résultats prometteurs observés sur les modéles
murins se sont finalement avérés plus décevants chez I’homme lors des essais cliniques, et
ce procédé implique de nombreuses contraintes techniques liées a sa préparation (220-222).
De ce fait, son utilisation en pratique clinique est donc réduite, ce qui a également limité son
développement dans d’autres types de cancer. L’utilisation thérapeutique des lymphocytes
T modifiés par ingénierie cellulaire a ensuite évoluée vers les cellules T porteuses d’un
antigéne chimérique (dites cellules CAR-T), actuellement indiquées dans le traitement des
hémopathies malignes dont les lymphomes a grandes cellules B et la leucémie aigiie
lymphoblastique (223—-225). Dans ce cas de figure, les lymphocytes modifiés n’infiltrent pas
la tumeur mais la ciblent puis s’activent pour la détruire au moyen d’un récepteur chimérique
exprimé a leur surface, qui reconnait la protéine CDI19 exprimée par les cellules B.
Contrairement aux TILs autologues modifiés, ce signal de reconnaissance est indépendant
du CMH. Ce type de thérapie génique nécessite une expertise spécifique et doit étre exécutée
dans des centres de lutte contre le cancer agréés, ce qui limite encore une fois son utilisation.

Un groupe de chercheurs britanniques vient également d’identifier in vitro un TLR
ubiquitaire des cellules T mais inactif dans les cellules saines, qui via la protéine 1 liée au
CMH (MR1), serait en mesure de cibler spécifiquement et indifféremment les cellules
cancéreuses (226). Cette découverte représente une stratégie thérapeutique intéressante qui
consisterait notamment au transfert de TILs équipés de ce TLR chez les patients atteints de
cancer dont les lymphocytes T naturels présenteraient un défaut de reconnaissance anti-

tumorale.

2.1.2.2  Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs)

2.1.2.2.1 Valeur pronostique

En plus de leur potentiel thérapeutique, la forte valeur pronostique des infiltrats
immunitaires est aujourd’hui largement étudiée. Dans de nombreux types de tumeurs, une
infiltration dense en particulier par les lymphocytes T est significativement corrélée a une
évolution favorable du cancer, montrée par une survie sans progression prolongée apres

résection chirurgicale et une amélioration de la survie globale (227-229).

En 2006, une étude menée sur des tumeurs colorectales a confirmé les premiéres
observations tout en démontrant I’importance du type de cellules infiltrant, leur fonction,

leur densité et leur localisation intra-tumorale (au centre ou en périphérie sur les marges
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d’invasion) dans la capacité a prédire 1’évolution clinique (230). Le terme de contexture
immunitaire a donc été formulé afin de prendre en compte ces quatre parametres : déterminer
sa « cartographie » permettrait de catégoriser les tumeurs en groupes pronostiques plus

précis et de fagon complémentaire a la classification Tumor Node Metastasis (TNM) usuelle

(230-232).

La plupart des analyses histopathologiques d’échantillons tumoraux montrent qu’un
bon pronostique serait principalement corrélé a la forte infiltration du centre de la tumeur et
des marges d’invasion par les lymphocytes T cytotoxiques et les facteurs cytotoxiques
associées (perforine, granulysine), par les lymphocytes T mémoires, en particulier ceux au
profil auxiliaire Th1 (exprimant I’IFNy, I’interleukine-12), et une faible infiltration par les
lymphocytes Treg compte tenu de leur action dans la tolérance immunitaire (90,231). Ce
profil généraliste n’est pas universel pour autant (90,181,182). En effet, I’infiltration par les
lymphocytes Treg est corrélée a un bon pronostique dans le cancer colorectal. Dans le
carcinome a cellules rénales et certains lymphomes, I’infiltration des marges invasives par
les lymphocytes cytotoxiques est associée a un mauvais pronostique, signe d’une activité
angiogénique particuliérement intense et d’un défaut dans le recrutement des cellules T leur

empéchant de s’infiltrer au centre de la cellule.

Aujourd’hui la quantification des infiltrats immunitaires n’est pas encore validée
comme biomarqueur pronostique de la survie globale, mais des outils de mesure sont en
cours de développement et de validation. C’est le cas notamment de I’immunoscore, ¢valué
dans le cancer colorectal, qui permet de catégoriser le pronostique des tumeurs selon leur
contexture immunitaire, en complément de la classification TNM (232,233). Le
développement d’un biomarqueur serait particuliérement intéressant pour identifier les
patients au profil immunitaire « bas » qui bénéficieraient le plus d’un traitement adjuvant ou

néoadjuvant a la résection chirurgicale (230).

2.1.2.2.2 Valeur prédictive de la réponse au traitement

La premicre mise en évidence de la valeur prédictive de la composante immunitaire
des tumeurs a été faite chez des patients traités par 5-fluoro-uracile (234). Suite a ’arrivée
des immunothérapies et a I’augmentation du nombre d’options thérapeutiques disponibles,

de nombreuses études de cohortes ont été réalisées pour évaluer le lien entre 1’efficacité de
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ces agents thérapeutiques et la présence d’infiltrats immunitaires. A I'instar des études
menées sur le potentiel pronostique des infiltrats immunitaires, les preuves quant a leur
valeur prédictive sont aujourd’hui nombreuses et parfois discordantes, variables d’une

tumeur a 1’autre.

Les quatre parametres de la contexture immunitaire auraient un réle dans la prédiction
de la réponse au traitement. Le phénotype, la fonction des cellules infiltrant et leur densité
sont particulierement discutés. Dans le mélanome, une réponse favorable au traitement serait
corrélée a la présence de lymphocytes T CD8" et CD4" intra-tumoraux (235). Cette étude
distingue par ailleurs deux populations de TILs, celle porteuse d’un phénotype de type
mémoire et celle porteuse de marqueurs d’épuisement lymphocytaire. La prédominance de
la signature immunologique de type mémoire serait positivement associée a la réponse aux
inhibiteurs du PD-(L)1. L expression du facteur de transcription 7 (TCF7) sur les TILs serait
¢galement corrélée a une meilleure réponse au traitement et a un meilleur pronostique.

Le score cytolytique est un systéme de mesure développé afin d’évaluer 1’activité
cytotoxique médiée par les cellules T effectrices infiltrant (176). Ce score serait plus élevé
chez les patients répondant aux inhibiteurs du PD-L1, d’aprés une étude réalisée sur
plusieurs échantillons de tumeurs solides.

L’expression du PD-1 par les TILs serait également un marqueur de ’efficacité du
traitement. En plus des preuves déja apportées quant a la valeur prédictive de 1’expression
du PD-L1, une étude menée dans le cancer du poumon a permis de catégoriser les
lymphocytes T CD8" infiltrant selon leur niveau d’expression du récepteur et leur fonction
(236). Les TILs surexprimant PD-1 (TILs PD-L1T comme nommés dans I’étude)
correspondraient a une sous-population de TILs anergiques ayant perdu leurs fonctions
effectrices et donc la capacité de sécréter des cytokines cytotoxiques, mais réactivés suite a
I’action des inhibiteurs du PD-(L)1. En étant réactivés, ces TILs présenteraient des
fonctionnalités altérées, en comparaison aux autres populations exprimant normalement ou
n’exprimant pas PD-1, avec notamment une signature transcriptomique et un métabolisme
modifiés. Cependant, les TILs PD-L1" sécréteraient le ligand chimiokine 13 & motif CXC
(CXCL13) responsable du recrutement dans le microenvironnement de cellules
immunitaires par chimiotactisme (notamment les lymphocytes B et les lymphocytes T
folliculaires helper). Le recrutement de ces cellules de I'immunité médi¢ par CXCL13 avait
déja été associé a une amélioration de la survie chez des patients atteints de cancer colorectal,

bien que non traités par inhibiteurs du point contréle immunitaire (237). Ces observations
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ont permis d’établir que la détection des TILs PD-L1T avant le traitement pourrait constituer
un marqueur prédictif positif de I’efficacité du traitement en termes de réponse objective et
de survie globale (236). En revanche, des conclusions contradictoires quant a 1’expression
du PD-1 par les TILs avaient ét¢ formulées auparavant, notamment dans le cancer de la téte
et du cou, ou une forte expression serait corrélée a un mauvais pronostique et une perte
d’efficacité (238). La différence de conclusion peut étre cependant expliquée par la
différence de traitement chez ces patients, non traités par inhibiteurs PD-(L)1, et par
I’infection par le papillomavirus humain. Par ailleurs, une étude réalisée en 2016 dans le
mélanome suggere également que 1’infiltration immunitaire évaluée au cours des premicres
administrations des inhibiteurs du point de contréle immunitaire présenterait une meilleure
valeur prédictive que I’évaluation de la contexture immunitaire avant D’initiation du
traitement (239). Ces observations soulignent une fois de plus I’existence de facteurs
confondants intervenant dans la modulation de I’infiltration tumorale et des multitudes de
combinaisons possibles, ce qui explique la difficulté des chercheurs a définir un modéle
prédictif standardisé pour toutes les tumeurs.

La distribution clonale des TCR des TILs aurait également un impact sur la
susceptibilité de réponse au traitement, bien que ce lien soit compliqué a évaluer. Si les
¢tudes s’accordent sur une relation existante, les conclusions divergent quant a définir si
cette corrélation existe avant le traitement ou apparait pendant (154,240). Une étude dans le
cancer urothélial montre paradoxalement que la clonalit¢ des TCR du répertoire de
lymphocytes T en périphérie serait négativement corrélée a ’efficacité du traitement tandis
qu’il n’y aurait pas de corrélation avec la clonalit¢é du répertoire central (241).
L’administration préalable d’autres immunothérapies (par exemple un inhibiteur du CTLA-
4) générerait des mutations qui induiraient une évolution clonale, ce qui aurait une incidence
finale sur la susceptibilité de réponse au traitement par anti-PD-(L)1 subséquent (240).

Concernant la localisation, I’infiltration périphérique des lymphocytes T CD8" dans le
mélanome présenterait la meilleure valeur prédictive, suivi dans une moindre mesure par la
densité au centre de la tumeur, I’expression du PD-1, I’expression du PD-L1 et la densité

des lymphocytes T CD4" (154).
2.1.2.3 Le microenvironnement immunitaire

Au-dela de Iinfiltration par les lymphocytes, la valeur pronostique et/ou prédictive

des autres composants du systéme immunitaire est également largement débattue. La plupart
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des analyses comparent d’ailleurs maintenant les données en cours de traitement et avant le

traitement.

2.1.2.3.1 Les structures lymphoides tertiaires

En principe, la réponse immunitaire adaptative, qu’elle soit anti-tumorale ou anti-
infectieuse, est initiée au niveau des organes lymphoides secondaires (242). Ces organes,
souvent situés a distance de la tumeur, sont le siége de la présentation, I’activation et la
prolifération des cellules T et B, qui seront ensuite envoyées au niveau du site tumoral pour
exercer leur action.

Le systéme immunitaire, sous I’effet de I’inflammation en continue, en vient parfois a
s’organiser afin de faciliter et d’accroitre son controle sur la tumeur: les cellules
immunitaires peuvent s’agréger de fagcon structurée au sein de la tumeur ou dans son stroma
pour former des structures lymphoides tertiaires (TLS), qui constitueront un nouveau foyer
de la réponse immunitaire anti-tumorale adaptative a proximité immédiate de la tumeur. Ces
agrégats sont organisés, avec une zone constituée de cellules T et une zone folliculaire
responsable de la prolifération et de la différenciation des cellules B en centre germinal (90).
Plusieurs analyses de ces TLS ont pu mettre en évidence la mise en place d’une réponse
immunitaire a I’orientation cytotoxique et Th1, ainsi que la présence de cellules dendritiques,
en particulier celles porteuses de glycoprotéines de membranes associées aux lysosomes
(DC-LAMP) (243). Le role exact des DC-LAMP est cependant encore discuté : il y a d’une
part la présentation d’antigénes aux lymphocytes T qui semble évidente, mais la détection
d’immunoglobulines dans des métastases ovariennes dirigées contre la tumeur suggérerait
une réponse cellulaire B dépendante des cellules T, qui serait facilitée par I’intervention de
la chimiokine CXCL13 (242,244). Dans le cancer du pancréas, les tumeurs ayant une faible
densité de TLS seraient également moins infiltrées par les cellules immunosuppressives mais
présenteraient un profil génétique favorisant les lymphocytes Th17 (245). En résumé,
I’action combinée de cellules T cytotoxiques et des cellules B générées au sein des TLS
permettrait au systéeme immunitaire d’éliminer la tumeur directement et in situ, par CCDA
ou encore par I’activation du complément, tandis que les cellules mémoires contribueraient
a la prévention de la dissémination métastatique (242). La présence de TLS dans de
nombreuses tumeurs traduit donc la capacité du systéme immunitaire a exercer une action
anti-tumorale élevée et en continue, ce qui constitue un marqueur de bon pronostic. Les

conclusions dans le cadre du carcinome hépatocellulaire sont plus controversées. Une étude
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réalisée en 2015 sur un modele murin suggérait que les TLS localisées dans les tissus
hépatiques non-tumoraux pourraient servir de niche de stockage aux progéniteurs
d’hépatocytes malins qui interviendraient dans la rechute tardive du cancer, ce qui
correspondrait donc a un état pré-tumoral (246). Ces résultats ont été nuancés par la suite
dans une étude de cohorte qui a démontré que les TLS intra-tumorales seraient bien corrélées
a la diminution du risque de rechute précoce compte-tenu de I’activité immunitaire effectrice
en place (247). Cette étude n’a cependant pas été en mesure de conclure quant a la valeur

pronostique des TLS localisées dans le parenchyme sain du foie.

