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|. INTRODUCTION

I.A Mélanome et systéeme immunitaire

I.LA.1 Immunogénicité des cancers en général et du mélanome en particulier

I.A.1.1 Théorie de I'immunosurveillance et notion d’antigénes tumoraux

Le concept d’'immunosurveillance a été décrit pour la premiére fois par Ehrlich en 1909 qui
suggéra que les cellules tumorales étaient en permanence reconnues et éradiquées par le
systeme immunitaire avant méme que toute manifestation clinique apparaisse. Ce concept
fut redéfini, dans les années 1950, par Burnet! qui confirma l'idée selon laquelle les
lymphocytes pouvaient agir comme des sentinelles capables d’identifier et détruire toute
cellule transformée. Dans les années 90, la caractérisation des néo-antigénes tumoraux et la
découverte de I'auto-immunité vint compléter la théorie de Burnet. A la lumiére de ces
découvertes, les années suivantes furent marquées par I'essor de multiples stratégies visant
a stimuler la réponse immunitaire antitumorale (vaccination, traitements par interleukines
ou thérapie cellulaire).

Dans ce contexte, le mélanome a été I'une des tumeurs a susciter le plus grand engouement
du fait de son caractere hautement immunogéne comme en témoignent :

- LUexistence de phénoménes de régression spontanée?, marqués a |‘examen
anatomopathologique par la présence d’un infiltrat lymphocytaire T2 et qui explique
au moins partiellement la survenue de métastases de mélanome de primitif inconnu.

- l'augmentation de l'incidence et le pronostic défavorable du mélanome chez les
patients immunodéprimés*>.

- L’association entre auto-immunité et survie chez les patients atteints de mélanome
réséqué®.

- le vitiligo comme un facteur pronostic favorable chez les patients porteurs d’un
mélanome’™,

- l'identification de lymphocytes T circulants capables de reconnaitre spécifiquement
des antigénes tumoraux associés au mélanome?°,

- I'existence d’une corrélation entre la densité de l'infiltrat lymphocytaire tumoral («
tumor infiltrating lymphocyte TIL ») et la survie. Les patients ayant un infiltrat diffus
(« brisk ») survivant 1 a 3 fois plus longtemps que les patients sans infiltrat!?.

Cependant, malgré un effort de recherche important, aucun des concepts de vaccination, de
traitement par les interleukines ou par la thérapie cellulaire n’a abouti a une amélioration
significative du pronostic du mélanome métastatique.

.A.1.2 Les limites de I'immunosurveillance : 'immunoediting
L’échec des stratégies d'immunothérapie conventionnelle et le développement de tumeurs
chez des sujets immunocompétents attestaient de l'incapacité pratigue du systéeme
immunitaire a reconnaitre et éliminer en permanence toute cellule transformée. Le concept
d’'immunosurveillance semblait alors insuffisant, a lui seul, pour expliquer les interactions
systeme immunitaire-cellules tumorales.
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Une découverte déterminante va alors élargir le concept d’immunosurveillance a celui
d’immunoediting. Dans une étude publiée en 2001, Shankaran et coll*> démontrérent que
les tumeurs qui se développaient au contact d’un systéme immunitaire non déficient étaient
moins immunogéniques que celles qui se développaient chez des souris immunodéficientes
(Figure 1). Cette observation suggéra que les tumeurs issues d’hote immunodéprimé étaient
peu modifiées par le systéme immunitaire et donc fortement immunogénes tandis que les
tumeurs issues d’hotes immunocompétents avaient « muté » afin d’échapper a la
reconnaissance immunitaire antitumorale.

Ainsi, I'idée selon laquelle le systtme immunitaire ne protége pas seulement contre la
formation de tumeur mais fagonne également leur immunogénicité est a la base du concept
d’'immunoediting. En plus de prévenir leur développement, le systeme immunitaire,
paradoxalement, le favorise en générant une pression de sélection favorable a des mutants
résistants. Il est probable que ce phénomeéne survienne de facon continu néanmoins I'effet
majeur du processus semble prédominer lors de la phase précoce de la croissance tumorale,
guand la tumeur est histologiquement, mais non cliniquement, détectable. Il en résulte que
I'immunogénicité de la plupart des tumeurs diagnostiquées a déja été altérée.

Figure 1. Les tumeurs développées chez des souris immunocompétentes sont qualitativement différentes de
celles développées chez des souris immunodéficientes. L'injection de lignées cellulaires tumorales issues de
souris immunocompétentes (IC) chez des souris IC sauvages (WT) donne naissance a une tumeur (bleu). En
revanche les lignées cellulaires tumorales issues de souris immunodéficientes (ID) injectées a ces mémes souris
IC sauvages sont détruites par le systéeme immunitaire du fait de leur forte immunogénicité (rouge).

D’aprés Schreiber et al, cancer immunoediting : integrating immunity’s roles in cancer suppression and
promotion Science 201113
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L'immunoediting est donc un processus dynamique impliquant a la fois le systéme
immunitaire inné et adaptatif et caractérisé par trois phases (figure 2) :

- élimination,
- équilibre,
- échappement.

Des facteurs externes peuvent influencer la dynamique du processus.

Figure 2. Les trois phases de I'immunoediting : a. Elimination = immunosurveillance ; b. équilibre : processus
par lequel le systeme immunitaire sélectionne et favorise la génération de cellules tumorales ayant la capacité
de survivre a une attaque immunitaire ; c. échappement : la tumeur finit par échapper au systeme immunitaire.
Cellules tumorales en développement (bleues), variants tumoraux résistants (rouges), stroma et cellules saines
(grises), variants tumoraux résistants additionnels (oranges).

