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Résumé :

Les anti-PD-1 s’'imposent dernierement comme un traitement de référence dans de
nombreux cancers métastatiques. Ils présentent I'avantage d’une efficacité
significative doublée d’un profil de toxicité favorable en monothérapie. Les taux et
durées de réponse sont toutefois tres variables, ce qui implique, vu leur codt,
d’identifier des biomarqueurs prédictifs de réponse. Dans cette revue de la
littérature, nous nous intéressons aux biomarqueurs de réponse des
immunothérapies anti-PD1 et anti-CTLA-4. L'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales et du micro-environnement évaluée par immunohistochimie est
prédictive de réponse pour certains cancers mais reste une approche mal
standardisée avec différents anticorps, différents seuils de positivité et différentes
cibles (tumeur ou micro-environnement). Il s'agit aussi d'une expression dynamique
au cours du temps et hétérogene donc souvent discordante entre biopsies et pieces
opératoires. Les lymphocytes circulants pourraient représenter un biomarqueur
prédictif notamment via la mesure du ratio polynucléaire neutrophile sur
lymphocytes (NLR), ratio simple a réaliser en pratique courante. Un taux de
néoantigenes élevé serait également associé a une réponse plus importante ce qui
expliquerait les taux de réponses particulierement élevés des tumeurs avec
instabilité micro-satellitaire. Des signatures génomiques pourraient également
prédire la sensibilité aux anti-PD1. Par ailleurs, la présence de certaines bactéries de
la flore intestinale favoriserait la réponse immunitaire antitumorale méme si le
mécanisme demeure mal compris. Enfin, des signatures d’expression de cytokines,
médiatrices de la réponse immune, pourraient constituer des biomarqueurs
pertinents. Plusieurs biomarqueurs de réponse potentiels semblent donc
intéressants mais aucun n'est encore prospectivement validé a ce jour.

Mots-clés : Immunothérapie, anti-PD1, biomarqueurs, expression de PD-L1,

Abstract:

PD-1 checkpoint inhibitors are becoming the reference treatment for several type of
cancers. Many patients show remarkable efficacy and low toxicity. However, some
patients have a better outcome than others with PD-1 checkpoint inhibitors. So, it is
crucial to identify biomarkers of response. We review here the available data of
several potential biomarkers of efficacy. The expression of PD-L1, detected by
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immunohistochemistry on tumor cells and immune cells is a good predictive
biomarker of response for some cancers; however, this method is not standardized,
and there are different antibodies, different cut-off values, and different targets
(tumor or microenvironment). Moreover, the expression of PD-L1 is dynamic and
heterogeneous within the tumor: expression is discordant between primary tumor
and metastasis or between biopsy and surgical specimen. Peripheral blood
lymphocytes also can be informative, especially the baseline neutrophil to
lymphocyte ratio which is easy to measure in daily practice. High rate of neoantigens
is also associated with improved response. Therefore, mutation burden can be
predictive of response and this explains why tumors with microsatellites instability
have an enhanced response. Similarly, genetic signatures are linked with resistance
or response to treatment. Gut microbiota is associated with improved antitumor
immune response although the underlying mechanism is not well understood so far.
Lastly, it seems that cytokines, mediators of immunity may play a role in the
response to immunotherapy and so, constitute an interesting biomarker. Several
potential biomarkers are identified but none is prospectively validated so far.

Keywords: PD-1 blockades, immunotherapy, biomarkers, PD-L1 expression
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Introduction

Plusieurs études récentes ont montré l'intérét de I'immunothérapie par anti-PD1
dans le traitement de nombreux cancers métastatiques. Les anti-PD1 deviennent
ainsi un traitement de choix dans le mélanome métastatique, les cancers broncho-
pulmonaires, le cancer du rein et les lymphomes d’Hodgkin en rechute ou
réfractaires. Les anti-PD1 sont des anticorps monoclonaux se fixant au récepteur PD-
L1. Les lymphocytes T antitumoraux expriment a leur surface le récepteur PD-1 qui
se lie au ligand PD-L1 exprimé par les cellules tumorales ou par les cellules
immunosuppressives du micro-environnement tumoral. Cette liaison,
habituellement utilisée par I'organisme pour réguler I’homéostasie immunitaire,
entraine 'inactivation des lymphocytes antitumoraux et 'échappement des cellules
tumorales a la vigilance de I'immunité cellulaire. Les anti-PD1 vont contrer cette
réaction en levant 'inhibition des lymphocytes antitumoraux. Les anti-CTLA-4
fonctionnent sur le méme principe mais ciblent la réaction immunologique véhiculée
par les cellules présentatrices d’antigenes se déroulant au sein du ganglion
lymphatique et non sur le site tumoral. En effet, lors de l'initiation de la réponse
immunitaire, au niveau des ganglions lymphatiques, les antigénes sont présentés aux
lymphocytes T CD8 par les cellules dendritiques grace au CMH-I, et aux lymphocytes
T CD4 grace au CMH-II. L'antigene est reconnu par le TCR exprimé par le lymphocyte
T. Cette liaison entraine I'expression de B7 par la cellule dendritique, qui se lie au
récepteur CD28 exprimé par le lymphocyte T. Cette liaison permet de stimuler la
prolifération lymphocytaire T, et la transformation des lymphocytes T naifs en
lymphocytes T actifs. Le récepteur CTLA-4, exprimé par les lymphocytes T, se lie avec
une forte affinité au récepteur B7 de la cellule dendritique ce qui entraine un
rétrocontrole négatif au niveau de l'activation lymphocytaire T. Les anti-CTLA-4
affectent donc la phase d’initiation (phase de « priming ») et d’activation des
lymphocytes T. Les anti-PD1 interviennent durant la phase effectrice de I'immunité
cellulaire. Le PD-1 est exprimé plus tardivement par les lymphocytes T et se lie aux
ligands PD-L1 et PD-L2, exprimés par les cellules tumorales et les cellules
présentatrices d’antigenes. Les anti-PD1 ciblent donc la réaction immunitaire ayant
lieu dans les tissus périphériques. lls empéchent la liaison du PD-1 exprimé par le
lymphocyte T antitumoral au ligand PD-L1 (ou PD-L2) exprimé par la cellule tumorale
et par les cellules immunosuppressives du micro-environnement tumoral [1,2].