Concernant le potentiel prédictif des TLS, les conclusions ne dépendent finalement
pas de leur présence en soi mais surtout de la détection des cellules de I'immunité qu’elles
abritent. L’étude de D.S. Thommen et al., mentionnée dans le sous-chapitre précédent, avait
démontré I’importance dans la réponse au traitement des TILs surexprimant PD-L1 (les TILs
PD-L1%) (236). Cette étude a par ailleurs mis en évidence que ces TILs étaient
majoritairement situés dans les TLS péri- et intra-tumoraux. Cette position a I’interface de
la tumeur et de I’hote leur confere ce role stratégique dans le recrutement des autres cellules
de I'immunité via notamment la chimiokine CXCLI3. L’induction de TLS par
I’administration de cytokines ou encore des vaccins thérapeutiques combinés a
I’immunothérapie par inhibiteur du PD-(L)1 constitue donc une piste thérapeutique
intéressante pour transformer des tumeurs au profil immunologique bas en tumeurs tres

immunogenes et donc plus susceptibles de répondre au traitement (242,248).

2.1.2.3.2 Les macrophages

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) sont les représentants majoritaires de
I’inflammation dans le microenvironnement tumoral (249). Ils ont une double fonction,
selon leur phénotype induit par la présence de signaux dans le microenvironnement. En
présence de stimuli bactérien ou de I’action des lymphocytes auxiliaires Th1 notamment, les
macrophages se polarisent vers un type M1 et ont un role pro-inflammatoire. Les
macrophages de type M2 ont un réle dans la promotion de 1’oncogenése (en favorisant
I’angiogenese, le remodelage de la matrice extracellulaire et I’immunosuppression de
I’immunité adaptative) et sont polarisés en présence d’interleukine-10 (250).

L’expression du PD-1 par les TAMs induit une diminution de leur capacité a

phagocyter, ce qui contribue a I’altération du systéme de destruction des cellules tumorales
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(249). De ce fait, les marqueurs du phénotype M2 sont donc davantage retrouvés sur les
TAMs exprimant PD-1, tandis que les marqueurs de type M1 sont prédominants sur les
TAMs PD-1 négatifs. Les tumeurs présentant une infiltration dense par les TAMs de type
M2 PD-1" seraient plus agressives et de stade plus élevé. Par ailleurs, I’expression de PD-1
serait corrélée a la taille de la tumeur. L’inhibition de PD-1 par des immunothérapies anti-
PD-1 contribuerait donc a restaurer le réle des macrophages dans le controle de la croissance
tumorale, et n’aurait pas d’incidence sur la densité de la population de TAMs PD-L1". Dans
le lymphome Hodgkinien, I’expression de PD-1 par les TILs est trés hétérogene : une perte
d’expression du CMH 1 est souvent observée, ce qui contrecarre la réponse cellulaire T
(251,252). En théorie, ’efficacité des inhibiteurs du PD-1 devrait donc étre relative. En
pratique, d’excellentes réponses ont été observées lors des essais cliniques, ce qui traduit
I’action potentielle de I’agent thérapeutique sur les macrophages. La valeur prédictive
proprement dite des macrophages est a ce jour relativement peu discutée. Dans le cadre du
cancer du sein traité par un anticorps dirigé contre le récepteur au facteur de croissance
épidermique humain de type 2 (HER2), la prédominance des macrophages de type M1 a été
associée a 1’augmentation des lymphocytes T CD8" infiltrant, qui constitue un marqueur
prédictif avéré d’une réponse favorable au traitement (253).

La présence de macrophages ne semble pas constituer un biomarqueur prédictif
indépendant. Néanmoins, il est important de prendre en compte I’expression possible du PD-
1 par les macrophages de type M2 comme marqueur de I’efficacité potentielle des inhibiteurs

du PD-1 dans le traitement de tumeurs supposées peu immunogenes.
2.2 Biomarqueurs liés au génome

2.2.1 Mutations d’oncogenes

L’acces a certaines thérapies ciblées est conditionné par la détection de mutations
d’oncogenes, de genes suppresseurs de tumeurs ou de réarrangements spécifiques. Parmi les
plus connues, la détection de la surexpression ou de I’amplification du géne HER?2 dans le
cancer du sein ou encore les différentes mutations et réarrangements impliqués dans le
CBNPC (ALK, EGFR...) servent de biomarqueurs prédictifs a 1’efficacité des agents
thérapeutiques qui ciblent spécifiquement les produits de ces mutations (254,255). L’analyse

génétique de certains cancers est donc un prérequis a la décision thérapeutique.
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Dans le cadre de I’identification de biomarqueurs prédictifs de [’efficacité des
inhibiteurs du PD-(L)1, I’analyse des mutations génétiques ou épigénétiques se focalise
surtout autour de celles impliquées dans la surexpression du ligand. Des mutations peuvent
se retrouver dans plusieurs voies de signalisation, et constituent la voie oncogénique
considérée comme mécanisme de résistance innée a I’immunité anti-tumorale (Figure 3).
Par extension, les éléments impliqués dans I’évasion tumorale se retrouvent bien souvent

¢galement responsables de la résistance aux inhibiteurs du PD-(L)1.

2.2.1.1 Lavoie PTEN-PI3K

PTEN est un geéne suppresseur de tumeur qui contribue a réguler négativement
I’activation de la voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR (27). Lorsqu’elle est active, cette
cascade a un role important dans la survie, la prolifération et la mobilité des cellules
tumorales. La protéine mTOR serait impliquée dans la surexpression adaptative du PD-L1
induite par I’IFNy et dans la voie oncogénique, ce qui pourrait justifier la combinaison d’un
inhibiteur de mTOR aux inhibiteurs du PD-(L)1 dans le contréle de I’immunoévasion et de
la résistance au traitement (256). L activation de mTOR peut étre notamment attribuée a la
perte de ’expression de PTEN, qui a été corrélée a I’augmentation de 1’expression du PD-
L1 dans le glioblastome, le cancer colorectal et le CBNPC (128,257,258). La surexpression
du PD-L1 peut étre également liée a la mutation PIK3CA, qui implique une altération de la

sous-unité catalytique a de la PI3K (259,260).

2.2.1.2 Lavoie EGFR-Ras-Raf-MAPK

La voie des MAPK est primordiale dans la régulation du cycle cellulaire (17,18). Cette
cascade est fréquemment sujette a des mutations dans la cellule cancéreuse, qui impliquent
in fine I’activation presque systématique des effecteurs les plus en aval. Le rdle de cette voie
de signalisation dans la régulation du PD-L1 a été observé dans le myélome multiple, ou
I’inhibition génétique ou pharmacologique de MEK (une MAPK kinase), a été associée a la
diminution de I’expression du PD-L1 (261). La protéine serait notamment impliquée dans la
phosphorylation du facteur de transcription STAT1 induite par 'IFNy. La présence du
variant MEK-DD serait corrélée a une surexpression du PD-L1 et I’activation continue de la
Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK), une autre MAPK. Certains mélanomes
développent une résistance a 1’inhibition pharmacologique de BRAF et parviennent a

surexprimer PD-L1 par la dérégulation de JUN, cible des MAPK, qui interagit avec STAT3
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pour activer les génes de transcription du PD-L1 (262). Dans le cancer du poumon, la
détection de la mutation KRAS pourrait servir de cible a I’inhibition pharmacologique de
I’expression du PD-L1 (263). Paradoxalement, dans le cancer du sein, I’inhibition seule de
MEK serait corrélée a une augmentation de 1I’expression du PD-L1 tandis que I’inhibition
combinée de MEK et du ligand aurait une activité anti-tumorale efficace (264). Cette étude
montre ¢également que [’activation de cette voie de signalisation serait associée a la
diminution de I'infiltration tumorale par les TILs, et permettrait a la cellule de s’affranchir
de la présentation antigénique en supprimant le CMH I et II. L’activation de cette cascade
peut étre directement liée a I’EGFR, qui est le récepteur a ’initiation de la transduction du
signal lorsque li¢ & un facteur de croissance. Son activation continue, par exemple induite
par une mutation, contribue par extension a 1’activation des effecteurs en aval et donc a la
surexpression du PD-L1 (265). L’inhibition de I’EGFR par des inhibiteurs aux tyrosines
kinases permettrait par ailleurs de s’affranchir de ’expression du PD-L1 constitutive a la
voie oncogénique mais aussi celle liée a I’'I[FNy. L’inhibition de MEK serait ¢galement
efficace pour contrecarrer 1’activation de ’EGFR et ses conséquences sur I’expression du
PD-L1. Des activations croisées par d’autres voies de signalisation sont possibles : dans le
cancer du rein, la liaison de la tyrosine-protéine kinase c-MET, fréquemment surexprimée,
a son ligand induirait I’activation de la voie Ras-Raf-MAPK dans le but de limiter

I’apoptose, ce qui parallélement stimulerait 1I’expression du PD-L1 (266).

2.2.1.3 C-MYC, VHL et HIFs

Dans le CBNPC, il a été démontré que 1’expression de I’oncogene c-MYC serait
corrélée a la surexpression du PD-L1 (267). Cet oncogéne serait en mesure de lier
directement le promoteur du gene PD-L1 (268). Nous avons également vu dans le chapitre
sur I’oncogenése que la perte d’expression du gene suppresseur de tumeur VHL en particulier
dans le carcinome a cellules rénales conduisait a I’activation et 1’accumulation de HIF-a
(87-89). Au-dela du rdle primordial de cette hypoxie induite dans I’angiogencse et
I’oncogenese en général, il a été démontré que les HIFs serait capable de lier un élément de
réponse a 1I’hypoxie présent dans le promoteur du PD-L!I et influencer directement son
expression (89,269). En outre, il existerait des relations croisées entre 1’oncogene c-MYC et
les HIFs: I’accumulation de HIF-2a potentialiserait la dérégulation de 1’oncogéne et
exacerberait son activité transcriptionnelle (270). Nous avons également vu que la présence

d’hypoxie pouvait étre a 1I’origine de résistance aux inhibiteurs du PD-(L)1 (184).
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2.2.1.4 Les genes de fusion d’ALK

Le signal oncogénique porté par ALK et en particulier ses génes de fusion avec la
nucléophosmine (NPM-ALK) et 1’echinoderme microtubule-associated protein like 4
(EML4-ALK) favoriserait I’expression de PD-L1, a travers ’activation de plusieurs des
effecteurs précédemment mentionnés : MEK-ERK, Akt, STAT3 et I’induction de HIF-1a
(129,271,272).

2.2.1.5 Les facteurs de transcription

La voie oncogénique peut également impliquer les facteurs de transcription du géne
PD-L1. La protéine activatrice 1 (AP-1), constituée de plusieurs sous-familles de protéines
dont c-Jun, serait particulierement recrutée dans le lymphome Hodgkinien et lors de
I’infection par le virus oncogénique Epstein-Barr (EBV) (273). Egalement observée dans le
lymphome, la présence de I’amplification 9p24.1 impliquerait une amplification des locus
codant pour JAK2 et PD-L1, et donc I’expression constitutive du ligand par I’activation de
la voie JAK-STATSs (274). Cette voie est en principe impliquée dans la surexpression du
PD-L1 a la suite de la stimulation par ’IFNy. La mutation de JAK constitue ['un des
mécanismes fréquemment observés dans 1’absence de réponse aux signaux anti-prolifératifs
et pro-apoptotiques libérés suite a 1’action des inhibiteurs du PD-(L)1 (175).

Les facteurs nucléaires kappa B (NF-kB) sont des facteurs de transcription
fréquemment soumis a des mutations oncogéniques ou activés par des cytokines
inflammatoires du microenvironnement (275). Quand ce signal est activé, par exemple par
la mucine 1 surexprimée dans le CBNPC, la sous-unité p65 du NF-«kB est capable de se lier
au promoteur du PD-L] et favoriser la transcription du ligand. NF-kB est également un
régulateur négatif de la voie extrinseque de I’apoptose et son activation, induite par un signal
oncogénique ou par le TNFa, peut contribuer a la résistance innée ou acquise aux inhibiteurs

du PD-(L)1, a I’instar des mutations impliquant les caspases (176).

Les ¢éléments listés ci-dessus ne sont pas exhaustifs, et I'impact oncogénique a
I’origine de 1’échappement tumoral et de la résistance thérapeutique continuent d’étre
étudiés. Il a également ét¢ démontré a plusieurs reprises qu’il n’y a pas de frontiere stricte
entre les mécanismes d’oncogenése, de résistance immunitaire et de résistance
thérapeutique, qui présentent de nombreux ¢€léments communs, et en particulier les

mutations d’oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs.
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L’identification de ces mutations, en particulier lorsqu’elles induisent la surexpression
du PD-L1, supporte indirectement 1’efficacité des inhibiteurs du signal PD-(L)1 : c’est la
mesure de I’expression du ligand lui-méme qui constitue un marqueur validé a ce jour.

L’un des freins a la validation d’une de ces mutations comme biomarqueur prédictif
est ’hétérogénéité des résultats quant a leur importance dans la régulation du ligand.
L’inhibition thérapeutique de mTOR ne serait pas efficace dans le contrdle de 1’expression
du PD-L1 dans les cellules de mélanomes résistantes aux inhibiteurs de BRAF, ce qui
traduirait une implication mineure de la voie PI3K-Akt-mTOR en comparaison a la voie
Ras-Raf-MAPK dans ce cadre (262). Une autre étude réalisée dans le mélanome n’a pas été
en mesure de démontrer une association significative entre les événements oncogéniques
impliquant BRAF, PTEN, Akt et les différents niveaux de surexpression du PD-L1 (276).