Dunn et al, Cancer immunoediting: from surveillance to tumor escape Nature immunology 2002

[.LA.1.2.1. Elimination

L’élimination englobe le concept initial d’immunosurveillance, et se caractérise par
I'identification et I’éradication des cellules tumorales par le systeme immunitaire. L’invasion
tumorale est responsable de la destruction du tissu sain. Cette destruction a I'origine d’une
inflammation locale responsable du recrutement sur le site tumoral de cellules de
I'immunité innée (Cellules NK, lymphocytes NK, lymphocytes T y§, macrophages et cellules
dendritiques)'#1, Les débris cellulaires résultant de I'action des différentes cellules du
systeme immunitaire sont internalisés et processés par les cellules dendritiques qui les
transportent vers les ganglions lymphatiques afin de stimuler, par une présentation de
peptides immuns sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité, les
lymphocytes T qui vont, a leur tour, se rendre sur le site tumoral.

L'immunité adaptative est alors enclenchée. Si la tumeur initiale est totalement détruite,
I’élimination est la phase finale du processus d’'immunoediting.
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Figure 3. La phase d’élimination : Smyth et al A fresh look at tumor immunosurveillance and immunotherapy,
Nature immunology 2001

I.LA.1.2.2. Equilibre

La phase d’équilibre est un état d’homéostasie entre destruction et survie tumorale. Les
lymphocytes exercent une pression de sélection suffisante pour controler la prolifération
tumorale mais insuffisante pour éradiquer le lit tumoral. Koebel et coll.Y’, en utilisant
différents anticorps monoclonaux dirigés contre certains composants du systéme
immunitaire ont démontré que contrairement a la phase d’élimination, lors de la phase
d’équilibre, seule I'immunité adaptative était mise en jeu. Les anticorps inhibant les
fonctions NK ne favorisent pas I’'émergence de tumeurs contrairement aux anticorps dirigés
contre les CD4 et CD8. La phase d’équilibre est la plus longue et peut persister plusieurs
dizaines d’années.

Durant cette sélection que I'on pourrait qualifier de « Darwinienne », la plupart des variants
tumoraux ayant initialement échappé a l'immunosurveillance sont détruits, mais de
nouveaux variants apparaissent porteurs de multiples mutations leur permettant de se
soustraire a la reconnaissance et a la destruction par le systéme immunitaire :

- perte de I'expression d’antigénes tumoraux ou de molécules du CMH?,

- augmentation de I'expression de molécules anti-apoptotiques (bcl-2, c-flip...),

- production de molécules immunosuppressives (TGFbéta'®, IL-10, PGE2, IDO
(Indoleamine 2,3-DiOxygenase??)),

- recrutement dans le micro-environnement tumoral de cellules suppressives
(lymphocytes T régulateurs??, cellules myéloides suppressives MDSC?2...),

- expression de molécules (Fas-L, PD-L1..) favorisant 'apoptose et/ou I'anergie des
lymphocytes?.
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I.A.1.2.3. Echappement
L'échappement est la phase finale de la progression tumorale. Les cellules tumorales
survivantes les plus agressives et les moins immunogénes vont alors se multiplier de fagon
incontrolée et aboutir a la maladie cancéreuse cliniquement décelable.

I.LA.2 Le paysage immunitaire des cancers en général et du mélanome en

particulier
Le concept d'immunosurveillance a permis de comprendre le pronostic globalement
favorable lié aux infiltrats lymphocytaires en particulier T CD3+, CD8+ cytotoxiques et T
CD45R0O+ mémoire, qui sont corrélés a une augmentation de la survie sans récidive et de la
survie globale dans quasiment tous les cancers?®. Dans certains cancers au premier rang
desquels le cancer colorectal, I'infiltrat lymphocytaire T est d’ailleurs en train de revétir une
importance pronostique majeure, qui pourrait a terme détrdner la classification TNM?2>:26,

Le concept d'immunoediting a quant a lui permis de comprendre que deés lors que la tumeur
se développe, elle est envahie par de multiples acteurs du systéme immunitaire qui vont
faconner son micro-environnement, et subir les conséquences d’une interaction cellulaire
réciproque avec les cellules tumorales pouvant aboutir a une modification des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de chacun des acteurs, immunologiques
compris.

La transition entre phase d’élimination et phase d’équilibre, puis entre phase d’équilibre et
échappement, repose sur I'équilibre et le déséquilibre de multiples balances, de natures
variées, mettant en jeu et opposant différents effecteurs et régulateurs de la réponse
immunitaire antitumorale : a I'échelle cellulaire (cellules immunitaires immunosuppressives
et lymphocytes T effecteurs CD8), a I'échelle moléculaire extracellulaire (cytokines
protumorales et antitumorales), et a I'échelle moléculaire membranaire (molécules de

costimulation et coinhibition appartenant a la famille des checkpoints immunologiques)?’.

16



1.A.2.1. Le micro-environnement cellulaire

[.A.2.1.1 Les lymphocytes infiltrant la tumeur (« Tumor Infiltrating Lymphocytes »)

Le terme TIL pour « Tumor Infiltrating Lymphocyte », fait référence aux lymphocytes
infiltrant les tumeurs plus ou moins directement en contact avec les cellules tumorales?. Ce
terme a pour la premiére fois été utilisé par Wallace Clark en 1989, qui en a fait la 1°*
classification. Cette classification reste actuellement la plus utilisée pour caractériser et
quantifier les TIL?. Elle distingue infiltrat TIL abondant (« brisk ») et infiltrat TIL non
abondant (« non brisk »). Clemente a par la suite précisé les infiltrats TIL « brisk », les
subdivisant en infiltrat « brisk périphérique » et infiltrat « brisk diffus »3°.