Les profils de réponse a ces immunothérapies sont variés, de |I'absence de réponse a
la réponse complete. Nous avons dans cet article résumé la littérature disponible
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pour différents biomarqueurs potentiels de réponse. Identifier de tels marqueurs
pourrait permettre de sélectionner les patients les plus a méme de tirer bénéfice de
ces traitements et d’en optimiser ainsi les co(ts.

L'expression de PD-1/PD-L1

Le ligand PD-L1 est exprimé a la surface des cellules tumorales et de plusieurs
cellules immunitaires présentes dans le micro-environnement tumoral : certains
lymphocytes B et T, les macrophages et les cellules dendritiques. Cette expression
est en partie induite par I'Interféron gamma (IFN gamma). Il est également présent a
la surface des cellules vasculaires endothéliales et des cellules des ilots de
Langerhans. PD-L2 est l'autre ligand de PD-1, et est présent a la surface des
macrophages et des cellules dendritiques, et dans une moindre mesure que PD-L1 a
la surface des cellules tumorales. PD-L2, ayant une expression plus restreinte, est
impligué dans l'activation et la polarisation des lymphocytes T, tandis que PD-L1
permet de limiter les réactions d’auto-immunité et d’inflammation locale [3-5].

Le pourcentage d'expression de PD-L1 a la surface des cellules est déterminé par
immunohistochimie grace a des anticorps variés. KEYNOTE 001 [6], étude de phase |
évaluant le PEMBROLIZUMAB dans le cancer broncho-pulmonaire a utilisé un
anticorps de DAKO, le clone 22C3. Elle a montré qu'une expression de PD-L1 d’au
moins 50 % des cellules tumorales était prédictive de réponse. Pour les patients
atteignant ce seuil, la médiane de survie sans progression (mPFS) était de 6,2 mois
contre 3,2 mois chez les patients avec une moindre expression, et la médiane de
survie globale (mOS) n’était pas atteinte, contre 12,5 mois. De méme, les résultats
de CheckMate 067 [7] dans les mélanomes avancés, confrontant les traitements par
NIVOLUMAB seul, IPILIMUMARB seul et par |'association IPILIMUMAB et NIVOLUMAB
étaient en faveur d'un intérét prédictif de I'expression de PD-L1. L'anticorps utilisé
était le clone 28-8 de DAKO avec un seuil de positivité a 5 % de marquage des
cellules tumorales. Pour les patients, dont au moins 5 % des cellules tumorales
exprimaient PD-L1, le NIVOLUMAB seul était aussi efficace que |'association
NIVOLUMAB et IPILUMUMAB avec une PFS identique a 14 mois. Pour les patients
n'atteignant pas ce seuil, le NIVOLUMARB seul était moins efficace avec une PFS de
5,3 mois contre 11,2 mois pour l'association des deux traitements. Contrairement
aux deux études précédentes, CheckMate 025 [8], comparant le NIVOLUMAB a
I'EVEROLIMUS dans le cancer du rein avancé a montré une amélioration de la survie
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globale avec I'anti-PD1 sans retrouver de différence entre les patients PD-L1 positifs
et négatifs. Le seuil retenu était un marquage d'1 % des cellules tumorales par le
clone 28-8. De méme CheckMate 032 [9], étude de phase 1-2, considérant
I'association NIVOLUMAB et IPILIMUMAB versus NIVOLUMARB seul dans le cancer
broncho-pulmonaire a petites cellules, a montré un bénéfice de survie pour la
combinaison, indépendant du statut PD-L1, avec des réponses significatives chez des
patients PD-L1 négatifs. L'expression de PD-L1 reste assez faible dans ce type de
tumeurs, et plus de 75 % des cancers de cette étude avaient un taux d'expression
inférieur a 1 %.

L'intérét prédictif de I'expression de PD-L1 n’est donc pas reproductible d’un type
tumoral a 'autre. Par ailleurs, différents anticorps sont utilisés avec différents seuils
de positivité. Le tableau 1 recense les études de phase lll concernant le NIVOLUMAB
et le PEMBROLIZUMAB, le tableau 2 des études de phase I-Il avec I'ATEZOLIZUMAB
et le DURVALUMAB (anti-PD-L1). lls illustrent le manque de standardisation dans la
méthode utilisée : quatre anticorps sont retenus pour l'immunohistochimie (clones
22C3 et 28-8 de DAKO, SP 142 et SP 263 de VENTANA). Les seuils et le type de
cellules cibles sont également multiples, de 1, 5, 10 et jusqu'a 50 % des cellules
tumorales ou des cellules du micro-environnement.

Une méta-analyse récente [22], rassemblant vingt essais de phases |, Il et Il a
montré que l'expression de PD-L1 était corrélée a la réponse dans le mélanome
métastatique ou le taux de réponse objective poolée (ORR) était de 45 % pour les
patients PD-L1 positifs versus 27 % et dans le carcinome épidermoide pulmonaire ou
I'ORR était de 29 % versus 11 %. Il n'y avait pas, au contraire, de différence
significative selon le statut PD-L1 dans le cancer du rein et I'adénocarcinome
pulmonaire. Dans tous les cas, dans ces études, la seule expression de PD-L1 ne
permettait pas d’identifier de patients sans aucune chance de réponse aux anti-PD-
1.