L’identification de ces mutations est particuliérement intéressante dans 1I’évaluation
des différents mécanismes de résistance possibles d’une maniére générale. Dans ce cadre,
I’analyse génétique sert surtout a orienter la décision thérapeutique, qui ne tourne pas
nécessairement autour des seuls inhibiteurs du PD-(L)1 (264). Néanmoins, 1’identification
et la validation d’un biomarqueur prédictif parmi ces différents oncogenes reste cohérente et
envisageable. L’analyse du profil génétique des patients et leur réponse au traitement a court
et long termes pourraient permettre de conclure significativement quant au poids de chacune
des voies de signalisation dans 1’expression du ligand et dans la résistance ou non au
traitement. De telles études pourraient contribuer a identifier des cartographies
mutationnelles prédictives d’une résistance innée, tardive ou de 1’absence de résistance, et
de déterminer en fonction si le patient tirerait le plus de bénéfice d’un inhibiteur du PD-(L)1

seul, combiné ou d’une autre stratégie thérapeutique.

2.2.2 Charge mutationnelle et répertoire néoantigénique

2.2.2.1 Mutations somatiques et signatures mutationnelles

De nombreux facteurs peuvent étre a 1’origine de mutations somatiques qui favorisent
I’oncogenese : exposition a des agents mutagenes exogenes, instabilité génétique lie a
I’altération des systémes de réparation de I’ADN, altérations lors de la réplication du
génome...(277). Plusieurs programmes génomiques internationaux ont permis de créer des
catalogues de mutations somatiques identifiées dans plusieurs milliers d’échantillons
tumoraux, et ces bases de données servent aujourd’hui de point de départ a de nouvelles

recherches (278). La charge mutationnelle a été définie pour représenter le nombre de
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mutations dans le génome étudié (279). Il existe une tres grande variabilité de la prévalence
des mutations somatiques au sein d’un méme type de cancer, et entre les différents cancers

(Figure 6) (277).
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Figure 6 : Estimation de la charge mutationnelle par type de cancer.
Les types de tumeurs sont rangés dans [’ordre croissant des nombres de mutations médian. Reproduction
autorisée, d'apres Alexandrov (277).

Les différents mécanismes induisant ces mutations sont variés et géncrent des
combinaisons de mutations caractéristiques. Le projet mené par Ludmil Alexandrov en 2013
a permis d’identifier 21 signatures mutationnelles qui correspondent a la quantification des
mutations associées aux six classes de substitutions de bases possibles (C>A, C>G, C>T,
T>A, T>C, T>QG). La prévalence de ces signatures a été évaluée, et certaines ont pu étre
associées a leur étiologie : age, déficit en systeme de réparation de I’ADN, rayons
ultraviolets, agents alkylants mutageénes etc. Ces signatures ont pu étre utilisées ensuite pour
¢tablir un profil mutationnel par type de cancer (Figure 7). On remarque que la plupart des
cancers sont composés en principe de deux signatures mutationnelles majoritaires, mais
certaines histologies présentent un nombre de signature plus élevé, traduisant une plus
grande complexité dans le processus mutationnel. La signature 1B liée a 1’age est par
exemple partagée par I’ensemble des types de cancers analysés. Par définition, on estime
que les cancers les plus mutés sont ceux exposés chroniquement a des agents mutagenes.
Cette déduction se vérifie également d’un point de vue génomique puisque la signature 4
associée au tabagisme est prédominante dans le cancer du poumon et la signature 7 associée
aux rayons ultraviolets est prédominante dans le mélanome. Ces signatures ont ¢galement
un intérét pronostique puisqu’elles sont plus représentatives de I’exposition réelle aux agents

mutagenes que 1’anamnese menée chez le patient. Cette premiére classification taxonomique
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continue d’étre affinée et complétée au fil des recherches. Les nouvelles données sont
davantage focalisées par type de cancer, en particulier sur ceux largement impactés par des

mutations héréditaires et somatiques comme le cancer du sein (280,281).
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Figure 7 : Signatures mutationnelles observées par type de cancer.

Charge mutationnelle et répartition des signatures mutationnelles par type de cancers et par échantillon d’'un
méme type tumoral. Reproduction autorisée, d’aprés Alexandrov (277).

2.2.2.2 Potentiel prédictif de la charge mutationnelle sur [’efficacité des immunothérapies

2.2.2.2.1 Lien avec la charge néoantigénique

Les mutations de I’ADN peuvent étre transcrites et traduites en peptides oncogéniques
porteurs d’épitopes impliqués dans la présentation par le CMH I (282-284). Ces antigenes
associés a la tumeurs, appelés néoantigenes, constituent une population distincte des
antigénes constitutifs du soi qui sont non mutés. Lors de la présentation par le CMH I,
certains néoantigénes sont reconnus comme du « non soi », ce qui conduit a I’activation des
lymphocytes T CD8" et CD4". L’évolution clonale est ensuite a I’origine de 1’augmentation
du nombre de néoantigeénes, qui induisent I’activation en continue de la réponse immunitaire
anti-tumorale (240,283). En exprimant des points de controle immunitaire, la tumeur
parvient a supprimer cette réaction anti-tumorale générée par les néoantigenes. On estime
que les cancers présentant une charge mutationnelle médiane supérieure a 10 mutations par

mégabase généreraient fréquemment de ces néoépitopes (Figure 8) (285,286). Compte tenu
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de la réaction immunitaire anti-tumorale sous-jacente, les cellules possédant une charge
mutationnelle et néoantigénique élevées seraient donc les plus susceptibles de tirer bénéfice

des inhibiteurs du PD-(L)1.
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Figure 8 : Charge mutationnelle et prédiction de la charge néoantigénique correspondante par type de tumeur.
AD = adénocarcinome ; SQ = carcinome a cellules squameuses. Reproduction autorisée d'apres Biittner
(286), adapté de Chen (285).

22222 Corrélation entre la charge mutationnelle et DPefficacité des

immunothérapies

La premi¢re démonstration de la corrélation entre la charge mutationnelle et la réponse
aux inhibiteurs des points de controle immunitaire a été faite sur des mélanomes traités par
ipilimumab (287,288). L’exome des différentes tumeurs analysées a pour cela été
enticrement séquencé. Bien que la charge mutationnelle soit positivement corrélée a
I’efficacité du traitement, les résultats de I’étude montrent qu’elle ne constitue pas a elle
seule un marqueur parfaitement sensible de I’efficacité thérapeutique. Certaines tumeurs
présentant pourtant un nombre de mutations élevé n’avaient pas répondu au traitement. En
revanche, la présence d’une signature néoantigénique particuliere a été observée chez
I’ensemble des patients répondeurs de 1’étude. Des observations similaires ont été faites dans
le traitement du CBNPC par pembrolizumab (279). Dans la premiére cohorte analysée, 73%
des patients avec une charge mutationnelle ¢levée, c’est-a-dire supérieure a la médiane de
209 mutations sur I’exome entier, ont eu un bénéfice clinique durable, contre seulement 13%
de ceux avec une charge mutationnelle basse (p=0,04). Le taux de réponse objective était de
63% contre 0% (p=0,03), et la survie sans progression médiane de 14,5 mois contre 3,7 mois,

ce qui correspond a un hazard ratio de 0,19 (p=0,01). Ces données ont été confirmées dans
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la cohorte de validation, en appliquant une valeur seuil de 178 mutations non synonymes.
Toutefois, 1’association observée entre le nombre de mutations et la réponse au traitement
serait surtout portée par la charge néoantigénique, identifiée avec une médiane de 112
néoantigénes par tumeur, qui serait fortement liée a la charge mutationnelle.

Enfin, ’impact de la charge mutationnelle a également été évalué rétrospectivement
sur les patients de I’étude Checkmate 032 traités par nivolumab en monothérapie ou combiné
a ipilimumab pour leur cancer bronchique a petites cellules (289). Trois groupes de patients
ont été analysés selon leur charge mutationnelle (0 a 142 mutations, 143 a 247 mutations et
a partir de 248 mutations sur I’exome entier). Les résultats montrent un bénéfice supérieur
pour les deux bras de traitements chez les patients avec une charge mutationnelle élevée,

toutefois en faveur de la combinaison.

Le séquencage de I’exome entier a été utilisé dans la plupart des études initiales ayant
démontré le potentiel prédictif de la charge mutationnelle sur I’efficacité des inhibiteurs des
points de controle immunitaire. Cependant, son manque de faisabilité en routine constitue
une contrainte au développement de la charge mutationnelle comme biomarqueur. En 2018,
une étude a été réalisée avec un panel ciblé de génes et une technique de séquencage nouvelle
génération pour évaluer I’impact de la charge mutationnelle sur la réponse aux inhibiteurs
du PD-(L)1 (290). Les patients présentant une réponse clinique durable possédaient une
médiane de 8,5 mutations par mégabase d’ADN ciblé et les patients non répondeurs a
I’inhibiteur du PD-1 une médiane de 6,6 mutations par mégabase (p=0,006). Une différence
significative en nombre médian de mutations par mégabase a été retrouvée entre les patients
présentant une réponse compléte ou partielle (8,5), les patients en maladie stable (6,6) et
ceux en progression (6,6 ; p=0,049). La distribution du nombre de mutations dans les
différents échantillons tumoraux a été représentée par des box-plots. La survie sans
progression et la durée du bénéfice clinique seraient augmentées a partir de la valeur de
charge mutationnelle correspondant a la médiane. L’¢tude a également montré une
corrélation entre la charge mutationnelle évaluée par la technique de capture par hybridation
MSK-Impact et celle évaluée par le séquencage de I’exome entier. Une étude évaluant
atezolizumab apres une ligne de chimiothérapie dans le carcinome urothélial a intégré une
analyse génomique exploratoire dans son protocole, et avait pour cela utilisé la technique de
profilage génomique (291). Des résultats similaires ont été observés quant a I’augmentation
du bénéfice clinique avec la charge mutationnelle, et avec une précision comparable a la

technique du séquencage de I’exome entier.
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La charge mutationnelle et I’expression du PD-L1 sont deux variables indépendantes
(292). Compte tenu de la sensibilité et spécificité imparfaites mais comparables des deux
marqueurs, 1’¢laboration d’un marqueur composite pourrait contribuer a améliorer la
détection des patients et la décision thérapeutique. L’étude Checkmate 227 constitue la
premicere étude prospective a avoir inclus la charge mutationnelle comme critére de jugement
(293). Cet essai clinique évaluait la combinaison nivolumab plus ipilimumab dans le
CBNPC avec une charge mutationnelle ¢élevée (au moins 10 mutations par mégabase). Il est
inclus une analyse en sous-groupes stratifiée selon I’expression du PD-L1. Les résultats
montrent que les patients possédant une expression faible du ligand (inférieur a 1%)
tireraient quand méme bénéfice de la combinaison d’immunothérapies. Cette efficacité serait

donc liée a la charge mutationnelle ¢élevée et I’analyse combinée des deux marqueurs

permettraient d’identifier parmi les patients PD-L1 négatifs de potentiels répondeurs.

2.2.2.3 Développement comme biomarqueur

2.2.2.3.1 Validité des données

Le premier frein au développement de la charge mutationnelle comme biomarqueur
vient de la validité¢ des données. La plupart des résultats ont été obtenus rétrospectivement
sur des échantillons provenant de cohortes d’essais cliniques prospectifs, ou sont issues
d’analyses exploratoires ne permettant pas la validation statistique des tendances observées.
De ce fait, il est nécessaire de vérifier les observations existantes pour les différents agents
dans des études prospectives validées statistiquement sur des cohortes de patients, comme

I’é¢tude Checkmate 227 pour nivolumab (293).

2.2.2.3.2 Standardisation du systéme de mesure

Le deuxiéme frein est I’absence de standardisation du systéme de mesure, qui se

retrouve a plusieurs niveaux.

La charge mutationnelle peut s’exprimer de deux fagons selon la technique utilisée
(294). La mesure en nombre de total de mutations sur I’exome implique le s€équengage entier
des séquences codantes de I’ADN, qui correspond a la technique de référence. Il s’agit
cependant d’une technique onéreuse et fastidieuse nécessitant un échantillon tumoral
conséquent couplé a un échantillon sain pour comparaison, ce qui la rend peu applicable en

pratique clinique. Aujourd’hui, on tend a utiliser des techniques de séquencage nouvelle
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génération, ciblées sur un panel de geénes, comme la capture par hybridation MSK-Impact
ou le profilage génomique FoundationOne (295,296). On exprime alors la charge
mutationnelle en nombre de mutations par mégabase d’ADN ciblé. L’avantage de ces
techniques est qu’elles contribuent, en plus de mesurer la charge mutationnelle, a détecter
des mutations d’oncogénes spécifiques et des réarrangements caractéristiques de certains
cancers. Les geénes pertinents ont été identifiés et validés par plusieurs études. Le programme
The Cancer Genome Atlas a notamment réalisé une analyse intégrative des données
« omiques » de douze types de tumeurs issues de plusieurs milliers de patients (297). Ce
type de projet permet d’identifier les genes et caractéristiques moléculaires pilotes de
I’oncogenese et de les caractériser dans chaque type tumoral pour adapter la recherche de
mutations selon le profil. L application de la technique de capture par hybridation sur de
nombreux types tumoraux a permis également d’identifier de nouvelles signatures
mutationnelles, définir leur degré de fréquence et démontrer la faisabilité a large échelle de

cette technique de séquencage (298).