Figure 4. Différents profils d’infiltration lymphocytaire d’'un mélanome cutané en phase de croissance verticale
D’aprés Lee et al. Pathology 2016. Tumour-infiltrating lymphocytes in melanoma prognosis and cancer
therapy.?®

La preuve ultime du role favorable joué par les TIL a été apportée par certains succes
thérapeutiques des thérapies cellulaires avec transfert adoptif de TIL autologues3'36, Mais
les TIL sont tres hétérogenes, contenant différentes populations lymphocytaires pouvant
avoir des effets antagonistes. C'est pourquoi les protocoles de Transfert Adoptif de Cellules
(TAC) ont nécessité de nombreuses mises au point, pour favoriser I'activité préférentielle
des lymphocytes T CD8 cytotoxiques anti-tumoraux. Dans de nombreux protocoles de TAC,
I'infusion de TIL autologues est associée a un traitement par IL2, favorisant des cellules T
CD8 présélectionnées, dirigées contre les antigénes tumoraux, et CD4 avec un profil de
sécrétion cytokinique de type Thl, et est réalisée aprés une chimiothérapie a visée
lymphodéplétive d’éventuels lymphocytes T tolérogénes (de type T régulateurs par
exemple)31-36,
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I.LA.2.1.2 Les lymphocytes T CD8 cytotoxiques
Une forte infiltration intra-tumorale en lymphocytes T CD8+ cytotoxiques est corrélée a une
survie sans récidive prolongée et un accroissement de la survie globale de fagon quasi-
constante quel que soit le type de tumeur analysée®. Seuls les cancers du rein semblent
faire exception, une valeur pronostique positive n’étant retrouvée que si I'on prend en
compte les lymphocytes T CD8 prolifératifs®’.

Dans les mélanomes métastatiques, la présence de lymphocytes T CD8+ spécifiques
d’antigénes associés au mélanome (tels que I'antigéne Melan-A/MART-1) est associée a une
survie sans progression et une survie globale augmentées38. Cependant, une dissociation
concernant les lymphocytes T CD8 spécifiques d’antigénes de mélanome a été plusieurs fois
rapportée. Elle est observée entre |'activité majeure du contingent circulant, capable de
générer de grosses réactions inflammatoires, et I'inactivité relative du contingent micro-
environnemental, beaucoup plus tolérogéne.324°

Cette inactivation des lymphocytes T CD8 au niveau du site tumoral est liée au micro-
environnement immunosuppresseur local, impliguant notamment I'expression de
checkpoints immunologiques inhibiteurs (cf. infra)* caractérisant le phénotype
lymphocytaire « épuisé » (« exhausted »). De facon intéressante, cette inactivité locale des
cellules T CD8 est réversible, lorsque ces dernieres sont retirées du micro-environnement
tumoral : ceci a été montré in vitro*?, mais également en thérapeutique, notamment avec
les inhibiteurs de checkpoints immunologiques dont les anti-PD-1 (cf. infra).

I.A.2.1.3 Les lymphocytes T CD4 (Th1, Th2 et Th17)
Le réle des lymphocytes T CD4 dans la réponse immunitaire antitumorale reste actuellement
controversé. Le terme «lymphocytes T CD4 » fait essentiellement référence aux
lymphocytes T helpers (Th), schématiquement répartis en lymphocytes Thl et Th2, selon
leurs profils de sécrétion cytokinique. Les lymphocytes Th1 auraient un effet antitumoral
médié par les lymphocytes T CD8 cytotoxiques qu’ils stimulent®3. Des travaux plus récents
suggérent un effet antitumoral direct des lymphocytes T CD4, qui serait, dans certaines
conditions, supérieur a celui des CD8 cytotoxiques*. Linhibition du checkpoint
immunologique CTLA-4 exprimé par les CD4 favoriserait la réponse effectrice et la régression
tumorale®. Par ailleurs, une nouvelle entité a récemment été décrite au sein des
lymphocytes CD4, caractérisée par la production d’IL17, nommée Th17, qui aurait une
activité antitumorale en particulier dans le mélanome®®.

I.LA.2.1.4 Les lymphocytes T régulateurs
Les lymphocytes T régulateurs sont un sous-type de lymphocytes T CD4+, caractérisés par
I’expression membranaire de CD25 (sous unité alpha du récepteur a I'lL2), et I'expression du
facteur de transcription FoxP3%’. Ils se développent dans le thymus et sont responsables de
la tolérance du soi et de la prévention des réactions auto-immunes. Une augmentation du
taux de lymphocytes T régulateurs a été décrite dans le sang circulant des patients atteints
de mélanomes?®; la présence de T régulateurs a été constatée dans des mélanomes primitifs
et les métastases ganglionnaires®. Le contact avec les antigénes de mélanome (gp100 et des
antigenes de différenciation) induit I'expression de FoxP3 et la production d’IL10 par les T
régulateurs®®; de plus les T régulateurs inhiberaient directement les lymphocytes T
CD4+CD25- de maniere contact-dépendante, et inhiberaient la production de cytokines et la
prolifération des lymphocytes T CD8+ dans les ganglions de patients atteints de
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mélanomes®. Enfin, les lymphocytes T régulateurs seraient en cause dans les échecs
thérapeutiques de I'lL-2, stimulant aussi bien les lymphocytes effecteurs anti-tumoraux que
les lymphocytes T régulateurs protumoraux°. Les lymphocytes T régulateurs sont une des
cibles importantes des inhibiteurs du checkpoint immunologique CTLA-4°%, dont I'efficacité
semble potentialisée par les inhibiteurs de CD25%2.