Ces résultats sont a nuancer par le fait que nous n’avons pas d’informations claires

dans cet article, sur l'origine des échantillons tumoraux : dans les différentes études,
I'analyse de PD-L1 a pu étre effectuée sur la biopsie initiale ou sur une biopsie apres
au moins une ligne de traitement systémique (dans CheckMate 067, CheckMate 057
et CheckMate 017, des prélevements archivés ont pu étre utilisés).Or |'expression de
PD-L1 est variable au cours du temps. En effet, il s'agit d'une expression dynamique,
amenée a se modifier en fonction des différents traitements administrés [23]. Il est



OCoO~NOUAWNE

également démontré que la concentration de PD-L1 varie aprés traitement du
mélanome par anti-PD-L1 car les lymphocytes activés relarguent de I'lFN gamma qui
stimule I'expression de PD-L1 a la surface des cellules tumorales environnantes [24].
Certains patients PD-L1 négatifs sont devenus PD-L1 positifs aprés traitement par
anti-PD-L1. De la méme maniére, une biopsie ne refléte pas I'expression de PD-L1 de
toute la tumeur : il existe une hétérogénéité spatiale intra-tumorale mais également
inter-tumorale, entre tumeur principale et métastases. Une étude de 2015 [25] a mis
en évidence un taux de discordance de 48 % entre I'expression de PD-L1 sur les
biopsies et les pieéces opératoires (74 % de tumeurs n'exprimaient pas PD-L1 contre
26 % des biopsies). Il peut donc paraitre inapproprié de se contenter d'une seule
biopsie pour évaluer le statut PD-L1 d'un patient. Il est possible que les résultats de
certaines études, comprenant des échantillons tumoraux réalisés a des moments
différents, soient difficiles a interpréter.

Ces données sont toutefois contredites par une étude s’intéressant aux cancers
bronchiques, présentée récemment a I'ASCO [26], ne retrouvant pas de différence
majeure entre le statut PD-L1 des échantillons récents ou anciens d'un méme
patient (concordance de 76 % quand la différence d'age des échantillons est
inférieure a 3 ans), ni de différence d'expression entre la tumeur primaire et la
métastase (concordance de 88,6 %). Le clone SP 263 de Ventana a été utilisé pour un
cut-off de 25 % d'expression sur les cellules tumorales.

Ainsi, I'expression de PD-L1 pourrait prédire la réponse aux anti-PD1 dans certains
types de cancers tels que les cancers pulmonaires et les mélanomes. Cet intérét
prédictif est a nuancer par le manque de standardisation de la méthode utilisant
différents anticorps et seuils de positivité, par I'expression probablement hétérogene
et dynamique de ce récepteur au cours du temps et au sein méme des lésions
tumorales.

Concernant la standardisation de la méthode, une étude présentée a I'ASCO [27] en
2016, comparant différents niveaux de positivité de PD-L1 obtenus sur des biopsies
de 15 cancers pulmonaires par 4 anticorps différents (clones 28-8, 22C3, SP 142 et
SP 263) a rapporté une meilleure homogénéité sur les taux d’expression entre ces
anticorps lorsque I'analyse portait sur les cellules tumorales et non sur celles du
micro-environnement. Les résultats obtenus avec les différents anticorps ne
restaient cependant pas interchangeables. D'autres études seront nécessaires pour
valider prospectivement ces résultats, ainsi que pour déterminer le seuil de
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positivité pour chaque anticorps. Une étude plus récente [28] a décrit une
importante corrélation entre les résultats obtenus par ces 4 clones dans le cancer
broncho-pulmonaire. Mais le clone SP263 identifiait plus de cas positifs sur I'lanalyse
des cellules du micro-environnement que les autres clones. Des tests
supplémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre ces différences de
résultats entre les anticorps.

Une autre méthode, alternative a 'immunohistochimie pourrait également se
développer pour déterminer le seuil d’expression de PD-L1: une étude [29] a utilisé
I'ATEZOLIZUMAB marqué au Cuivre-64 ([**Cu]atezolizumab) chez des souris
porteuses d’'une tumeur exprimant PD-L1. Des images ont ensuite été réalisées au
TEP-Scanner, mettant en évidence que la distribution du traceur était corrélée a
I'expression de PD-L1. Cette méthode pourrait permettre d’évaluer 'expression de
PD-L1 de maniere standardisée, et de mieux la suivre dans le temps et I'espace, sans
avoir recours a de multiples biopsies. Il sera nécessaire de confirmer l'intérét de
cette méthode par des études ultérieures, notamment sur I’homme.

Si I'expression de PD-L1peut étre corrélée a la réponse aux anti-PD1, I'existence de
patients répondeurs chez les patients n’exprimant pas PD-L1 (valeur prédictive
négative insuffisante) limite a ce jour I'impact de ce marqueur dans la décision
thérapeutique.