Les genes ciblés (et leur nombre) peuvent varier entre les panels, ce qui peut rendre
discutable I’interprétation des données et la comparaison d’une étude a 1’autre. La définition
de la charge mutationnelle diverge selon les outils. Avec le séquengage par panels de génes,
la mesure inclut les mutations somatiques des régions codantes de I’ ADN, mais certains tests
considérent uniquement les mutations non synonymes, alors que d’autres comme le
FoundationOne incluent également les mutations synonymes (286). Il semblerait que
I’association entre la charge mutationnelle et les immunothérapies soit plus forte lorsque le
panel utilisé n’inclut que des mutations non synonymes (299). Toutefois, 1’estimation de la
charge mutationnelle pourrait étre faussée si seules les mutations non synonymes sont
considérées lorsque le panel utilisé est de petite taille. La spécificité et sensibilité de la
mesure dépendent en effet non seulement des génes sélectionnés mais également de la taille
du panel utilisé. L’¢tude qui a initialement montré la corrélation entre la réponse au
pembrolizumab et la charge mutationnelle a procédé¢ a la comparaison des données obtenues
par séquencage nouvelle génération a celles obtenues par la technique de référence (279).
Les résultats suggerent que le panel doit étre de taille suffisante pour fournir une mesure
comparable. L’étude qui évalue la technique de profilage génomique montre par exemple
qu’une taille minimum de 0,5 mégabase est nécessaire (296). Une autre étude analysant
I’impact de la taille du panel montre qu’un panel inférieur a 1 mégabase détecte les charges

mutationnelles « basses » avec un intervalle de confiance large, qui ne permet pas d’exclure
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une charge de 10 mutations par mégabase pourtant considérée comme « haute » (300). De
ce fait, la précision de la mesure diminue et ne permet pas de caractériser les phénotypes non
hypermutés. L’augmentation de la taille a 1,5 mégabase permet de diminuer
considérablement la variance des résultats et leur intervalle de confiance. Paradoxalement,
I’impact sur la variance est plus modéré lorsque la taille du panel est augmentée de 1,5 a5

mégabases.

I1 est également nécessaire de prendre en considération d’autres facteurs limitants liés
a I’aspect technique : les différents outils de bio-informatique, les algorithmes, ou encore la
validation des échantillons pour s’assurer que les mutations sont réelles et non liées a la
méthode de prélévement. Le séquengage entier de I’exome et la technique MSK-Impact
requiérent en outre un échantillon apparié contréle donc sain, ce qui constitue une
problématique d’ordre éthique et 1égal qui dépasse le cadre de I’oncologie lorsqu’il s’agit

d’identifier des mutations héréditaires (301).

Enfin, a ’instar de I’expression du PD-L1, la charge mutationnelle est une variable
continue qui requiert donc la définition d’une valeur seuil pour étre interprétable et
développée comme biomarqueur. Ce seuil correspond a la valeur la plus sensible et la plus
spécifique pour établir une conclusion quant a sa corrélation avec le bénéfice clinique. La
valeur de la charge mutationnelle « haute » n’est cependant pas la méme selon les études.
Différentes méthodes sont utilisées pour la définir, et il n’y a pas de consensus a ce jour. Par
ailleurs, elle dépend de la technique utilisée, puisque I’unité n’est pas la méme. Les études
utilisant le séquengage de I’exome entier ont utilisé le nombre médian de 158 mutations pour
I’étude sur nivolumab, et de 178 mutations dans la cohorte de validation pour I’étude sur
pembrolizumab (279,289). Avec la capture par hybridation MSK-Impact, un seuil de 7,4
mutations par mégabase a ¢ét¢ utilis€é et correspond également au nombre médian de
mutations (290). 11 est également possible d’utiliser le 75°™ percentile du box-plot qui
représente la distribution des valeurs individuelles de charge mutationnelle dans 1’étude
(302). Un seuil de 10 mutations par mégabase a été utilis¢ dans 1’étude Checkmate 227, qui
utilisait pour cela le profilage génomique par FoundationOne CDx, et ce seuil a été défini
avec une courbe ROC (277,293). 1l s’agit donc du seul seuil validé dans les régles pour
prédire ’efficacité du nivolumab, et qui correspond a environ 200 mutations sur 1I’exome.
D’autres valeurs seuils sont nécessaires si 1’on veut utiliser des valeurs de charge

mutationnelle intermédiaires.
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2.2.2.3.3 Tests développés et techniques émergentes

Pour la pratique clinique, deux tests sont actuellement approuvés. Le test
FoundationOne CDx est approuvé comme test compagnon par la FDA pour mesurer la
charge mutationnelle dans le cadre du protocole de certaines thérapies ciblées (303). Ce
dispositif médical de diagnostic in vitro a montré son efficacit¢ dans le cadre
d’immunothérapies par inhibition du signal PD-(L)1 et a été validé dans une étude de phase
3 (293). La FDA a également autorisé I’utilisation du test MSK-Impact (304). Toutefois, la
charge mutationnelle n’est pas reconnue stricto sensu comme un biomarqueur prédictif
validé pour les inhibiteurs du PD-(L)1. D’autres tests sont ¢galement disponibles, mais sont

utilisés uniquement dans le cadre de la recherche (305,306).

Enfin, deux techniques d’analyses émergentes consisteraient a mesurer la charge
mutationnelle a partir de I’ADN circulant dans le sang ou a partir de biopsies liquides. La
charge mutationnelle de I’ADN circulant dans le sang serait corrélée a une amélioration de
la survie sans progression chez les patients traités par atezolizumab dans le CBNPC (307).
Les résultats de cette étude montrent que les charges mutationnelles sanguines et tissulaires
partagent 60% de variants : seuls les polymorphismes sur un seul nucléotide peuvent étre
détectés dans le sang, tandis que I’analyse tissulaire permet également de détecter les
insertions et délétions. Cette technique représente une alternative non-invasive intéressante,
en particulier dans le cadre de tumeurs ou 1’obtention de matériel tumoral constitue une
problématique. Dans 1’analyse en sous-groupes stratifiée selon I’expression du PD-L1, les
patients qui bénéficieraient le plus de 1’atezolizumab seraient sans surprise ceux présentant
une charge mutationnelle sanguine ¢élevée (d’au moins 16 selon le seuil établi) et une
expression élevée du PD-L1 (de niveau 3 sur les cellules tumorales ou de I’immunité). Il y
aurait également une tendance en faveur de I’efficacité de 1’atezolizumab chez les patients
avec une charge mutationnelle ¢levée, mais une expression du PD-L1 faible ou inexistante.
Des outils utilisant le séquencage nouvelle génération ont été¢ développés dans cet intérét et
sont en cours de validation dans une étude de phase 3 (308). L’analyse des cellules libres a
partir de biopsie liquide est également a 1’étude mais les résultats sont partagés : certaines
¢tudes montrent une bonne concordance des résultats avec ceux obtenus par séquencage de

I’exome entier, d’autres ¢tudes estiment que cette technique est moins sensible (309,310).
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2.2.2.4 Valeur prédictive de phénotypes particuliers

Le développement de la charge mutationnelle comme biomarqueur individuel
présente, comme on 1’a vu, plusieurs limites (311). La sensibilité et spécificité imparfaites
des seuils utilisés engendrent un chevauchement entre certains patients répondeurs ou non
et ceux avec une charge mutationnelle faible ou élevée. Cependant, les analyses génomiques
ont permis d’identifier d’autres marqueurs potentiels qui auraient une valeur prédictive de
I’efficacité des inhibiteurs du PD-(L)1. Combinée a la charge mutationnelle, la présence de
ces phénotypes particuliers permettrait de mieux distinguer les patients répondeurs ou non

que la charge mutationnelle seule n’a pas su discriminer.

L’altération d’oncogenes ou genes suppresseurs de tumeurs pilotes de 1’oncogenése a
une incidence majeure sur I’expression du PD-L1 et la résistance ou la réponse au traitement.
De ce fait, la recherche de ces mutations spécifiques, vues dans le chapitre 2.2.1, est
effectuée en parallele de 1I’évaluation de la charge mutationnelle. Cependant, des altérations
de différentes natures peuvent impacter ces genes d’intérét, sur différents domaines
d’activité et induire des phénotypes variés (311). La délétion homozygote de PTEN serait
exclusivement retrouvée dans les tumeurs avec une résistance intrinséque a
I’immunothérapie, alors que la troncature clonale bi-allélique de PTEN n’aurait pas une
association si marquée avec la progression de la maladie. Certaines mutations clonales
peuvent permettre de prédire la réponse aux inhibiteurs du PD-(L)1 pour de multiples
tumeurs : PIK3CA et KRAS seraient retrouvées chez les patients bons répondeurs ou en
réponse partielle, tandis que le mutant EGFR serait retrouvé chez des patients en
progression. On peut également identifier des tendances mutationnelles si on se concentre
sur le type de cancer : PIK3CA serait par exemple retrouvée dans les mélanomes, cancers de
la vessie ou cancers anaux avec des réponses complétes ou partiels aux inhibiteurs du PD-
(L)1, mais serait retrouvée dans le cancer du poumon chez les patients en progression. Par
ailleurs, dans 1I’adénocarcinome pulmonaire, I’évaluation de la mutation de plusieurs genes
comme KRAS et les geénes suppresseurs de tumeurs 7P53 ou sérine thréonine kinase 11
(STK11)/LKBI permettrait de définir des sous-groupes de mutants (312). L’inactivation de
STKI11 est associée a un profil immunitaire non inflammatoire, une diminution de
I’expression du PD-L1 et serait retrouvée parmi les mutants KRAS dans les cas de résistance
primaire aux inhibiteurs du PD-1. En revanche, la mutation simultanée de KRAS et TP53

serait corrélée a une bonne efficacité du nivolumab. Le carcinome a cellules rénales a un
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profil particulier puisqu’il est en principe bon répondeur aux inhibiteurs du PD-(L)1 grace a
son profil trés inflammatoire, mais posséde une charge mutationnelle basse en comparaison
aux autres cancers bon répondeurs (voir chapitre 2.3.2). Pourtant, deux genes
caractéristiques sont fréquemment mutés, VHL, responsable de I’augmentation de I’hypoxie,
et le polybromo 1 (PBRM1), qui code pour des complexes de remodelage de la chromatine.
L’inactivation de ce deuxiéme géne serait corrélée a I’efficacité des inhibiteurs du PD-(L)1,
tandis que la charge mutationnelle ne présenterait pas d’association avec la réponse au

traitement (313).

L’ hétérogénéité intra-tumorale est un facteur confondant additionnel (314). Cette
hétérogénéité est caractérisée par les mutations dites subclonales qui, contrairement aux
mutations clonales, ne se retrouvent pas dans I’ensemble des cellules tumorales. Bien que
les néoantigenes subclonaux participent a la charge néoantigénique totale, il apparait que ces
mutations seraient plus nombreuses chez les patients peu répondeurs aux immunothérapies
(311,314). La présence de mutations subclonales serait plutot caractéristique de I’exposition

a des agents alkylants.

L’aneuploidie a été identifiée comme étant a 1’origine de faux positifs lors de 1’analyse
de la charge mutationnelle et la prédiction de 1’efficacité des immunothérapies (315). La
présence de cette altération est corrélée a I’augmentation de la charge mutationnelle. Elle
serait également associée a I’augmentation de la signature « cycle cellulaire », composée de
marqueurs de prolifération. En revanche, elle serait associée a la diminution de la signature
inflammatoire, qui se traduit notamment par une réduction de I’infiltration tumorale par les
cellules cytotoxiques de I’'immunité et ’augmentation des macrophages M2 associés a la
tumeur. La variabilité¢ dans le nombre de copies des genes est donc liée a I'immunoévasion.
Dans le mélanome, malgré une charge mutationnelle élevée, la présence d’aneuploidie a
notamment montré une corrélation négative avec I’efficacité de I’ipilimumab (241,288).
L’impact de la variabilité du nombre de copies dépend également des geénes impactés. La
résistance primaire a I’ipilimumab dans le mélanome serait par exemple induite par

I’aneuploidie impactant les génes impliqués dans le signal médié par I'TFNy (316).

Certaines signatures mutationnelles ont €également une valeur prédictive. La signature
moléculaire associée au tabagisme est en partie basée sur le taux de substitution de cytosine

en adénine dans I’ADN, la signature « fumeur » étant considérée comme ayant un taux de
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substitution ¢élevé, et la signature « non-fumeur » un taux de substitution bas (279). Les
patients possédant la signature « fumeur» répondraient mieux au traitement par
pembrolizumab, avec un taux de réponse objective de 56% (contre 17% chez les « non-
fumeurs » ; p=0,03) et un bénéfice clinique durable de 77% (contre 22% ; p=0,004). La
survie sans progression médiane n’est pas atteinte chez ces patients a la date de ’analyse, et
est de 3,5 mois chez les patients « non-fumeurs » (p=0,0003). La méme analyse a été réalisée
a partir de I’anamnése du tabagisme des patients. Pour cela, ceux ayant déja fumé et ceux
n’ayant jamais fumé avaient ét¢ comparés, ainsi que les patients gros fumeurs et ceux plus
modérés (avec une valeur seuil de 25 paquet-année). L’anamnése n’a cette fois pas €té en
mesure de distinguer clairement les patients qui bénéficieraient le plus du traitement. Ces
données témoignent en faveur de I’efficacité du pembrolizumab chez les patients atteints de
CBNPC porteurs de la signature mutationnelle associée au tabagisme. Cette signature serait
¢galement associée a une charge mutationnelle ¢élevée, une hétérogénéité intra-tumorale
basse, et une augmentation de la mutation de KRAS dans le cancer du poumon (311). Chez
les « non-fumeurs », ce serait la mutation d’EGFR qui serait prédominante, avec une charge
mutationnelle faible mais un nombre de mutations subclonales plus conséquent, ce qui est
cohérent avec les faibles taux de réponse observés chez ces patients.