[.LA.2.1.5 Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) constituent avec les lymphocytes T effecteurs (CD4 Thl et
CD8) les deux piliers majeurs de I'immunosurveillance antitumorale. Elles sont maintenant
définies comme des cellules lymphoides innée de type 1°3. Comme pour les lymphocytes T
effecteurs, l'infiltration tumorale par les lymphocytes NK est associée a un bon pronostic
dans de nombreux cancers dont les mélanomes®. Linfiltration par les cellules NK a de plus
été corrélée aux phénomeénes de régression tumorale dans les mélanomes primitifs et les
naevi®®. Les lymphocytes T effecteurs et NK sont complémentaires a plusieurs égards dans la
réponse immunitaire antitumorale. Cette complémentarité est temporelle, spatiale et
fonctionnelle : les NK reconnaissent les signaux de stress ou de danger lors de la réponse
immunitaire innée précédant la réponse immunitaire adaptative par les lymphocytes T
effecteurs spécifiques des antigénes tumoraux>®. Les NK ont une fonction cytotoxique
(peuvent lyser les cellules tumorales sans immunisation préalable), et sécrétrice de cytokines
(IFN gamma, TNF alpha, GM-CSF...) facilitant la mise en place de la réponse immunitaire
adaptative (effet autocrine sur les NK et effet paracrine sur les macrophages anti-tumoraux
de type M1 et sur les lymphocytes T CD8 cytotoxiques)?®. Les répertoires sont différents (non
redondant) : les cellules tumorales ciblées par les lymphocytes T CD8 et NK selon
I’expression ou non des molécules du CMH de classe | ne sont pas les mémes. Les
lymphocytes T reconnaissent les antigénes tumoraux présentés par les molécules du CMH de
classe |, or la perte d’expression du CMH de classe | constitue un mécanisme d’immuno-
échappement tumoral fréquemment rencontré dans les mélanomes®’. Les cellules NK sont
au contraire activées par la perte du CMH de classe | marquant le soi « normal » (« missing
self recognition », entrainant une levée de l'inhibition exercée par les molécules du CMH de
classe | sur les récepteurs KIR®. Enfin, il y a synergie des lymphocytes T effecteurs et NK de
par la sécrétion de cytokines a effet auto- et/ou paracrine (notamment, IL-2 sécrété par les
LT, stimulant LT et NK, et IFN gamma sécrété par les NK et les LT CD8+ stimulant les LT
CD8+). Dans le mélanome, une complémentarité a été observée entre I'activité des cellules
NK circulantes et intensité de l'infiltration lymphocytaire observée dans les mélanomes
primitifs. De plus, comme pour les lymphocytes T intra-tumoraux ayant un phénotype «
épuisé », des altérations phénotypiques et fonctionnelles sont fréquemment retrouvées
parmi les lymphocytes NK intra-tumoraux, traduisant I'immunoediting exercé par la tumeur
en réponse a la pression de sélection immunitaire®>®°, Les mécanismes le plus souvent
décrits dans les mélanomes métastatiques mettent en jeu un déséquilibre de la balance
entre récepteurs activateurs (NKG2D, NKp46, DNAM) et récepteurs inhibiteurs des NK, au
profit de ces derniers>61,

I.LA.2.1.6 Les lymphocytes B
Les lymphocytes B sont les effecteurs du versant humoral de la réponse immunitaire
adaptative. Leur fonction principale est la production d’anticorps antigene-spécifiques apres
différentiation en plasmocytes. lls peuvent également se comporter comme cellules
présentatrice de I'antigéne (CPA). Leur présence dans le micro-environnement tumoral a
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une valeur pronostique variable en fonction des cancers étudiés. Dans les mélanomes, ils
sont le plus souvent associés a un bon pronostic®?. Les lymphocytes B exprimant la molécule
de costimulation CD80 favoriseraient notamment la polarisation Thl des lymphocytes CD4
et donc la production de cytokines Th1 a effet anti-tumoral®. Les lymphocytes B présentent
également, comme les lymphocytes T effecteurs et NK, des altérations phénotypiques et
fonctionnelles traduisant I'immunoediting exercé par la tumeur sur le systeme immunitaire :
diminution du nombre de lymphocytes B mémoires, et hyporéactivité®. Contrastant avec
I’ensemble de ces éléments, quelques publications suggerent a I'inverse un réle protumoral
des lymphocytes B dans le mélanome, via l'interaction avec MUC18%, une molécule
d’adhésion favorisant la croissance tumorale et la dissémination métastatique d’une part, et
via la polarisation Th2 du micro-environnement tumoral®®,

I.A.2.1.7 Les macrophages M1 et M2

Les macrophages associés aux tumeurs (ou « TAM » pour « Tumor Associated
macrophages ») constituent la majorité des cellules immunitaires du micro-environnement
tumoral. Ils ont longtemps été sous-estimés, en raison de difficultés techniques de
visualisation (peu rehaussés par la coloration Hémalun-Eosine standard) et d’identification
(confusion possible avec les cellules tumorales en raison des atypies cytonucléaires parfois
présentes). Les TAM étaient initialement présumés anti-tumoraux®’, en raison de leurs
fonctions d’ « éboueurs » de I'organisme (« scavenger »), et de cellules présentatrices de
I'antigéne. Il faut en réalité schématiquement distinguer deux types de TAM :

-les macrophages de type M1, de « phénotype activé classique », présentant un effet anti-
tumoral, car favorisant une production cytokinique de type Th1l, et globalement les fonctions
lytiques du systeme immunitaire (« fonction KILL » des macrophages de type M1 décrits par
C. Mills)®8,

-et les macrophages de type M2, de « phénotype activé alternatif », présentant un effet
protumoral, immunosuppresseur et proangiogénique, favorisant une production cytokinique
de type Th2 et les fonctions réparatrices et pro-survie des cellules environnantes (« fonction
REPAIR » des macrophages M2 décrits par C. Mills)®8,