Le taux de lymphocytes et leucocytes

Plusieurs études [30,31] ont montré que des taux élevés de certains types de
lymphocytes étaient associés a une meilleure réponse. Un fort taux de lymphocytes
T CD8+ PD1+ sanguins avant traitement serait associé a une meilleure réponse a
I'immunothérapie. Une diminution des lymphocytes T PD1+ intra-tumoraux apres
anti-PD1 serait quant a elle prédictive de réponse au traitement [31]. La détection de
lymphocytes TCD8+ dans I'environnement tumoral, cellule effectrice de I'immunité
antitumorale, est centrale dans la réponse aux inhibiteurs de checkpoint. La
présence d’infiltrats lymphocytaires péri-tumoraux avant traitement (TILS = Tumor
Infiltrated Lymphocytes) est liée a une augmentation de la réponse aux anti-PD1
[32,33]. Une étude [34] a mis en évidence une augmentation de l'infiltration
tumorale par les lymphocytes T apres 2 cures de NIVOLUMAB chez la majorité des
patients (cancer du rein métastatique). Une prolifération des lymphocytes T
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CD8+intra-tumoraux pendant le traitement par anti-PD1 serait directement corrélée
a l'efficacité antitumorale [33]. Ces différents résultats ont été confirmés par une
étude plus récente dans le mélanome métastatique sous anti-PD1 montrant que les
taux de lymphocytes T PD1+ intra-tumoraux et péri-tumoraux étaient 5 a 7 fois plus
importants avant traitement chez les patients répondeurs que chez les non
répondeurs et que le taux de lymphocytes T CD8+ augmentait de maniere
significative chez les répondeurs apres 2 mois de traitement [35].

Dans le mélanome métastatique sous IPILIMUMAB, la présence de lymphocytes T
CD8+ Ki67+ serait de pronostic favorable. La protéine Ki67 est un marqueur cellulaire
de prolifération et de division cellulaire. Les lymphocytes T Ki67+ sont donc des
lymphocytes en prolifération [36].

Un type particulier [37] de lymphocytes T CD4 ICOS+ (lymphocytes mémoires
activés), pourrait également étre associé a une meilleure réponse tumorale. Sous
anti-CTLA-4, la liaison B7-CD28 permet 'activation des lymphocytes T avec
expression d’ICOS. Dans une étude sur 27 patients traités par IPILIMUMAB pour
mélanome métastatique, un fort taux de lymphocytes T CD4 ICOS+ circulants était
associé a une meilleure réponse. Une augmentation de ce taux apres 7 semaines de
traitement serait prédictive de taux de réponse et de survie globale majorés. Un fort
taux de lymphocytes T CD3+CD4+ICOS+CD45R0+ était plus particulierement associé
a une augmentation de la survie dans le mélanome métastatique sous IPILIMUMAB
[38]. ICOS pourrait également étre utilisé comme un marqueur pharmacodynamique
de l'efficacité biologique de I'IPILIMUMARB : une augmentation significative du taux
de lymphocytes T CD4+ ICOS + a été détectée chez des patients avec un mélanome
métastatique ou un cancer de la vessie [39]. ICOS serait donc le témoin de I'activité
biologique de I'lPILUMUMAB qui vise a restaurer |'activation des lymphocytes T a la
phase précoce de I'immunité cellulaire.

Chez des patients atteints de carcinome urothélial traités par ATEZOLIZUMAB, un
haut niveau d'infiltration lymphocytaire T péri-tumoral, ainsi qu’une forte clonalité
intra-tumorale puis une expansion sanguine des clones dominants étaient associés a
une meilleure survie [40]. L'ATEZOLIZUMAB permettrait donc la sélection de
guelques clones lymphocytaires spécifiques ensuite retrouvés dans le sang
périphérique. Une faible variabilité des lymphocytes circulants apres traitement était
associée positivement a la survie. Une autre étude a confirmé ces résultats [41]. Un
répertoire varié de TCR avant traitement dans le sang périphérique favoriserait la
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probabilité d’avoir un ou plusieurs clones antitumoraux. Laugmentation de clones
lymphocytaires spécifiques dans le sang périphérique aprés traitement montrerait
que les anti-PD-L1 ont permis la sélection de lymphocytes T péri tumoraux
spécifiques ensuite retrouvés dans le sang circulant. |l est prouvé que la liaison PD1-
PD-L1 exerce un rétrocontrble négatif sur I'expression du TCR par les lymphocytes T
[42]. Cela entraine une diminution de la prolifération et des activités cytotoxiques
des lymphocytes T [43]. Linhibition de cette interaction (par 'ATEZOLIZUMAB)
pourrait donc expliquer 'augmentation de lymphocytes T antitumoraux, dont le TCR
reconnait les antigenes tumoraux, passant ensuite dans le sang périphérique. De
méme, une forte diversité du TCR avant traitement par IPILIMUMAB dans le
mélanome métastatique serait associée a un meilleur bénéfice clinique [44]. Une
diversification du répertoire TCR a été constatée apres anti-CTLA-4 [45]. Il n’y aurait
pas d’expansion d’un clone dominant mais de plusieurs clones différents. Les anti-
CTLA-4 agissant sur la phase d’activation des lymphocytes ayant lieu dans le
ganglion, il y aurait une activation de différents clones lymphocytaires.

Une autre étude [46] concernant des patients porteurs de cancer de la prostate sous
IPILIMUMAB a montré de méme qu'une augmentation du répertoire de lymphocytes
T aprés le début du traitement était liée a une augmentation de la réponse clinique
mais également de la toxicité.