L’¢tude évaluant Defficacité¢ d’atezolizumab dans le traitement du carcinome
urothélial a également évalué I’impact de la présence d’une signature immunologique T
effecteur, composée des plusieurs génes codant pour I’'IFNy, des chimiokines, et PD-L1
(291). La présence de cette signature traduit un statut immunologique inflammatoire de la
tumeur qui serait également fortement corrélé¢ a 1’efficacité¢ de 1’atezolizumab dans le
traitement du CBNPC (317,318). Nous verrons dans le chapitre 2.3.2 dédi¢ aux marqueurs
de l’inflammation que la signature inflammatoire semble d’une manicére générale

indispensable a 1’efficacité des inhibiteurs du PD-(L)1.

Le complexe des antigenes de leucocytes humains (HLA) a également son importance
dans la prédiction de I’efficacité¢ des inhibiteurs du PD-(L)1 (319). Dans le mélanome, le
polymorphisme des trois loci du HLA de classe I serait associ¢ a une augmentation de la
survie aprés immunothérapie, en comparaison des patients homozygotes pour au moins un
des loci. L’effet est encore plus important lorsque la charge mutationnelle est élevée. Des
supertypes de HLA ont également été observés, comme 1’alléele HLAB44 qui serait associée

a une meilleure efficacité des inhibiteurs des points de contrdle immunitaire dans le
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mélanome. Par extension, lors de 'immunoévasion, la perte de 1’hétérozygotie des genes

codant pour le HLA de type I a un impact sur I’efficacité du traitement.

Comme on I’a vu, I’instabilité génomique liée a la cancérogenese peut étre a 1’origine
d’altérations dans la machinerie du génome qui se traduisent par des phénotypes hypermutés.
Des anomalies dans le systéme de réplication de I’ADN sont principalement causées par une
mutation des genes codants pour les ADN polymérases epsilon (POLE) et delta 1 (POLD1)
(320). La mutation du domaine exonucléase de ces enzymes engendre un phénotype
hypermuté voire ultramuté, ou I’on peut parfois observer plus de 100 mutations par
mégabase d’ADN. On distingue également les altérations intervenant sur le systéme de
réparation de ’ADN (296). Ces mutations se traduisent par la signature mutationnelle de
I’instabilité microsatellitaire et le déficit en systéme de réparation des mésappariements qui
feront I’objet du chapitre suivant. Toutefois, ces altérations restent des évenements
relativement rares. Dans les cancers ayant la charge mutationnelle la plus élevée, la mutation
de POLE est par exemple retrouvée dans moins de 3% des cancers du poumon, et I’instabilité
microsatellitaire dans moins de 1% des mélanomes et cancers du poumon (321,322).
L’altération de ces systemes ne constitue donc pas la seule explication de la charge

mutationnelle élevée dans certains types de cancers.

2.2.3 Déficit en systéme de réparation des mésappariements et instabilité
microsatellitaire

Le systéme de réparation des mésappariements de I’ADN comprend les génes humains
MutS homolog 2 et 6 (MSH?2 et MSH6), MutL homog 1 (MLH1), et post-meiotic segregation
2 (PMS2), qui interviennent en cas d’erreurs lors de la réplication afin de garantir I’intégrité
du génome (323,324). Ce systéeme contribue en outre a controler les recombinaisons inter-

chromosomiques au niveau des télomeres (325).

La perte d’un ou plusieurs des génes de ce systéme ou encore I’hyperméthylation du
promoteur du MLH1, résultent en une défaillance du processus de réparation de I’ADN, qui
se traduit donc par D’apparition d’'un nombre important de mutations somatiques non
réparées. Cette altération est a 1’origine du syndrome de Lynch, une forme héréditaire du
cancer colorectal, et se retrouve également de fagon notable dans les formes sporadiques du

cancer colorectal, du cancer de I’endometre et du cancer gastrique en particulier

(323,324,326).
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Le déficit en systeme de réparation des mésappariements de I’ADN (MMRd) implique
par extension une grande probabilité de présenter des mutations dans les séquences répétées
de ’ADN (277). La présence d’une signature mutationnelle caractéristique, constituée d’un
nombre conséquent de petites substitutions, d’insertions et de délétions sur ces séquences
répétées, est associée a un phénotype tumoral hypermuté appelé instabilité microsatellitaire
(MSI).

Plusieurs études ont démontré que les tumeurs ayant une MSI présenteraient un
microenvironnement particuli¢rement inflammatoire en comparaison aux tumeurs a
séquences microsatellites stables : augmentation des TILs, en particulier des lymphocytes T
cytotoxiques et des lymphocytes auxiliaires Thl, et augmentation de 1’expression de points
de contréles immunitaires (327,328). Ce profil s’explique notamment par 1’élévation de la
charge mutationnelle et de la quantité de néoantigénes associés aux mutations. Ces données
ont permis de supposer que les tumeurs avec MMRd ou MSI élevés pourraient répondre
favorablement aux inhibiteurs du signal PD-(L)1 et que la présence de ces altérations
génomiques pourrait en outre constituer un marqueur prédictif de leur efficacité.

Lors de deux essais cliniques, le pembrolizumab a été administré a des patients ayant
un cancer avec MSI et en progression apres deux lignes de traitement. L’étude KEYNOTE
158 portait sur les types de tumeurs autres que colorectales, et 1’étude KEYNOTE 164
exclusivement sur les tumeurs colorectales (329,330). Les données de ces études ont conduit
la FDA a accorder en 2017 une AMM agnostique au pembrolizumab (c’est-a-dire pour une
indication indépendante de 1’histologie ou de la localisation de la tumeur) dans le traitement
des tumeurs porteuses de MMRd et/ou MSI ¢élevés (331). L’efficacité du nivolumab a
patients atteints de cancer colorectal avec MMRd et/ou MSI ¢élevés ayant progressé apres le
triplet de chimiothérapie fluoropyrimidine, oxaliplatine et irinotécan (332,333). Le
nivolumab en monothérapie et I’ipilimumab en combinaison avec nivolumab ont bénéficié
en 2017 et 2019 d’une extension d’AMM par la FDA dans cette indication (334,335).
L’utilisation d’inhibiteurs du PD-1 dans le traitement de cancers avec MMRd ou MSI n’est

pas une indication approuvée par ’EMA a ce jour.

Le potentiel prédictif des MSI a été pour la premicre fois évalué sur des tumeurs
traitées par pembrolizumab (336). Cet essai mettait particulierement en évidence les tumeurs
colorectales, qui présentent généralement des taux de réponse plutot faibles aux inhibiteurs

du PD-(L)1. Les trois cohortes de I’étude étaient donc constituées des tumeurs colorectales
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avec MSI, sans MSI, et des tumeurs avec MSI autres que colorectales (endométre, duodénum
et ampoule de Vater). Quarante pourcents des patients atteints de cancer colorectal avec MSI
ont présenté une réponse objective, et 71% des patients ayant une tumeur « autre » avec MSI
ont également présenté une réponse objective. En revanche, les patients atteints d’une
tumeur colorectale a microsatellites stables n’ont pas répondu au traitement. Le
développement des MSI comme biomarqueur prédictif permettrait d’identifier, parmi les
types de tumeurs considérés comme non répondeurs aux inhibiteurs du PD-(L)1, des sous-
population de patients qui pourraient en tirer bénéfice compte tenu de leur phénotype

mutationnel.

Le diagnostic de la MSI étant couramment réalisé en routine, son développement
comme biomarqueur est de ce fait pertinent et accessible. Des lignes directrices définissent
les critéres des patients qui doivent étre évalués (337). D’un point de vue technique, les
méthodes de diagnostic sont plutot variées et évolues avec le temps. Les lignes directrices
de Bethesda (historiquement utilisées pour diagnostiquer les MSI) mentionnent un panel de
cinq microsatellites de référence a évaluer par des techniques de réaction en chaine par
polymérase et ¢lectrophorese capillaire comparant les ADN issus de tissus tumoraux et de
tissus sains (338). Des seuils ont ét¢ définis : une différence de taille observée sur au moins
deux microsatellites extraits du tissu tumoral par rapport au tissu sain traduit une MSI élevée.
Lorsqu’un seul microsatellite est modifié, le phénotype est considéré comme MSI faible,
équivalent a la stabilité microsatellitaire. Le MSI analysis system utilise le méme procédé
avec des marqueurs mononucléotides qui permettent de détecter des loci plus longs, ce qui
les rend donc plus sensibles (339). Il est également possible de procéder au séquengage
génomique ou de I’exome mais ces techniques sont surtout réalisées dans le cadre de
recherches et non pas a visée diagnostique en pratique clinique (279,287). On utilise
¢galement ’analyse IHC des protéines codées par les génes du systéme de réparation des
mésappariements (340). Ces genes codent pour des protéines qui fonctionnent en dimeres,
MLH]1 étant associ¢ a PSM2 et MSH?2 étant associ¢ a MSH6. En principe, les tumeurs ayant
une perte d’expression du MLHI ont une perte d’expression concomitante du PSM2, et la
perte du MSH? est associée a la perte de MSH6. En revanche, la perte d’expression du MSH6
et du PSM?2 n’impliquent pas nécessairement la perte du géne codant pour leur protéine
bindme. De ce fait, I’identification d’une mutation sur les protéines permet de déduire le
profil mutationnel de la cellule tumorale. L’analyse IHC des protéines permet donc

d’identifier les génes mutés et serait également plus sensible que la seule analyse des
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séquences microsatellites qui ne correspondent qu’a une partie des cellules avec MMRd. Un
algorithme décisionnel existe dans le cadre du diagnostic des MMRd et/ou MSI dans le
cancer colorectal, qui permet de catégoriser les patients selon différents profils et adapter la
stratégie thérapeutique. Cet algorithme associe 1’évaluation des MSI, les analyses IHC des
protéines issues de genes impliqués dans le systéme de réparation des mésappariemments et

la détection de la mutation BRAF.

Les MMRd ou MSI représentent donc des marqueurs de substitution pour I’évaluation
de la charge néoantigénique associée aux mutations. Ces déficits sont cependant validés
comme biomarqueurs prédictifs de 1’efficacité des inhibiteurs du PD-(L)1 uniquement par

la FDA.
2.3 Biomarqueurs liés a ’hote et a I’environnement

2.3.1 Le microbiome

2.3.1.1 Les oncogenes viraux

L’¢étude de I’impact paradoxal des microorganismes sur le cancer est un sujet plutot
ancien. La découverte de leur rdle anticancéreux a contribué au développement de la
virothérapie avec notamment les toxines de Coley destinées a traiter le sarcome (341). Quant
a leur réle carcinogéne, on estime aujourd’hui a 20% les cancers dont I’origine serait liée
aux microorganismes (virus, bactéries et parasites), qui profiteraient d une bréche persistante
dans le tissu sain et de la perte continue de I’homéostasie tissulaire et microbienne pour
influencer la carcinogenése (342). Il est toutefois difficile d’établir avec certitude une
corrélation positive entre la présence de ces microorganismes et le développement du cancer,
en particulier dans les zones porteuses d’un microbiote dense comme la peau, 1’appareil
respiratoire, 1’appareil digestif et le systtme génito-urinaire. Une dizaine de
microorganismes ont pu étre catégorisés par le Centre International de Recherche sur le
Cancer comme étant carcinogénes chez I’homme : Helicobacter pylori, Clonorchis sinensis,
Opisthorchis viverrini, Schistosoma haematobium, les virus de 1’hépatite B et C, le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), le papillomavirus humain (HPV), le virus Esptein-Barr
(EBV), I’herpes virus humain type 8 (HVHS), le polyomavirus a cellules de Merkel
(MCPyV) et le virus T-lymphotropique humain 1 (HTLV-1) (343).
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EBV, HPV, MCPyV, HTLV-1 et HVHS sont des oncovirus capables de s’intégrer au
génome de I’hote, qu’il soit immunocompétent ou immunodéficient (344). Ces oncogenes
viraux codent pour des oncoprotéines reconnues comme du non-soi (par exemple les
protéines HPV-E6 et HPV-E7), et constituent donc des néoantigénes qui vont diriger

I’oncogenese et altérer la réponse immunitaire (345).

Certains cancers sont systématiquement associés a un oncogene viral, comme le cancer
du col de I’utérus lié¢ a HPV, le carcinome nasopharyngé li¢ a EBV, le sarcome de Kaposi
induit par HVHS ou encore le lymphome/leucémie a cellules T de I’adulte infecté par HTLV-
1 (346-349). Pour d’autres types de cancers, les oncogenes viraux sont détectés dans une
fraction de la population de patients. Il est donc envisagé par les chercheurs que la détection
de ces virus pourrait contribuer a estimer la susceptibilité de réponse aux inhibiteurs du PD-
(L)1, bien qu’a ce jour de telles conclusions n’aient pu étre démontrées.