Différentes études phénotypiques et fonctionnelles révelent que la majorité des TAM sont
en réalité de type M2, concordant avec la valeur pronostique péjorative qui leur est
actuellement le plus souvent conférée®. La plupart des études identifiant et dénombrant les
TAM reposaient initialement sur un immunomarquage CD68, marqueur pan-macrophagique.
CD204 et CD163 sont plus caractéristiques des macrophages de type M2 et sont devenus les
marqueurs de référence pour les identifier®®. CD163 est un récepteur « scavenger » de
I’'hémoglobine, qui a également une fonction proangiogénique, immunosuppressive et de
régulation de la réponse inflammatoire, avec in fine un effet protumoral. Dans les
mélanomes, les TAM de type M2 ont été associés a un mauvais pronostic a tous les stades
évolutifs (primitif, évolution locorégionale et métastatique a distance)’®’3. Par ailleurs,
Mansfield et coll. ont suggéré leur role dans la constitution d’'une niche pré-métastatique, en
montrant la présence d’un gradient de TAM dans les ganglions de drainage des mélanomes
primitifs : gradient décroissant allant des ganglions métastatiques aux ganglions sentinelles
et enfin aux ganglions non sentinelles non envahis’. A 'inverse, les macrophages CD168+
des sinus ganglionnaires, physiologiquement présents en faible abondance, auraient un réle
positif de défense antitumorale’>. Dans les mélanomes, leur présence dans les ganglions
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envahis locorégionaux est en effet associée a une densité élevée de T CD8 et a une survie
globale augmentée’®. Ils seraient par ailleurs stimulés par I'IFN alpha’>,

Les macrophages de type M2 seraient impliqués dans le processus métastatique par
différents mécanismes :

-Création d’un environnement cytokinique protumoral constituant une niche
prémétastatique’®’8, contenant en abondance : TNF alpha, TGF béta et VEGF ; ces deux
dernieres cytokines peuvent également étre produites par les cellules tumorales, générant
un cercle vicieux.

-Stimulation directe de la croissance tumorale : via la production de TGF béta, et indirecte :
via la sécrétion de facteurs proangiogéniques et immunosupresseurs (VEGF, IL10, IDO,
PGE?2...) favorisant la néo-angiogenése et I'induction de lymphocytes T régulateurs’®®0. Les
macrophages de type M2 peuvent également inhiber les lymphocytes T CD8 cytotoxiques
par divers mécanismes dont I'expression de checkpoints immunologiques tels que PD-L1 et
PD-L28182, Dans certains cancers comme les cancers colorectaux avec instabilité
microsatellitaire, la « source » principale de PD-L1 est d’ailleurs d’origine macrophagique®?.

-lls seraient également peut-étre directement impliqués dans la dissémination métastatique
lors de phénoménes de fusions cellulaires entre macrophages et cellules tumorales de
mélanome84. Cette théorie alternative a celle la transition épithélio-mésenchymateuse
décrite dans les carcinomes, a été évoquée devant la présence de cellules tumorales
présentant des marqueurs membranaires macrophagiques au niveau du front d’invasion
tumoral et dans le sang périphérique de patients atteints de mélanomes®*. Elle est
cependant controversée, I'autre hypothese étant celle d’'une plasticité phénotypique, avec
sélection, comme cela a pu étre observé sous pression de sélection thérapeutique en cas de
résistances, de cellules de mélanome exprimant des marqueurs membranaires
macrophagiques les protégeant de la lyse macrophagique, délivrant un signal « do not eat
me » décrit par C. Mills®.

La déplétion des macrophages M2 a déja fait I'objet d’études préliminaires dans le
mélanome, avec le clodronate liposomal, montrant un effet antitumoral en lien avec une
modulation de I'angiogenése et une diminution des taux sériques d’IL10 et de TNF alpha®®.
Les macrophages de type M2 sont actuellement « ciblables» par des molécules plus
abouties : inhibiteurs du récepteur CSF1R (anticorps monoclonal ou inhibiteurs du domaine
kinase) qui vont prochainement faire I'objet d’essais cliniques en combinaison avec les
inhibiteurs de checkpoints®”:28,

Enfin, dans un essai de phase I/1l, Weber et coll. rapportent qu’une augmentation du taux de
MDSC (« Myeloid Derived Suppressor Cells, qui constituent un autre type de cellules
myéloides suppressives, moins différenciées que les macrophages de type M2), serait
associée a une survie diminuée chez les patients ayant un mélanome métastatique traité par
Nivolumab en 2¢™¢ ligne aprés Ipilimumab®.
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I.A.2.1.8 Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques matures jouent un role central dans la réponse immunitaire
antitumorale, en tant que cellules présentatrices de I'antigéne® et cellules sécrétrices d’IL2
favorisant I'activité cytotoxique antitumorale des lymphocytes T CD8 cytotoxiques et des
cellules NK°°. Une altération phénotypique et fonctionnelle des cellules dendritiques a été
décrite dans le mélanome, notamment dans les ganglions sentinelles, ou leur nombre est
augmenté, mais les cellules dendritiques plasmacytoides s’y trouvant sont déficientes
notamment par perte de I’expression des molécules de costimulation CD80 et CD86°.