Le ratio neutrophiles/lymphocytes [47] (NLR) pourrait lui aussi constituer un bio-
marqueur pronostique voire prédictif. Une étude rétrospective sur 187 patients,
traités par IPILIMUMAB pour mélanome métastatique a montré ainsi qu'un NLR
inférieur a cing était associé a une augmentation de la survie globale (mOS de 8 mois
versus 2,6) et de la survie sans progression (mPFS de 3,6 mois versus 1,9). Ce ratio,
facile a utiliser en pratique, pourrait permettre d’appréhender précocement les
patients répondeurs au traitement : les patients ayant une augmentation du ratio
NLR en début de traitement sembleraient ainsi avoir une survie sans progression
plus courte [48]. Ces résultats ont été confirmés dans une étude plus récente [49]
montrant qu’un taux de lymphocytes supérieur a 1 000/mm3 et un taux de
neutrophiles inférieurs a 4 000/mm3 étaient associés a une meilleure OS, aprés la 1"
et la 2° injection de NIVOLUMAB (mélanome non résécable). Les taux avant
traitement n’étaient pas prédictifs de réponse.

Une étude rétrospective [50] concernant 73 patients traités par IPILIMUMAB pour
mélanome métastatique a montré qu'un taux de lymphocytes supérieur a 1 000 par
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mm3 apres la premiére injection de traitement était associé a une augmentation de
la mOS (11,1 mois versus 4,8 mois). De méme, le taux d'éosinophiles a été étudié.
Une augmentation de ce taux de plus de 100 par mm? entre la premiére et la
deuxieme injection était liée a une augmentation de la mOS (11,3 mois versus 6,8
mois). Ces résultats sont concordants avec ceux d’une étude récente [51] montrant
une augmentation du taux de réponse (35 % versus 15 %) chez les patients ayant
une augmentation du taux d'éosinophiles de plus de 100/mm? entre la 2e et la 4e
injection.

Les taux intra tumoraux ou circulants de certains sous types leucocytaires pourraient
donc précocement apprécier la réponse, en particulier le ratio neutrophile sur
lymphocytes qui est simple et peu colteux a réaliser en routine. Il manque
cependant aussi pour ces parametres des données prospectives de validation
définitive.

Charge mutationnelle et taux de néo antigenes

Les mutations de 'ADN des cellules tumorales générent des peptides oncogéniques a
I'origine d’antigenes de surface, reconnus comme étrangers au soi par le systeme
immunitaire, appelés néo antigenes. Ces néo antigenes sont eux-mémes a l'origine
de I'activation et de la prolifération de lymphocytes T antitumoraux. Les anti-PD1 et
les anti-CTLA-4 visant a empécher l'inactivation de ces lymphocytes cytotoxiques, le
taux de néo antigenes pourrait étre prédictif de la réponse a ces immunothérapies.
Une étude concernant 45 patients porteurs d’'un cancer métastatique avec ou sans
défaut du systéme de réparation des mésappariements de I'ADN (MMR =
MisMatchRepair) [52] a retrouvé un taux de réponse de 40 % chez les patients avec
MMR déficient contre un taux de réponse de 0 % chez ceux dont le systéme de
réparation de 'ADN n’était pas altéré. Cette déficience du systeme MMR est a
I'origine de trés nombreuses mutations donc d'un grand nombre de néo antigenes. Il
concerne 15 % des cancers colorectaux sporadiques mais 100 % des patients
porteurs de syndromes de Lynch.

Une étude parue dans le NEJM en 2014 s’est intéressée a I'lPILIMUMAB dans les
mélanomes métastatiques et a déterminé une « signature antigénique » associée a
une meilleure réponse dans une cohorte-test. Cette signature a été validée dans une
cohorte de validation de 39 patients avec une différence de survie globale en faveur
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des patients présentant cette signature [53]. Celle-ci contenait entre autres des
antigénes semblables a ceux des virus et bactéries commensaux dont les antigénes
sont donc fréequemment pris en charge par les lymphocytes.

Une seconde étude concernant la charge mutationnelle, parue dans Science en
2015, a établi un seuil a 178 mutations au-dela duquel un bénéfice durable du
PEMBROLIZUMAB était observé parmi les patients porteurs d’un cancer broncho-
pulmonaire. Ce seuil a été validé dans un groupe controle (mPFS de 14,5 mois contre
3,5 mois) [54]. Parmi ces mutations, se trouvaient celles de genes impliqués dans la
réplication et la réparation de I'ADN, comme POLD1, POLE, MSH2. Un fort taux de
transversions (remplacement d'une purine par une pyrimidine ou inversement),
correspondant a la signature moléculaire des patients fumeurs a également été
retrouveé et était I'origine d'un plus grand nombre de néo antigenes.

Une association entre charge mutationnelle et infiltration lymphocytaire a été
démontrée [55]: un fort taux de mutations serait lié a une augmentation des
lymphocytes T CD4 et CD8+ activés péri-tumoraux. Une telle association a
également été trouvée entre défaut de réparation de I'ADN et charge mutationnelle
totale. Cela dit, seules les tumeurs avec défaut de réparation des mésappariements
de I'ADN présentaient une augmentation de l'infiltration lymphocytaire ce qui plaide
aussi pour faire du statut MMR un biomarqueur prédictif de réponse.

Le taux de néo antigenes et la charge mutationnelle semblent donc intéressants
pour prédire la réponse mais les méthodes de séquencage du génome s'averent a ce
jour encore complexes et coliteuses a réaliser en pratique. Par ailleurs, les tumeurs
avec instabilité micro-satellitaire, les plus a méme de répondre, concernent une
faible proportion de patients.

Signatures d'expression génique et mutations

Certaines études via des méthodes de séquencage du génome, se sont intéressées a
I'impact prédictif de signatures géniques.