80% des carcinomes a cellules de Merkel sont infectés par MCPyV (350). Ces cancers
possedent une charge mutationnelle faible, contrairement a ceux non infectés par le virus, et
50% exprimeraient PD-1 sur les TILs et PD-L1 sur les cellules tumorales et macrophages
infiltrant (351). On noterait également une augmentation de I’infiltration en lymphocytes T
CDS8" et CD4" spécifiques des antigénes du MCPyV (352). L’essai clinique qui a conduit a
I’extension d’AMM du pembrolizumab dans le traitement du carcinome a cellules de Merkel
a évalué I’efficacité du traitement dans la population totale de 1’étude, mais aussi entre les
patients porteurs ou non du virus (351,353). Bien que les différences d’efficacité observées
entre les patients porteurs ou non du virus ne soient pas significatives, cette ¢tude, ainsi que
celle réalisée pour évaluer avelumab, confirment néanmoins que les inhibiteurs du PD-1 ou
du PD-L1 puissent étre efficaces dans le traitement de cancers viro-induits (351-353). La
présence du virus pourrait donc d’une certaine maniére contribuer a identifier les patients
les plus susceptibles de répondre au traitement. Il est cependant difficilement imaginable
avec les données actuelles de valider la présence du virus comme biomarqueur prédictif
compte-tenu de I’efficacité du traitement également observée chez les patients non porteurs.

EBV contribuerait a la surexpression du PD-L1 dans les cellules Reed-Sternberg du
lymphome Hodgkinien, en médiant le facteur de transcription AP-1 du gene PD-LI et
¢galement la voie JAK-STAT (273).

D’autres études ont ét¢ menées et ont évalué les différences d’efficacité entre les
patients infectés ou non d’un oncovirus, notamment 1’é¢tude Checkmate 040 qui portait sur

I’efficacité du nivolumab dans le carcinome hépatocellulaire et différenciait les patients
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infectés par les virus de 1’hépatite B ou C (354). L’étude de phase 3 subséquente a cependant
échoué a démontrer son critére de jugement principal ce qui rend finalement caduques les
conclusions précédentes (355).

Enfin, il a été observé que I’infection des cellules présentatrices d’antigénes par le VIH
induirait une surexpression substantielle du PD-L1, en activant le signal porté par la PI3K

(356).

2.3.1.2 Composition du microbiote intestinal

L’impact de la composition du microbiote intestinal en particulier sur I’évolution du
cancer et sur la réponse au traitement fait I’objet d’analyses de métagénomique plus récentes.
L’efficacité des anticorps anti-PD-L1 sur les tumeurs €pithéliales murines a pu étre corrélée
a la présence du Bifidobacterium commensal (357). Cette étude a également suggéré que
I’administration de Bifidobacterium combinée a la thérapie par inhibiteur du PD-L1
contribuerait plus efficacement au contrdle tumoral que la seule administration de 1’anticorps
anti-PD-L1.

Chez I’homme, plusieurs ¢€tudes confirment I’importance de la composition du
microbiote intestinal dans la réponse aux inhibiteurs du PD-(L)1. Les conclusions quant a
I’identification des microorganismes divergent parfois, ce qui se justifie principalement par
des différences dans les caractéristiques des patients étudiés, notamment les types de cancers
et la présence de facteurs confondants (génétiques, nutritionnels, géographiques...) (358).
Chez les patients traités par inhibiteurs du PD-1, la grande diversit¢ des microorganismes
dans les feces avant traitement et en particulier I’abondance de Akkermansia muciniphila,
Enterococcus hirae, Bifidobacterium longum ou adolescentis, Collinsella aerofaciens,
Klebsiella pneumoniae, Veillonella parvula, Parabacteroides merdae, Lactobacillus sp,
Enterococcus faecium, de Ruminococcaceae ou de Faecalibacterium a été positivement
corrélée a I’amélioration de I’efficacité du traitement (190,359,360). En revanche, la faible
diversité¢ du microbiote ainsi que 1’abondance de Bacteroidales constitueraient un profil
microbiotique défavorable a I’efficacité des inhibiteurs du PD-(L)1. Contrairement a son
role clé dans D’efficacité de I’ipilimumab, il serait dans le cas présent impliqué dans la

recrudescence de lymphocytes Treg et de MDSC dans le microenvironnement (191,359).

Plusieurs hypothéses ont été émises quant au mode d’action du microbiote dans le

contrdle tumoral. Certaines bactéries dont A. muciniphila seraient porteuses d’épitopes
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reconnus par des TCR spécifiques. Cette reconnaissance activerait la réponse cellulaire T et
en particulier le recrutement de lymphocytes T CD4" grace a l’interleukine-12. Ces
lymphocytes seraient porteurs du récepteur aux chimiokines CCR9 spécifique de I’intestin
et seraient donc dirigés contre 1’agent microbien (190,358). Ces cellules T porteuses du
CCRO9 peuvent contribuer a I’action des lymphocytes T CD8" contre la tumeur en sécrétant
des cytokines ou alors étre impliquées dans une réaction croisée avec les antigénes
spécifiques de la tumeur. Cette derniére hypothése s’appuie sur la théorie du mimétisme
moléculaire selon laquelle les microorganismes seraient en mesure d’exprimer des
mimitopes, épitopes similaires a ceux du soi et donc reconnus par le méme TCR, ce qui
engendrerait des réactions croisées (361). Cette théorie explique notamment I’origine du
développement de certaines maladies auto-immunes, ou au contraire comment Bacteroides
parvient a inhiber le développement de colites immuno-induites par ipilimumab en ciblant
les cellules dendritiques. E. hirae serait ciblé par des récepteurs de reconnaissance de
pathogenes exprimés sur les cellules dendritiques, et induirait la sécrétion d’interleukine-12
et I'initiation de la réponse Thl impliquée dans le controle tumoral (190). Les cellules
dendritiques exposées au Bifidobacterium seraient plus actives dans leur role de présentation
d’antigénes et stimuleraient davantage 1’expression d’IFNy (357). Une derniére hypothése
consisterait en la modulation du métabolisme de I’hote par les bactéries, en générant
notamment des polyamines impliquées dans la stimulation a distance de I’autophagie mais
aussi dans la régulation des effets toxiques liés aux immunothérapies (362). Cette liste
d’hypothéses est cependant non exhaustive, d’autres protéines ou métabolites ont pu étre
suggérés comme ¢étant impliqués dans la relation entre le microorganisme et la cellule

tumorale (358).

Compte tenu de I’impact du microbiote dans la réponse au traitement, une étude a été
réalisée chez 121 patients atteints de carcinome a cellules rénales (CCR) et 239 patients
atteints d’un CBNPC pour comparer les effets de I’antibiothérapie sur 1’efficacité des
immunothérapies (189). Les 13% de patients atteints de CCR exposés aux antibiotiques dans
les trente jours précédant I’administration de I’immunothérapie présenteraient un risque
accru de progression de leur maladie (75% de progression chez les patients traités par
antibiotiques contre 22% chez ceux non traités), une diminution significative de la survie
sans progression et de la survie globale. Des résultats similaires ont été observés dans la
cohorte de patients atteints de CBNPC a I’exception d’une différence non significative entre

les taux de progression. L’ensemble de ces données coincident avec les observations
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préliminaires obtenues in vitro ou lors d’analyses rétrospectives de cohortes de patients

(190).

D’autres études sont maintenant nécessaires afin d’¢lucider les mécanismes régissant
I’interaction entre le microbiote et la cellule tumorale et identifier les microorganismes
impliqués. Le projet Oncobiome mené par I’institut Gustave Roussy réunit un consortium
d’experts et a pour objectifs d’identifier et valider une signature microbiologique qui serait
corrélée a I’évolution pronostique et/ou a la réponse thérapeutique, et caractériser
I’interaction entre le microbiome, I’immunité et la tumeur (363). Ces données pourront étre
combinées aux signatures génétiques, cliniques, immunologiques et métaboliques déja
connues afin de créer un seul outil, validé comme biomarqueur pronostique et/ou prédictif
utilisable en clinique pour supporter la décision thérapeutique. L’analyse du microbiote n’est
donc pas validée comme biomarqueur, mais il existe néanmoins un consensus actuel : la
diversité¢ du microbiote et I’abondance de certains microorganismes seraient prédictifs de la
réponse aux immunothérapies, et I’administration préalable d’antibiotiques engendrerait une

dysbiose négativement corrélée a 1’efficacité du traitement anticancéreux (190).
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2.3.2 Marqueurs de ’inflammation

Grace a la caractérisation du mécanisme de I’immunoédition et I’analyse histologique
de tumeurs avant traitement, trois phénotypes immunitaires ont pu étre déterminés. Ces
profils permettent aujourd’hui de supposer de la susceptibilité¢ de réponse a des catégories

de traitement ou des combinaisons thérapeutiques (Figure 9) (364,365).
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Figure 9 : Caractéristiques associées a la signature inflammatoire des tumeurs.
Reproduction autorisée, d’aprés Hegde (366).

Les tumeurs ayant un phénotype inflammatoire, dites tumeurs « chaudes », sont
immunogenes. Elles se caractérisent par une charge mutationnelle élevée et une forte
infiltration par les cellules T CD8" et CD4". Ces lymphocytes induisent la libération de
cytokines pro-inflammatoires et effectrices, dont I’'IFNy, qui stimule ensuite la surexpression
du PD-L1 par les cellules de I’'immunité et les cellules tumorales (367,368). En principe, ce
phénotype traduit I’existence d’une réponse immunitaire qui aurait été interrompue par une
immunosuppression. Ces tumeurs développent en effet de nombreuses barrieres afin de
contrecarrer la réponse immunitaire (Figure 10). On remarque de ce fait la présence de
cellules immunosuppressives, de lymphocytes Treg nécessaires a [’homéostasie
immunitaire, de TGFp, de marqueurs d’épuisement lymphocytaire et I’expression d’autres
facteurs inhibiteurs. Une corrélation a été observée entre les patients bons répondeurs a

I’immunothérapie et la présence de ce phénotype tumoral (155).
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Les tumeurs avec exclusion de I’infiltration impliquent par définition le recrutement
des cellules de 'immunité dans le stroma, mais 1’absence d’infiltration dans les cellules
tumorales. Il s’agit d’un état transitionnel vers I’immunoévasion : activité angiogénique
accrue, synthése en continue de stroma, matrice extracellulaire dense, présence de
chimiokines et de cytokines qui retiennent les lymphocytes T. Ces tumeurs, dites « froides »,
présentent ¢galement une charge mutationnelle élevée mais sont généralement résistantes
aux traitements par inhibiteurs du signal PD-(L)1. Cet état est considéré comme non-
inflammatoire, mais n’est pas irréversible. Le blocage thérapeutique de 1’angiogenése (par
exemple via un inhibiteur des tyrosines kinases du VEGFR) ou du signal du TGFp
permettrait de renverser le défaut de recrutement des cellules T. Cette inhibition
contribuerait a rendre a la tumeur un phénotype chaud sensible au traitement combiné par
inhibiteur du point de controle immunitaire.

Finalement, les tumeurs en état de désert immunitaire sont isolées des cellules de
I’immunité au niveau de la tumeur et du microenvironnement (368). Cet état peut étre induit
par I’absence de la présentation et de 1’activation des cellules T (par exemple un défaut en
cellules présentatrices d’antigénes, pas de signaux de danger, pas de molécule de co-
stimulation, pas de lymphocytes T auxiliaires). Une ignorance immunologique peut
¢galement étre créée par I’absence d’antigéne ou un défaut de présentation (par exemple la
diminution de la reconnaissance par le CMH I). Les tumeurs en désert immunitaire peuvent
aussi traduire un état de tolérance : augmentation de ’activité proliférative, faible charge
mutationnelle, présence de lymphocytes Treg, de macrophages M2 et de cytokines
immunosuppressives. De ce fait, elles sont donc insensibles aux agents thérapeutiques

impliquant 1’action du systéme immunitaire.
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Figure 10 : Mécanismes et facteurs a l'origine des différents profils inflammatoires tumoraux.
Reproduction autorisée, d'aprés Chen et Mellman (365).

La caractérisation de signatures génétiques traduisant 1’état inflammatoire des tumeurs
fait I’objet de plusieurs études (176). En 2017, une combinaison de 18 génes impliqués dans
la présentation antigénique, ’activité cytotoxique, la réponse immunitaire adaptative et
I’expression d’IFNy a été caractérisée et développée comme un outil prédictif de I’efficacité
du pembrolizumab au-dela d’un certain seuil d’expression (369). Cet outil appelé signature
inflammatoire tumorale a ensuite été évalué a plus grande échelle sur la base de données du
programme génomique The Cancer Genome Atlas (370). L’utilisation de cette signature a
permis de confirmer I’existence de plusieurs niveaux de réponse anti-tumorale préalable
dans les tumeurs chaudes. Le score inflammatoire médian est plus élevé dans les types de
tumeurs qui présentent généralement les meilleurs taux de réponses aux inhibiteurs du PD-
(L)1 comme le mélanome et le CCR, et également dans le CBNPC qui fait partie des cancers
dont la charge mutationnelle est généralement ¢élevée (Figure 11). Toutefois, au sein d’un
méme type tumoral, la distribution des médianes de scores entre les patients atteste d’une

grande variabilité inter-individuelle.
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Figure 11 : Scores de la signature d’inflammation tumorale.

A. Répartition des scores individuels de la signature inflammatoire de tous les patients de la banque de
données, classés par type de tumeurs, et rangés par scores médians croissants.

B. Répartition du logarithme 2 de la charge mutationnelle observée, par type de tumeurs, et rangés selon
l’ordre de la figure A.

PAAD = Carcinome pancréatique (pancreatic adenocarcinoma) ; SKCM = Mélanome (skin cutaneous
melanoma) ; LUAD = Cancer bronchique (lung adenocarcinoma) ; KIRC = Carcinome rénal a cellules claires
(kidney renal clear cell carcinoma).