1.A.2.2. Les checkpoints immunologiques
l.LA.2.2.1 ROle des molécules de costimulation et coinhibition dans I'activation

lymphocytaire

La réponse immunitaire adaptative est initiée lors de la reconnaissance de I'antigéne par les
lymphocytes T via leur récepteur TCR (T Cell Recepteur), ce qui constitue le signal 1.
L'antigéne est exposé par les Cellules Présentatrices de I’Antigéne (CPA) via une molécule du
Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) entrainant I'activation, la différenciation et
I’expansion clonale du lymphocyte T. Cette communication entre CPA (ou cellule tumorale)
et lymphocyte T est modulée par des co-signaux activateurs ou inhibiteurs (encore appelés
rétrocontréles inhibiteurs) transduits en aval de récepteurs activés par des ligands
membranaires ou solubles et représentent ce que I'on appelle les synapses ou checkpoints
immunologiques (signal 2)°2. Ces ligands/récepteurs font partie des superfamilles des
immunoglobulines et des récepteurs du Tumor Necrosis Factor (TNF)®2. L’expansion du
lymphocyte T aboutira notamment a la production de cytokines, l'interleukine 2 (IL2) en
particulier (signal 3).

Les molécules de costimulation/coinhibition ou checkpoints immunologiques sont un
ensemble de récepteurs et ligands dont le role est de moduler I'activation et d’orienter les
réponses des lymphocytes T effecteurs (Figure 5).
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Figure 5. Fonctions des molécules de costimulation sur I’activation cellulaire T. A. L’absence ou le nombre
insuffisant de molécules de costimulation exprimés par les cellules présentatrices de I'antigene (CPA) a I’état de
repos empéche toute activation lymphocytaire (anergie). B. Les pathogenes et cytokines issues de I'activité de
I'immunité innée stimulent I'expression par les CPA, de molécules de costimulation dont les molécules B7. Les
CPA sont alors capables d’activer les lymphocytes T naifs. Abbas et coll. Cellular immunology Eighth edition.

Les mieux définies pour les lymphocytes T sont deux protéines apparentées : B7.1 (CD80) et
B7.2 (CD86)**101 elles sont reconnues par le récepteur CD28 exprimé par tous les
lymphocytes T. Les signaux provenant de la liaison du CD28 aux protéines B7 agissent
conjointement aux signaux générés par la reconnaissance du complexe CMH-Ag/TCR et sont
nécessaires pour initier les réponses des lymphocytes T naifs. En I'absence d’interaction
entre CD28 et B7, 'engagement CMH-Ag/TCR isolément conduit a une absence de réponse
des lymphocytes (anergie).

L’homéostasie immunitaire dépend de l'intégration de ces multiples signaux co-activateurs
et co-inhibiteurs, dans un fonctionnement comparable aux mécanismes d’activation ou
d’inhibition des neurones du systeme nerveux central. Chaque étape constitutive de
'immunité T cellulaire médiée par le trio TCR - Antigéne — molécule du CMH (sélection
clonale de cellules spécifiques de l'antigene, activation, prolifération dans les organes
lymphoides secondaires, acheminement aux sites antigéniques et inflammatoires, exécution
de fonctions effectrices directes ou auxiliaires, via la sécrétion de cytokines et I'expression
de ligands membranaires) est régulée en permanence, permettant la mise en place de
réponses immunitaires efficaces en présence de pathogenes reconnus comme non-soi ou soi
transformé, tout en maintenant une tolérance du soi. Il y a une tolérance centrale, prohibant
trés précocement les réponses immunitaires dirigées contre le soi, lors de leur mise en place
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dans les organes lymphoides secondaires tels que les ganglions ; et une tolérance
périphérique, empéchant une hyperactivation immune inappropriée en intensité et/ou en
durée dont I’hyperinflammation associée pourrait endommager les tissus sains avoisinants.

L'expression des checkpoints est dérégulée dans les cancers, constituant un mode de
résistance a lI'immunité de I'hdte!??, Ce phénomeéne, particulierement étudié pour
I’hyperexpression de PD-L1, est nommé « résistance immune » et se subdivise en
« résistance immune adaptative » et « résistance immune innée », selon le mécanisme
entrainant la surexpression du checkpoint quand elle est présente.

Ainsi, les tumeurs détournent les régulateurs négatifs physiologiques de la réponse
immunitaire pour échapper au systeme immunitaire de I'héte, lors de phénomenes qui
participent a I'immuno-échappement, derniere phase de I'immunoediting.

.LA.2.2.2 CTLA4

L'un des premiers checkpoints décrits est CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-Associated
antigen-4), régulateur négatif de I’activation lymphocytaire dont le réle physiologique est de
maintenir la tolérance centrale, en inhibant les clones T auto-réactifs, et les clones T inutiles
a I'éventuelle réponse immunitaire en cours. CTLA-4 est impliqué dans la « gestion du
répertoire des clones T » lors de la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique
adaptative dans les organes lymphoides secondaires!®. CTLA-4 régule I"amplitude de la
réponse T lors des phases d’activation précoces de la cellule T. Il est également impliqué
dans l'activation des lymphocytes T régulateurs, qui expriment CTLA-4 de fagon constitutive.
CTLA-4 a donc a la fois, un effet inhibiteur des lymphocytes T effecteurs (CD8 cytotoxiques et
CD4 helper) et un effet activateur des lymphocytes T régulateurs.

CTLA-4 est une molécule appartenant a la superfamille des immunoglobulines'®41%5, Son réle
dans la régulation négative de l'activation lymphocytaire a été démontré par I'utilisation
d’anticorps monoclonaux et I'’étude des souris déficientes en CTLA-4. Ces derniéres décedent
rapidement maladies auto-immunes séveres secondaires a la prolifération massive et
I'infiltration multi-organique de lymphocytes T autoréactifs'06197,

L'expression du CTLA-4 est inductible sur les lymphocytes T CD4 ou CD8 naifs n’ayant pas
encore rencontré l'antigéne, lors des phases d’activation précoces de « priming
lymphocytaire » dans les organes lymphoides secondaires. L'expression de CTLA4 est induite
apres la phase d’activation initiale, et vient réguler I'effet activateur de CD28 en se liant de
facon compétitive avec les ligands activateurs de ce dernier, avec une affinité plus forte,
délogeant CD28.