Une étude a décrit ainsi un type de tumeurs présentant une réponse immune innée
liée aux dommages a I'ADN [56]. Il existe dans ces tumeurs une surproduction de
cytokines augmentant l'infiltration lymphocytaire et une surexpression de PD-L1.
Une signature de 44 genes, constituant un phénotype DDRD (DNA Damage Response
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Deficient), a été identifiée. Cette signature, constituant un test, a été appliquée a un
ensemble de cancers colorectaux. Les résultats ont montré que 80 % des tumeurs
MSI (microsatellites instables) et 25 % des tumeurs MSS (microsatellites stables)
présentaient cette signature (et ont donc un test positif). Ce test détecterait de fait
les patients porteurs de tumeurs déficientes pour la réparation de I'ADN et
permettrait d'identifier les patients répondeurs aux anti-PD-1. Cette signature
pourrait de surcroit permettre d’identifier les rares patients MSS répondeurs.

Une autre étude a évalué des signatures contenant des genes liés a la réponse
immune et associés a un meilleur taux de réponse aux anti-PD-1 dans différents
types de cancers [57]. Parmi ces signatures, 15 étaient constituées par des genes
codant pour la réponse des lymphocytes T cytotoxiques. Ces résultats ont été
appuyés par une étude montrant un lien entre stabilité tumorale et survie sans
progression avec une signature de 6 genes codant en majeure partie pour
I'activation d’effecteurs cellulaires du systéme immunitaire (Lymphocytes T, NK, T
régulateurs...) [58].

Un article récent [59] a montré un lien entre charge mutationnelle élevée et
amélioration de la survie globale et, dans une moindre mesure, de la réponse a
I'immunothérapie. Il existait parmi les patients répondeurs et non répondeurs des
patients avec une faible et forte charge mutationnelle. Certains patients répondeurs
avec un plus faible taux de mutations avaient une meilleure survie que les patients
non répondeurs avec un fort taux de mutations, ce qui laisserait supposer que des
genes spécifiques influencent la réponse. Une mutation du géne BRCA2 a été ainsi
fréguemment retrouvée parmi les patients répondeurs. |l a également été mis en
évidence une signature transcriptionnelle spécifique de résistance innée aux anti-
PD-1 (IPRES pour Innate anti-PD-1 Resistance). Cette signature montrait une
surexpression de certains genes parmi lesquels des genes impliqués dans la
transition épithélio-mésenchymateuse, 'angiogenese, le remodelage de la matrice
extra-cellulaire, 'adhésion cellulaire ou la cicatrisation (AXL, ROR2, WTN5A,
LOXL2,...). Certains génes pourraient donc influencer favorablement ou
défavorablement la réponse a l'immunothérapie. Dans une étude [60] concernant
des mélanomes traités par anti-CTLA-4, les mutations de deux genes, SERPINB3 et
SERPINB4 étaient liées a la réponse aux anti-CTLA-4 et a la survie globale. Ces deux
genes codent pour des inhibiteurs de protéase ayant un role dans I'apoptose et dans
I'auto-immunité. Leur mutation n'avait cependant pas d'influence sur la survie des
patients qui n’étaient pas traités par immunothérapie. A I'inverse, un autre travail
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récent a montré I'impact prédictif de non-réponse de certaines mutations du gene
de la beta-2-microglobuline et des génes JAK1 et 2, respectivement impliqués dans
I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité de classe | et dans la réponse a
I'interféron gamma [61].

Ainsi certaines mutations et signatures génétiques spécifiques pourraient s'avérer
utiles pour distinguer les répondeurs des non-répondeurs. Ces résultats restent,
pour le moment, a valider sur de plus grandes cohortes mais auront probablement
un réle majeur dans la personnalisation de l'immunothérapie.

Le microbiote

La flore intestinale rassemble plus de 100 000 milliards de bactéries vivant en accord
avec leur hote, en favorisant le métabolisme et le rendement énergétique
alimentaire et en limitant l'invasion par des agents pathogenes. D'une maniere
encore partiellement incomprise, |I'exposition des lymphocytes a certains types de
bactéries de la flore commensale peut faire varier les réponses a l'immunothérapie
antitumorale [62]. Une étude parue dans Science [63] a analysé la croissance de
mélanomes sur un modele murin comprenant deux types de souris : les souris JAX a
fort taux de lymphocytes intra-tumoraux d’un coté et souris TAC a plus faible taux de
I'autre. La croissance tumorale était beaucoup plus faible chez les souris JAX, du fait
de l'infiltration de la tumeur par les lymphocytes intra-tumoraux. L'immunothérapie
par anti-PDL-1 était également plus efficace chez les souris JAX. Le mélange de souris
ou la greffe de matieres fécales de souris JAX conférait une résistance aux souris TAC,
suggérant un lien transmissible lié a la flore commensale. Une bactérie spécifique a
pu étre identifiée : Bifidobacterium. Cette bactérie particuliere confere a son hote
une résistance innée aux tumeurs ainsi qu'une meilleure réponse aux
immunothérapies. Une deuxieme étude parue dans Science [64] concernant
toujours un modele murin porteur de mélanomes traités par anti-CTLA-4, a montré
que les souris répondaient moins bien a l'immunothérapie apres destruction de leur
flore intestinale par une antibiothérapie a large spectre.

Il existe donc un lien étroit entre réaction immunitaire antitumorale et microbiote
intestinal et donc un lien entre réponse a lI'immunothérapie et ce méme microbiote.
Le mécanisme reste pour le moment mal compris mais son élucidation pourrait
permettre de confirmer la valeur de ce potentiel biomarqueur prédictif. Il est
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possible que I'existence de mimétismes moléculaires entre les motifs antigéniques
présents sur les bactéries commensales et les néo antigénes tumoraux puisse
expliquer une meilleure réponse immunitaire antitumorale selon I'exposition a
certaines bactéries [64]. Les antigénes présents a la surface des bactéries
intestinales pourraient prédisposer le systeme immunitaire a reconnaitre certains
néo antigenes tumoraux similaires [65—67]. Lors de la réponse immunitaire
antitumorale dirigée contre les néo antigenes tumorauy, il pourrait exister une
réactivité croisée avec les antigenes bactériens ou viraux auxquels 'organisme a été
exposé [53].