D’aprés Danaher (370), reproduction autorisée par la licence Creative Commons Attribution 4.0
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr

L’exemple du CCR donné dans les résultats de 1’étude souligne que la charge mutationnelle
n’est dans ce cas pas a elle seule ’origine de ’efficacité du traitement. Le sous-groupe
histologique du CCR a cellules claires connu pour ses trés bonnes réponses aux inhibiteurs

du PD-1 et du PD-L1 présente le deuxiéme score inflammatoire le plus élevé mais une charge

mutationnelle faible en comparaison aux autres types tumoraux. A I’inverse, les tumeurs
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pancréatiques, pour lesquelles on observe peu de réponse aux inhibiteurs du PD-(L)I,
compte tenu d’une forte activité suppressive, posseédent un score médian proche de celui du
mélanome, ce qui suggere que le score inflammatoire permettrait de distinguer des
échantillons de patients potentiellement répondeurs au sein d’une population qui ne 1’est en
principe pas. Les conclusions associées a cette signature de 18 génes sont comparables a
celles d’une étude préalable évaluant 160 génes précédemment réalisée, ce qui rend
I’utilisation de cet outil davantage transposable en pratique clinique. Cette signature
inflammatoire permettrait également de détecter les « tumeurs froides » avec un score
médian d’inflammation bas mais surexprimant PD-L1 susceptibles de répondre aux

inhibiteurs.

De nombreux facteurs agissent dans la balance entre I’immunité et la tolérance, et donc
dans les transitions entre les phénotypes chaud et froid : les altérations génétiques tumorales,
la transmission héréditaire, mais aussi 1’age, la prise concomitante de médicaments, le
microbiome, les oncovirus...(365). Ces différents facteurs et leur poids dans la balance
pouvant évoluer au cours du temps, les trois profils d’inflammation ne sont pas statiques et
ne permettent donc d’envisager une probabilité de réponse qu’a I’instant ¢. Par ailleurs, la
présence d’une tumeur chaude n’exclut cependant pas la nécessité d’¢léments additionnels
pour que la réponse soit suffisante. De ce fait, ce phénotype ne garantit pas a lui seul une

efficacité optimale des inhibiteurs du PD-(L)1.

L’accumulation de données sur les différentes composantes qui régissent la réponse
ou la résistance aux inhibiteurs du PD-(L)l montre une interaction évidente entre ces
parametres, ce qui supporte la nécessité de développer des outils permettant de les évaluer
simultanément. Dans le cancer du rein, la signature moléculaire d’IMmotion 150 compare
par exemple I’efficacité des trois bras de traitements évalués (incluant atezolizumab) en se
basant sur les profils d’expression angiogénique, immunitaire et inflammatoire présents a
I’initiation du traitement (371). Cette étude est I’une des premicres évidences de 1’utilisation
possible de ces signatures moléculaires dans 1’orientation thérapeutique. La combinaison de
ces trois composantes a permis de distinguer huit profils de tumeurs et de les associer
rétrospectivement aux réponses observées dans les différents bras de traitements. Les profils
attestant d’une réponse immunitaire innée et d’une faible composante inflammatoire liée aux
cellules myéloides seraient mieux répondeurs a I’atezolizumab seul. Les profils aux

composantes immunitaires et inflammatoires élevées tireraient plus de bénéfice de la
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combinaison. Ces données traduisent en outre ’impact potentiel du bevacizumab, un
anticorps dirigé contre le VEGF, sur I’'immunosuppression induite par les cellules
my¢loides. La présence de cette composante inflammatoire pourrait donc correspondre a un
mécanisme de résistance a I’efficacité de 1’atezolizumab seul. Le sunitinib serait davantage
bénéfique aux profils a forte composante angiogénique. Les résultats bruts quant a la
sélection de ces traitements en particulier doivent toutefois étre interprétés avec prudence
dans la mesure ou la combinaison n’a a ce jour pas démontré de bénéfice en survie globale
dans le CCR (372). Cette analyse de biomarqueurs montre qu’il est néanmoins pertinent de
considérer 1’ensemble des composantes impliquées dans 1’évolution du cancer et sa
résistance aux traitements et de ne pas conclure sur la seule présence ou absence d’un

biomarqueur isolé.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les recherches sur les composantes de 1’oncogenése et des mécanismes de résistances
thérapeutiques ont mis en évidence une interconnexion entre les différents parameétres
impliqués dans la prédiction de la réponse aux traitements. Le développement et la validation
d’un biomarqueur est d’'une maniére générale un exercice compliqué soumis a des regles
précises (373). Une sensibilité et spécificité optimales sont nécessaires pour que 1’on puisse
conclure avec la plus grande certitude que seuls les patients aux tests « positifs » répondront
au traitement. Ce point est primordial pour la sécurit¢ des patients lorsque 1’agent
thérapeutique posséde un profil de toxicité étendu et que le ratio bénéfice/risque est
rapidement discutable. Par ailleurs, 1’administration du bon traitement au bon patient a son
importance d’un point de vue économique pour le systéme de santé. Les biomarqueurs sont
¢galement intéressants lorsqu’ils permettent d’identifier dans wune population
majoritairement résistante une fraction de patients qui pourraient tirer bénéfice de la stratégie
thérapeutique. Dans le cadre des inhibiteurs du PD-(L)1, les biomarqueurs avérés ou
potentiels actuels ne sont pas des prédicteurs absolus de 1’efficacité mais ont quand méme
un rdle primordial dans I’approche thérapeutique. Comme analytes isolés, ils contribuent a
fournir une information sur les mécanismes complexes qui interviennent dans 1’oncogeneése
et la résistance. Ils fournissent ¢galement une estimation de la susceptibilité de réponse a ces
agents. Etudiés simultanément, les biomarqueurs permettent d’affiner davantage le profilage

des patients et augmenter la précision de la prédiction.

A T’heure actuelle, seule I’expression du PD-L1 est validée comme biomarqueur
prédictif en Europe. Les MMRd et MSI sont ¢galement validés par la FDA. Parmi ceux a
venir, la charge mutationnelle possede le stade de développement le plus avancé, bien qu’en
pratique, elle soit d’ores et déja admise comme biomarqueur prédictif. Il est cependant
encore nécessaire de déterminer, dans des études prospectives, la valeur du seuil représentant
une charge ¢€levée, a ce jour uniquement validée pour nivolumab. L’¢évaluation de la charge
mutationnelle est notamment recommandée par les experts dans le CBNPC sans mutation
de drivers oncogéniques pour 1’administration de la combinaison nivolumab-ipilimumab
(374).

La recherche de mutations sur des genes spécifiques par des tests moléculaires est
évidemment un outil prédictif validé, mais pas particulierement dans le cadre des inhibiteurs

du PD-(L)1. Dans le CBNPC, les mutations BRAF ou EGFR sont par exemple effectivement
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recherchées dans le cadre de la décision thérapeutique (374). Un test moléculaire positif pour
I’une ou I’autre tranchera toutefois en faveur de I’administration d’un inhibiteur de la MAPK
combiné¢ a un inhibiteur de MEK ou d’inhibiteur de I’EGFR, malgré I’impact de ces
mutations dans la surexpression de PD-L1.

La valeur des oncogenes viraux reste également a définir, les tendances actuelles ne
permettant pas de conclure de fagon satisfaisante quant au lien entre la contamination virale
et la réponse au traitement.

Le développement de I’immunoscore pour I’évaluation de I’infiltration tumorale par les
cellules de 'immunité représente ¢galement une piste intéressante, bien que son intérét
premier soit pronostic. Des études de validation sont essentielles pour son application en
routine comme marqueur prédictif. L’initiation d’une étude évaluant I’efficacité de plusieurs
stratégies thérapeutiques dans le traitement du carcinome colorectal métastatique a
microsatellites stables mais a infiltration €élevée est prévue en 2020 (375). L’infiltration des
cellules tumorales sera évaluée au moyen de I’immunoscore, et les résultats de 1’étude
permettront de valider ou non le potentiel prédictif du score sur I’efficacité des stratégies
thérapeutiques évaluées, dont le pembrolizumab.

A ce jour, I’évaluation de I’inflammation permet de constituer une carte d’identité de 1’état
de la tumeur et de son microenvironnement, le statut « tumeur chaude » étant notamment
défini par la charge mutationnelle, I’expression du PD-L1 et infiltration immunitaire.
Toutefois, 1’évaluation du score de la signature inflammatoire par type de tumeur pourrait
étre un outil intéressant a développer davantage : la variabilité¢ des scores observée au sein
d’un seul type tumoral pourrait constituer une aide a la décision thérapeutique.

La composition du microbiote étant 1’une des recherches les plus récentes, il apparait
nécessaire de valider les premicres observations sur des cohortes de patients plus grandes.
Néanmoins, savoir que I’antibiothérapie serait défavorable a I’efficacité du traitement
permet a I’équipe médicale d’adapter le schéma thérapeutique en amont et d’imposer une
période permettant I’¢élimination de I’antibiotique avant le début de I’immunothérapie.

Ces biomarqueurs ne sont cependant pas exhaustifs, mais sont ceux pour lesquels les
données sont aujourd’hui les plus avancées et probantes. La recherche de biomarqueurs
solubles est également active. On étudie surtout les marqueurs de 1’inflammation comme la
numération sanguine des cellules de I’'immunité et leur ratio, les cytokines, la lactate
déshydrogénase ou la protéine C réactive (376-378). Toutefois, le manque de sensibilité et
de spécificit¢ des marqueurs caractérisés a ce jour ne permet pas de s’affranchir des

techniques invasives de prélévement tumoral et des analyses tissulaires.
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Aujourd’hui, on tend, comme on 1’a vu, a étudier la co-expression des différents
biomarqueurs pour affiner la sélection des patients. Le concept d’immunogramme du cancer
illustre bien les mécanismes de résistance, les biomarqueurs éventuels et les relations entre
ces marqueurs (376). La représentation de ces liens sous forme de diagramme en radar

permet de suggérer une stratégie thérapeutique en fonction de la forme du graphique (Figure
12).
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Figure 12 : Representation d 'un immunogramme dans la décision thérapeutique.

La zone bleue represente la zone qu’il est souhaitable d’atteindre avec le traitement. Les facteurs dans la zone
rouge sont ceux a considérer dans la stratégie thérapeutique afin de les renverser. Ce diagramme en radar
représente un patient hypothétique a la charge mutationnelle basse et une faible infiltration immunitaire des
tumeurs. De ce fait, ce patient tirerait plus de bénéfice d’une thérapie par cellules T infiltrant comme les
cellules CAR-T. D’aprés Blank CU, Haanen JB, Ribas A, Schumacher TN. The “cancer immunogram”.
Science. 2016,352(6286):658-60 (376). Reproduction autorisée par AAAS.

L’optimisation de la mesure d’un biomarqueur pour convenir a la pratique clinique
constitue toutefois une limitation a la valeur prédictive réelle de I’analyte. L’expression du
PD-L1 et la charge mutationnelle sont en effet des variables continues que 1’on cherche a
transformer en variables binaires pour faciliter leur interprétation. On utilise pour cela des
seuils que I’on pourrait schématiquement représenter par le point idéal d’une courbe ROC.
Ils constituent le meilleur compromis entre le taux de vrais et de faux positifs, et I’on peut
donc prédire I’efficacité du traitement avec un risque d’erreur relatif pour ce seul analyte.
Lors du développement de chaque biomarqueur, la définition du seuil de positivité n’a pas

pris en compte I’inter-dépendance possible avec un autre marqueur. En théorie, on pourrait
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conclure qu’un patient dont la charge mutationnelle est dite haute, mais dont seulement 46%
des cellules tumorales expriment PD-L1 (donc PD-L1 négatif) serait moins bon répondeur
qu’un patient dont la charge mutationnelle et I’expression du PD-L1 se situent aux valeurs
seuils. En réalité, cette différence pourrait étre trés relative. Il est donc nécessaire d’étudier
aujourd’hui la validité des biomarqueurs et de leurs seuils en tenant compte des co-variables
que représentent les autres biomarqueurs. De plus, I’absence de standardisation actuelle dans
I’approche de ces marqueurs constitue un frein majeur a leur interprétation et rend difficile
la généralisation des conclusions de différentes études. Le panel de dispositifs diagnostiques
spécifiques a chaque agent thérapeutique pour la seule expression du PD-L1 rend son
application difficile en routine. Les recommandations des sociétés savantes comme I’ESMO
tendent aujourd’hui a intégrer I’expression du PD-L1 en amont de la stratégie thérapeutique.
L’algorithme décisionnel dans le CBNPC qui n’a pas de mutation d’oncogene spécifique
(ALK, BRAF, EGFR...) est particulierement compliqué et dense, le PD-L1 étant le premier
¢lément a évaluer avec le tabagisme (374). Selon le niveau d’expression, on se tournera vers
pembrolizumab, ou des combinaisons d’inhibiteurs du PD-(L)1 avec des chimiothérapies ou
des protocoles de chimiothérapie. Il faudrait donc déja savoir vers quel agent s’orienter dans
la stratégie thérapeutique pour ensuite mesurer I’expression du PD-L1 avec le bon dispositif
et vérifier la réponse potentielle du patient a cet agent.