L’expression du CTLA-4 est constitutive sur les lymphocytes T régulateurs, CTLA-4 étant un
géne cible du facteur de transcription FoxP31%8,

Le CTLA-4, lie via son domaine extracellulaire, les protéines B7 (CD80 ou B7-1 et CD86 ou B7-
2), avec une plus forte affinité que le CD28%%2110 De maniére a respecter un rdle de
régulateur négatif permettant un rétro-contréle de I'activation lymphocytaire, I’expression
du CTLA-4 n’est pas constante, et ne survient chez les lymphocytes T effecteurs qu’aprées leur
activation, alors que sur les lymphocytes T régulateurs il est exprimé de facon
constitutionnelle!0”.111,
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Les mécanismes précis par lesquels le CTLA-4 exerce son activité inhibitrice sont toujours
discutés. Deux mécanismes sont évoqués :

- Une activité inhibitrice directe sur les T effecteurs (cellulaire intrinseque -cis)
- et indirecte via les T régulateurs et les cellules présentatrices d’antigenes (cellulaire
extrinséque-trans)?2,

Les inhibiteurs de CTLA-4 induiraient I'activation des lymphocytes T effecteurs via deux
mécanismes : d’une part en inhibant I'effet immunosuppresseur direct de CTLA-4 a la
surface des lymphocytes T effecteurs, d’autre part en inhibant les lymphocytes T régulateurs
qui I'expriment de facon constitutive.

[.A.2.2.3 PD-1 et ses ligands, PD-L1 et PDL2
La voie du Programmed cell Death protein 1 (PD-1 ou CD279) est un autre rétrocontréle
négatif qui a la particularité d’agir au niveau des tissus périphériques et donc du micro-
environnement tumoral''31% Alors que CTLA-4 régule le priming du lymphocyte T, PD-1 agit
au niveau de l'activation d’un lymphocyte T précédemment primé, lors de sa phase
effectrice aprés reconnaissance de [I'antigéne dont il est spécifique. L'effet est
complémentaire de CTLA-4117-118,
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Figure 6. Deux sites d’action distincts pour CTLA-4 et PD-1.

A. Apres apprétement des antigénes tumoraux (TAA), les cellules de Langerhans et autres cellules
présentatrices de I’antigene migrent vers les ganglions lymphatiques jusqu’au premier ganglion de la zone de
drainage (ganglion sentinelle) afin de présenter les TAA aux lymphocytes T naifs. B. Lorsqu’un TAA est présenté
a une cellule T correspondante, I'activation compléte de ce dernier nécessite un premier signal médié par le
TCR et un deuxiéme signal dit de costimulation via 'interaction CD28-CD 80/86 (B7). L’activation peut étre
interrompue lorsqu’un troisiéme signal médié par I'interaction entre le CTLA-4 et CD 80/86 (B7) est mis en jeu,
ce phénomeéne survenant 24-48 heures apres amorcgage des lymphocytes T. C. En cas d’activation compleéte, le
lymphocyte va alors proliférer et acquérir un phénotype mémoire et différentes molécules d’adhésion lui
permettant de rejoindre le site tumoral oU il va étre en mesure de se réactiver a la suite d’'une nouvelle
présentation des mémes TAA. Lorsque la cellule T mémoire est recrutée sur le site tumoral et activée lors d’'une
nouvelle présentation des TAA, I'activation peut étre perturbée par la liaison du PD-1 avec son ligand PD-L1
exprimé par la cellule tumorale de facon constitutionnelle ou dans un contexte d’inflammation.

HEV : high endothelial venule, TAA : tumor-associated antigens. Adapté de Ott et al: CTLA-4 and PD-1/PD-L1
Blockade: New Immunotherapeutic Modalities with Durable Clinical Benefit in Melanoma Patients. Clin Cancer
Res 2013.
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Tout comme CTLA-4, PD-1 est exprimé par les lymphocytes T effecteurs activés CD8 positifs
et CD4 positifs, ainsi que par les lymphocytes T régulateurs, mais il est également exprimé au
niveau des cellules NK, des cellules dendritiques, des lymphocytes B et des monocytes!®.

PD-1 un récepteur membranaire de la superfamille des immunoglobulines. Le récepteur PD-
1 posséde deux ligands, le PD-L1 (ou B7-H1 ou CD274) et le PD-L2 (ou B7-DC ou CD273). Ces
ligands, en particulier PD-L1, sont exprimés sur une grande variété de cellules, en particulier
sur des cellules hématopoiétiques de la lignée myéloide, et non hématopoéitiques comme
les cellules endothéliales et épithéliales (e.g. il6ts pancréatiques, neurones,
astrocytes...)12%121 ou I'expression de PD-L1 est induite en présence de cytokines pro-
inflammatoires, essentiellement de type Thi, en particulier I'interféron gamma?9121,

En physiologie, I'expression de PD-L1 est inductible par I’ « inflammation » dans un grand
nombre de tissus et de types cellulaires, en réaction a une réponse immunitaire de type Th1,
notamment suite a la production d’interféron gamma et/ou en aval de la transduction du
signal du TCR apres I'activation des lymphocytes T effecteurs dans les tissus périphériques,
pour maintenir la tolérance immunologique périphérique!??. Elle constitue un rétrocontrdle
négatif de la réponse immunitaire normale, pour y mettre fin, une fois que la clairance
antigénique a eu lieu, afin d’éviter une inflammation persistante inappropriée dommageable
pour les tissus sains. Elle permet également la modulation précise (« fine tuning ») de la
réponse immunitaire!?3,