La clarification de ces interactions pourrait méme permettre de modifier la flore
commensale d’un individu pour améliorer sa réponse immunitaire antitumorale et
donc de favoriser sa réponse a I'immunothérapie.

Les cytokines

Les cytokines, groupe de protéines ayant un role de médiateur entre les différentes
cellules immunitaires, sont notamment produites par les cellules immunitaires, et
permettent la régulation des processus immuns en se fixant sur leurs récepteurs
spécifiques.

Il y a des cytokines activatrices comme I'lFN-gamma, les TNF (Tumor Necrosis
Factor)-alpha et béta produites par les T cytotoxiques. Ces 3 cytokines contribuent a
la défense antitumorale par différents mécanismes. L'IFN-gamma, en association aux
TNF, a des propriétés cytotoxiques directes, inhibe la croissance tumorale, active les
macrophages, améliore I'expression des molécules du CMH, favorisant ainsi la
reconnaissance de l'antigene. Parmi les cytokines inhibitrices, le réle du TGF
(Transforming Growth Factor)-béta est a souligner. C’est une cytokine
polypeptidique, produite de maniéere ubiquitaire dans l'organisme. Elle a un role
complexe, avec une fonction immunosuppressive sur de nombreuses cellules de
I'immunité innée ou adaptative et est notamment produite par les lymphocytes T
CD4 régulateurs visant a modérer la réaction immune. Elle peut également prévenir
la carcinogénese. Cette cytokine permet le maintien de ’lhoméostasie tissulaire,
régule la prolifération, la différenciation, I'adhésion et module le micro-
environnement cellulaire. Les cellules tumorales peuvent inactiver le récepteur du
TGF-béta ou altérer les fonctions anti-tumorales de cette voie. Dans ce dernier cas, la



OCoO~NOUAWNE

tumeur acquiert un fort potentiel de division et de progression [68].

Les cytokines ont un role clé dans I'immunité antitumorale et pourraient donc
constituer un bio marqueur intéressant de réponse a 'immunothérapie.

Une étude [69] derniérement présenté a I'ASCO, constatant que les lymphocytes
activés relarguaient certaines cytokines (IFN-gamma, IL2-4-5-10, TNF-alpha et béta)
favorisant |'afflux de cellules immunitaires sur le site tumoral et augmentant la
reconnaissance des cellules tumorales par les cellules cytotoxiques, a décrit un test
permettant de mesurer les taux de cytokines avec une bonne sensibilité et une
bonne spécificité. Ce test pourrait donc servir d’outil préférentiel pour la mesure de
cytokines prédictives de réponse. Un essai de phase 11[70], concernant le mélanome
avanceé sous IPILIMUMAB, a affirmeé l'importance du micro-environnement tumoral
dans la réponse a I'immunothérapie et a souligné le role de I'IDO (indol-amine 2,3-
dioxygenase) dont I'expression était associée positivement au bénéfice clinique de
I'IPILIMUMAB . L'IDO est une enzyme dégradant le tryptophane dans
I'environnement tumoral et est exprimée par les cellules tumorales, dans les
ganglions drainants, par le placenta, par plusieurs cellules du systeme immunitaire
notamment les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules myéloides
suppressives (MDSC) [71]. Elle entraine une suppression des fonctions effectrices
des lymphocytes T, bloque leur différenciation et induit leur apoptose [72]. Elle a
donc une fonction immunosuppressive. Mais I'expression de cette enzyme est en
particulier provoquée par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IL-1, I'lFN-gamma et le TNF- alpha qui témoignent d’une forte activation du systeme
immunitaire. Il serait donc possible que I'IDO soit surexprimée chez les patients
ayant une forte réponse immunitaire antitumorale, d'ou une augmentation
d'efficacité de I'immunothérapie chez ces patients [70]. Le dosage de certaines
cytokines au cours des thérapies par anti-PD-1 pourrait ainsi étre informatif quant a
la réponse au traitement. Une autre étude [73], s’est intéressée au réle du TGF-béta.
Le TGF-béta est fréquemment surexprimé dans les cancers agressifs, corrélé a une
augmentation des métastases, a un pronostic défavorable et a une résistance aux
différents traitements. Certaines études précliniques ont montré que les
antagonistes du TGF-béta permettaient d'augmenter |'efficacité des chimiothérapies
et des immunothérapies. Mais le TGF-béta aurait également un réle dans
I'acquisition du phénotype EMT (Epithelial Mesenchymal Transition), permettant aux
cellules tumorales d'acquérir un potentiel plus invasif. Or ce phénotype, caractérisé
par une signature génétique particuliere dans le cancer du poumon non a petites
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cellules, serait associé a une surexpression de PD-L1. Cette catégorie de patients,
ayant le phénotype EMT, pourrait donc bénéficier au mieux des anti-PD-1. Une
étude récente [74] a mis en évidence une variation dans lI'expression de PD-L1 au
cours de la transition épithélio-mésenchymateuse dans le cancer broncho-
pulmonaire non a petites cellules. Le phénotype EMT a été induit avec un traitement
par TGF-béta ou chimiothérapie. Une surexpression de PD-L1 a été constatée apres
induction par le TGF-béta. La chimiothérapie provoquait également une
augmentation de la sécrétion de TGF-béta a I'origine d’une surexpression de PD-L1.
LUexpression de PD-L1 serait donc en partie régulée par le TGF-béta. Une association
significative entre I'expression de PD-L1 et le phénotype EMT a également été
retrouvée. Le TGF-béta aurait donc un role potentiellement modulateur de la
réponse aux anti-PD1, mais son role dans la réaction immune étant complexe, il
semble également difficile pour le moment de le considérer comme un biomarqueur
de réponse.