Il serait donc nécessaire d’harmoniser les techniques et de définir un cadre précis et
raisonnable pour la réalisation des mesures. Ensuite, la confrontation des données jusqu’ici
acquises a de nouvelles données obtenues en tenant compte des autres biomarqueurs
développés depuis et des techniques standardisées permettrait de définir des seuils
d’évaluation plus précis et rendre I’interprétation plus fiable. L’avantage du développement
de biomarqueurs composites, incluant plusieurs parametres en un seul outil, se reporte en
outre sur son application en pratique clinique et diminue le nombre de tests auxquels
soumettre 1’échantillon tumoral. La caractérisation d’un outil permettant de valider
I’expression du PD-L1 sur tous types de tumeurs et pour tous les inhibiteurs du point de

controle semble étre déja un prérequis évident.

En paralléle, la recherche autour des agents thérapeutiques ciblant le point de contrdle
immunitaire PD-1/PD-L1 continue. De nombreuses ¢tudes cliniques sont actuellement en
cours et ont pour objectif d’étendre le champ d’indication des produits déja commercialisés.
Les possibilités d’extension d’AMM sont nombreuses : type de cancer, stade, combinaisons

d’agents thérapeutiques, séquences thérapeutiques, ligne de traitement, présence

100
CHAPUT
(CC BY-NC-ND 2.0)



individuelle de biomarqueurs (PD-L1 positifs, charge mutationnelle élevée, MMRd ou MSI)
ou combinaisons de biomarqueurs (379). L’ouverture de ces agents aux cancers pédiatriques
est également recherchée. Les résultats en la matiere semblent pour le moment mitigés et
I’efficacité des biomarqueurs ne serait pas assimilable a celle observée chez 1’adulte. Deux
publications récentes partagent notamment des résultats préliminaires issus d’essais de phase
1-2 sur P’efficacité d’atezolizumab et de pembrolizumab dans les tumeurs solides et dans le
lymphome (380,381). Les résultats suggerent que dans le cadre de cancers de I’enfant, la
seule expression du PD-L1 ne semble pas étre suffisamment prédictive de 1’efficacité du
pembrolizumab. Il est également important de prendre en compte 1’aspect génomique chez
ces patients ou l’on attend une faible exposition aux agents mutagenes usuels et peu
d’altérations liées a 1’age. Enfin, il semble réaliste d’imaginer prochainement en Europe
I’extension de I’indication du nivolumab ou du pembrolizumab dans les tumeurs avec MSI

ou MMRd.

Par ailleurs, d’autres inhibiteurs du PD-1 sont venus compléter 1’arsenal thérapeutique
en Chine, récemment approuvés exclusivement par I’Agence chinoise des produits
alimentaires et médicaments. Le simiplimab (IBI308) et le tislelizumab (BGB-A317) sont
approuvés dans le traitement du lymphome Hodgkinien (382,383). Une extension
d’indication est déja a prévoir pour le simiplimab suite aux résultats préliminaires positifs
d’une étude de phase 3 dans le CBNPC sans mutation de EGFR ou de réarrangement de
ALK, en combinaison avec le pemetrexed (384). Le toripalimab (JS001) a regu une AMM
conditionnelle dans le traitement du mélanome métastatique et serait actuellement évalué
combiné a I’axitinib dans le mélanome muqueux (385). Le camrelizumab (SHR-1210) a
également recu une AMM conditionnelle dans le traitement du lymphome Hodgkinien en
rechute ou réfractaire (386).

Enfin, d’autres agents sont également en cours développement mais n’ont pas encore
¢té approuvés. Parmi les nouveaux inhibiteurs du PD-1 a I’étude, on retrouve notamment les
¢tudes de phase 3 évaluant le spartalizumab (PDR001) dans le mélanome et le lymphome,
ainsi que le camrelizumab toujours dans le lymphome Hodgkinien en vue de son approbation
par la FDA et PEMA (387,388). L’efficacité du pidilizumab est évaluée en étude de phase
2, combiné au rituximab chez les patients atteints d’un lymphome folliculaire réfractaire
(389). Cet agent est évalué pour son action secondaire sur PD-1, sa cible principale étant la
protéine delta like 1. Les autres molécules AGEN2034, BCD100, cetrelimab (JNJ
63723283), MGAO012, PF-06801591, TSR042 sont en phases précoces de développement,
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évaluées sur des tumeurs solides (390). Le développement d’inhibiteurs du PD-L1 est moins
plébiscité, on retrouve néanmoins en phases précoces de développement KNO35 qui
s’administrerait par voie sous-cutanée et CA-170 qui ciblerait également le V-domaine Ig
suppresseur de 1' activation des lymphocytes T (391,392).

Le développement de ces agents est justifi¢ par des modifications structurelles
apportées au niveau des immunoglobulines ou l’addition de cibles secondaires. Ces
modifications ont pour vocation d’engendrer un mécanisme d’action substantiellement
différent des produits initiaux. Le profil de toxicité de ces nouveaux composés reste donc a

déterminer.
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CONCLUSION

L’objectif de cette thése était de retracer 1’origine de la recherche des biomarqueurs
autour des inhibiteurs du PD-1/PD-L1 et de fournir une revue actualisée des données en la
matiere, en se focalisant notamment sur les plus avancées ou les plus discutées a I’heure
actuelle (Figure 13). Nous avons vu que cette recherche s’inscrivait dans le contexte de
médecine personnalisée basée sur les preuves, qui est contemporaine a I’émergence des
thérapies innovantes. Cependant, la complexité et la multitude de mécanismes qui peuvent
étre a I’origine de I’oncogenese et des résistances thérapeutiques font que tous les patients
ne sont pas répondeurs a ces nouveaux traitements, qui ciblent un signal, une molécule ou
des produits de genes mutés. Ces agents prometteurs sont également coliteux et possédent
un profil de toxicité conséquent qu’il est nécessaire de prendre en compte avant
I’administration au patient. De ce fait, on cherche aujourd’hui a identifier en amont du

traitement les patients les plus susceptibles de présenter un bénéfice clinique.
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Figure 13 : Schématisation des interactions entre les propriétés intrinseques de la tumeur, le
microenvironnement, les résistances thérapeutiques et les biomarqueurs qui permettraient de les appréhender.
Les propriétés en marron correspondent aux caracteéristiques de la cellule tumorale et les mécanismes qui en
sont a [’origine. Les propriétés en vert correspondent aux propriétés favorisantes décrites dans la partie
1.1.2.1. Le fléechage illustre 'implication de ces mécanismes dans la résistance aux inhibiteurs du PD-LI. Les
biomarqueurs a fond rouge sont ceux validés et/ou utilisés dans la pratique.
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Dans le cadre des inhibiteurs du signal PD-(L)1, I’initiation de la recherche de
biomarqueurs prédictifs de leur efficacité a débuté en parallele des premiers essais cliniques
visant a développer nivolumab. La validation de I’expression du PD-L1 comme biomarqueur
a engendré un engouement certain qui a conduit au développement de nombreux dispositifs
de diagnostic in vitro. Le développement de biomarqueurs étant un sujet relativement récent,
on se rend compte a présent du manque de rationnel et de standardisation dans les procédés
de développement et de mesure de ces marqueurs. Les différences d’interprétation
possiblement engendrées par la multiplicité des méthodes constituent un manque de
sensibilité et de spécificité additionnel a la précision intrinseéque des tests. Le fait que de
nouveaux biomarqueurs soient régulierement identifiés nécessite donc une prise de recul sur
les découvertes précédentes, et requiert des analyses de la corrélation entre ces marqueurs et
de leurs facteurs confondants. D’un point de vue pratique, I’accumulation de tests
diagnostiques rend difficile I’application de I’analyse des biomarqueurs en routine.

Le développement des agents thérapeutiques ciblant le signal PD-(L)1 est encore
aujourd’hui extrémement actif, en dépit des lacunes persistantes dans I’identification des
patients répondeurs. Les techniques innovantes dont nous disposons aujourd’hui devraient
donc inciter a faire de la caractérisation de biomarqueurs un versant a part entiére du
développement pharmaceutique afin que I’on soit en mesure de faire un usage bénéfique
complet des composés qui sont développés et de permettre de proposer d’emblée au patient

le traitement adéquat.

104
CHAPUT
(CC BY-NC-ND 2.0)



ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS
THESE SOUTENUEPAR:Mme Lisa CHAPUT

L'objectif de cette thése était de retracer I'origine de la recherche des biomarqueurs autour des
inhibiteurs de la protéine 1 de mort cellulaire programmée (PD-1) et de son ligand 1 (PD-L1), et de
fournir une revue actualisée des données en la matiére, en se focalisant notamment sur les plus
avancées ou les plus discutées a I'heure actuelle (Figure 13). Nous avons vu que cette recherche
s'inscrivait dans le contexte de médecine personnalisée basée sur les preuves, qui est contemporaine
a I’émergence des thérapies innovantes. Cependant, la complexité et la multitude de mécanismes qui
peuvent étre a I'origine de I'oncogenése et des résistances thérapeutiques font que tous les patients
ne sont pas répondeurs 3 ces nouveaux traitements, qui ciblent un signal, une molécule ou des produits
de génes mutés. Ces agents prometteurs sont également coliteux et possédent un profil de toxicité
conséquent qu’il est nécessaire de prendre en compte avant I'administration au patient. De ce fait, on
cherche aujourd’hui a identifier en amont du traitement les patients les plus susceptibles de présenter
un bénéfice clinique.
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Figure 13 : Schématisation des interactions entre les propriétés intrinséques de la tumeur, le microenvironnement, les
résistances thérapeutiques et les biomarqueurs qui permettrait de les appréhender.

Les propriétés en marron correspondent aux caractéristiques de la cellule tumorale et les mécanismes qui en sont a l'origine.
Les propriétés en vert correspondent aux propriétés favorisantes décrites dans la partie 1.1.2.1. Le fléchage illustre
Uimplication de ces mécanismes dans la résistance aux inhibiteurs du PD-LI. Les biomarqueurs a fond rouge sont ceux
validés et/ou utilisés dans la pratique.

Dans le cadre des inhibiteurs du signal PD-(L)1, l'initiation de la recherche de biomarqueurs
prédictifs de leur efficacité a débuté en paralléle des premiers essais cliniques visant a développer
nivolumab. La validation de I'expression du PD-L1 comme biomarqueur a engendré un engouement
certain qui a conduit au développement de nombreux dispositifs de diagnostic in vitro. Le
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développement de biomarqueurs étant un sujet relativement récent, on se rend compte a présent du
manque de rationnel et de standardisation dans les procédés de développement et de mesure de ces
marqueurs. Les différences d’interprétation possiblement engendrées par la multiplicité des méthodes
constituent un manque de sensibilité et de spécificité additionnel a la précision intrinséque des tests.
Le fait que de nouveaux biomarqueurs soient régulierement identifiés nécessite donc une prise de recul
sur les découvertes précédentes, et requiert des analyses de la corrélation entre ces marqueurs et de
leurs facteurs confondants. D’un point de vue pratique, 'accumulation de tests diagnostiques rend
difficile I"application de I'analyse des biomarqueurs en routine.

Le développement des agents thérapeutiques ciblant le signal PD-(L)1 est encore aujourd’hui
extrémement actif, en dépit des lacunes persistantes dans I'identification des patients répondeurs. Les
techniques innovantes dont nous disposons aujourd’hui devraient donc inciter a faire de la
caractérisation de biomarqueurs un versant a part entiere du développement pharmaceutique afin que
I’'on soit en mesure de faire un usage bénéfique complet des composés qui sont développés et de
permettre de proposer d’emblée au patient le traitement adéquat.
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Nom :Caroline Moyret-Lalle Vu, la Directrice de I'Institut des Sciences Pharmaceutiques et
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Inhibiteurs du PD-1/PD-L1 : contexte de leur développement clinique et enjeux des
biomarqueurs prédictifs de leur efficacité.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2020, 144 p.

Les inhibiteurs du point de contréle immunitaire PD-1/PD-L1 représentent un paradigme
dans la stratégie thérapeutique anticancéreuse. Cependant, certaines populations de patients ne
semblent pas répondre favorablement au traitement. Compte tenu du profil de toxicité de ces
agents, des biomarqueurs prédictifs sont nécessaires afin de s’assurer de leur efficacité
préalablement a leur administration.

L’objectif de ce travail est de fournir une revue des biomarqueurs avérés ou supposés et de
discuter leurs avantages et leurs limites au regard des facteurs confondants estimés ou potentiels,
non pris en compte durant leur développement isolé.

La premicre partie retrace les grands principes de I’oncogenese, de I’immunité anti-tumorale
et mécanismes de résistance immunitaire qui servent de rationnel a la recherche et au
développement des inhibiteurs du PD-1/PD-L1. Le portefeuille de produits actuellement
disponible en Europe y est également décrit. Nous avons également détaillé des mécanismes de
résistance thérapeutique observés avec ces agents qui supportent la nécessité de développer des
biomarqueurs prédictifs de leur efficacité.

La seconde partie se concentre autour des biomarqueurs validés ou potentiels, pour lesquels
les recherches sont les plus avancées. Dans cette partie, nous avons discuté les caractéristiques et
le niveau de preuve des biomarqueurs validés, ainsi que leurs limites dans leur capacité a prédire
avec précision D’efficacit¢ des inhibiteurs du PD-(L)1. Nous avons également décrit les
biomarqueurs pour lesquels le niveau de preuve est moins avancé, ou ceux difficile a valider, mais
qui semblent prometteurs.

Les inhibiteurs du PD-1/PD-L1 constituent une stratégie thérapeutique dont ’efficacité
prometteuse requiert néanmoins le développement de biomarqueurs prédictifs validés, dont
I’utilisation et I’interprétation sont standardisées et applicables en pratique clinique.
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