Ainsi les cytokines, intervenant dans I'activation ou l'inhibition de la réponse
immunitaire antitumorale, ont probablement un impact dans la réponse aux
immunothérapies, mais leurs actions sont complexes et des études complémentaires
sont nécessaires pour déterminer lesquelles d’entre elles seraient les plus a méme
de prédire la réponse aux inhibiteurs de checkpoint immunitaires.

Conclusion

Ces dernieres années ont vu I'essor des immunothérapies anti-CTLA-4 et surtout,
anti-PD-1. Ces thérapies permettent d'obtenir des réponses objectives durables mais
seulement chez 20 a 30 % des patients. Identifier un biomarqueur de réponse fiable
pourrait permettre de n'administrer ces traitements qu’aux seuls patients
susceptibles d’en bénéficier durablement avec un intérét en termes de stratégie
thérapeutique mais également de colt de santé étant donné le prix élevé de ces
traitements. Il n'existe pas a ce jour de biomarqueur parfaitement discriminant.
Nous avons considéré dans cet article six biomarqueurs potentiels, illustrés par le
schéma ci-dessous (figure 1).L'expression de PD-L1 en IHC pourrait étre pertinente
dans certaines conditions mais il sera pour cela indispensable de définir une
méthode d'immunohistochimie standard et de fixer un seuil de positivité
consensuel.
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Le taux de lymphocytes, et plus particulierement le ratio polynucléaires neutrophiles
sur lymphocytes pourrait permettre d’apprécier de maniére précoce la réponse mais
ce marqueur nécessite une validation prospective.

La détermination du taux de néo antigenes est a ce jour difficile a réaliser en routine
mais ce parametre est potentiellement tres pertinent a visée prédictive, comme
I'illustre le cas des tumeurs avec déficience du systeme MMR. Certaines signatures
géniques spécifiques, et plus particulierement la présence de certaines mutations
auraient également un impact majeur dans la réponse thérapeutique et pourraient
permettre une personnalisation de I'immunothérapie des cancers.

Le microbiote a une influence dans la réponse a I'immunothérapie qui reste mal
comprise a ce jour et qui doit donc étre approfondie avant de pouvoir générer un
biomarqueur voire méme de constituer une approche thérapeutique synergique aux
anti-PD-1.

Enfin, certaines cytokines, agents essentiels au bon déroulement de la réaction
immunitaire, favorisant ou inhibant la réponse anti tumorale, pourraient
théoriquement servir de biomarqueurs mais des études complémentaires seraient
nécessaires pour les identifier et valider leur valeur prédictive. Leur action sur la
réaction immune est par ailleurs complexe et donc leur role prédictif difficile a
apprécier...

La question d'un biomarqueur de réponse aux anti-PD-1 (et aux anti-CTLA-4) n'est
donc pas résolue et reste un enjeu majeur afin de pouvoir personnaliser et optimiser
le colit de ces traitements.
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Figure 1 : Biomarqueurs prédictifs de réponse aux inhibiteurs de checkpoint (points
de contrble) immuns lors de la réaction immunitaire antitumorale

Predictive biomarkers of response to immune checkpoint inhibitors during anti-
tumor immune response
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Tableau 1

Tableau 1: études de phase 111 concernant le Nivolumab et le Pembrolizumab

Etudes Type de tumeur Immuno- Seuil PD-L1 prédictif
histochimie

CheckMate 037 |[Mélanome DAKO CT Ooul

[10] Clone 28-8

CheckMate 067 |Mélanome DAKO CT Oul

[7] Clone 28-8

CheckMate 057 |CBPNPC DAKO 1%-5%-10% Oul

[11] Clone 28-8 CT

CheckMate 066 |Mélanome DAKO CT NON

[12] Clone 28-8

CheckMate 017 |CBPNPC DAKO 1%-5%-10% NON

[13] Clone 28-8 CT

CheckMate 025 |Carcinome rénal | DAKO <1%, y > NON

[8] Clone 28-8 5%CT

KEYNOTE 006 'Mélanome DAKO 1% CT +CME NON

[14] Clone 22c3

KEYNOTE 010 |CBPNPC DAKO 50 %CT Oul

[15] Clone 22c3

KEYNOTE 040 |Cancer ORL DAKO 1%CT ?

[16] Clone 22c3

KEYNOTE 024 CBPNPC DAKO 50 %CT ?

[17] Clone 22c3

CT= Cellules tumorales ; CME= Cellules du microenvironnement ; CBPNPC = Cancer Broncho-Pulmonaire

Non a Petites Cellules




Tableau 2

Tableau 2 : études de phases I-11 concernant I'Atezolizumab et le Durvalumab

(anti-PD-L1)

POPLAR [18]: |CBPNPC Ventana 50-5-1%CT Oul

phase 2 Clone SP 142 10-5-1%CME

IMvigor 210 [19] | Carcinome Ventana 1-59%CME Oul
urothélial Clone SP 142

NCT01693562 | Carcinome Ventana 25% Oul

[20] urothélial vessie Clone SP 263  CME et/ou CT

Phase 1-2

NCT01693562 | Carcinome Ventana 25% Oul

[21] urothélial Clone sp 263 |CMEetiou CT

Phase 1-2