Alinverse, le ligand PD-L2, qui a une affinité de liaison nettement supérieure a PD-L1 pour le
récepteur PD-1'?4, a en revanche une expression beaucoup plus restreinte que PD-LI,
essentiellement représentée par une expression macrophagique et par les cellules
dendritiques'?®®, en réponse a un pattern différent de cytokines pro-inflammatoires,
préférentiellement de type Th2, telles que I'IL41261%7,

La liaison de PD-1 a I'un de ses deux ligands, PD-L1 ou PD-L2, entraine I'arrét du signal de
transduction en aval du TCR et empéche I'activation du lymphocyte T ; il limiterait également
la durée des contacts intercellulaires entre cellule T et cellule présentatrice de I'antigéne ou
entre cellule T et cellule tumorale cible?®. Au niveau des lymphocytes T régulateurs en
revanche, la liaison de PD-1 a un de ses ligands, entrainerait au contraire la prolifération
lymphocytaire!?.

Le domaine cytoplasmique de PD-1 contient un motif ITIM (Immunorecepteur Tyrosine
based Inhibition Motif) et un motif ITSM (Immunoreceptor Tyrosine based Switch Motif). Ces
deux motifs sont phosphorylés apres l'interaction de PD-1 avec ses ligands. Une fois
phosphorylés, le motif ITSM recrute SHP2 et SHP1. PD-1, localisé a proximité du TCR, induit
ainsi la déphosphorylation de CD3{, ZAP70, et de PKCB, inhibant ainsi la voie de signalisation
proximale du TCR. PD-1 est aussi capable d’inhiber RAS/ERK par un mécanisme SHP2-
indépendant. La modulation de ces voies de signalisations limite I'activation et I’expansion
des lymphocytes T130-132,

Contrairement aux souris Knock-Out pour CTLA4 qui meurent en 3 a 4 semaines d’'une
hyperactivation immunitaire, le phénotype des souris KO pour PD-1, PD-L1 et PD-L2 est
viable, mais selon leur background génétique, ces souris souffrent de maladies auto-
immunes variées : cardiomyopathie dilatée, syndrome lupique avec arthrite et néphrite,
diabéte 114115133 | e blocage de PD-1 entraine une augmentation de [Iactivité des
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lymphocytes T, mais aussi des lymphocytes NK, et entraine également une augmentation de
la production d’anticorps par la lignée B102,

PD-1 est fréquemment exprimé par les lymphocytes infiltrant les tumeurs, dans de
nombreux cancers'34, notamment par les lymphocytes T CD8, ol la surexpression de PD-1
traduit le plus souvent un état anergique ou « épuisé » (« exhausted »). Les lymphocytes PD-
1 positifs produisent notamment moins de cytokines que les lymphocytes PD-1 négatifs2.
Parmi les cellules CD4 positives, la surexpression de PD-1 identifie en général des
lymphocytes T régulateurs??,

D’autres fonctions de I'axe PD-1/PD-L1 ont été décrites dans les cancers, comme I'induction
de I'apoptose’®, premiére fonction mise en évidence, qui s’est par la suite avérée mineure
comparée a l'induction de I’ « exhaustion » lymphocytaire. Des phénoménes de compétition
métabolique ont également été décrits avec ce checkpoint, permettant de « donner
I’'avantage » aux cellules tumorales en cycle par rapport aux lymphocytes « épuisés » moins
avides3®137  Enfin, des fonctions pro-tumorales directes de PD-L1, indépendantes d’un
éventuel effet immunosuppresseur, ont également été décrites!,

Dans les cancers, les ligands de PD-1 peuvent étre surexprimés par les cellules tumorales
elles-mémes, notamment dans les mélanomes, les cancers ovariens et les cancers
bronchiques ou ils ont initialement été décrits'34, en réalité cette liste ne fait que s’étendre...
mais également par les cellules du microenvironnement tumoral notamment les cellules de
la lignée myéloide!3%-141,

Le réle physiologique de la voie PD-1, de régulation des réponses effectrices dans les tissus
périphériques, est détourné dans les cancers, ol la surexpression de PD-L1 rend tolérogénes
les lymphocytes T spécifiques des antigenes tumoraux dans le microenvironnement
tumoral®.

L'expression de PD-L1 peut schématiquement étre (dé-)régulée de deux facons dans les
cancers'#?;

- expression inductible de PD-L1 dans un contexte cytokinique Thl attestant d’une
réponse immunitaire préalable (expression essentiellement induite par I'interféron
gamma, via le facteur de transcription NF-kB) : cette boucle de rétrocontrdle
physiologique régulant I'amplitude et la durée des réponses immunitaires normales,
est détournée et amplifiée de facon inappropriée en contexte tumoral de stimulation
antigénique persistante. Cette situation est nommeée « résistance immune adaptative
».

- expression constitutive de PD-L1 au sein de voies d’activation oncogéniques :
indépendamment d’une éventuelle réponse immunitaire antitumorale. Cette
situation est nommée « résistance immune innée ».

L’expression constitutive « d’origine oncogénique » de PD-L1 a pour la premiere fois été
décrite dans le cadre d’une hyperactivation de la voie PI3K-AKT, notamment en cas de
délétion ou d’absence d’expression de PTEN dans les glioblastomes'#3, dans le cadre d’une
activation constitutive de la tyrosine kinase oncogénique ALK dans certains lymphomes et
cancers bronchiques, via une voie de signalisation médiée par STAT3 notamment44-146,

28



Dans les mélanomes, de multiples publications suggerent un lien entre I'activation ou
I'inhibition de la voie des MAP kinases et I'expression de PD-L1'*’, notamment chez les
patients traités par inhibiteurs de la voie des MAP kinase de type anti-BRAF et/ou anti-
MEK8149 sans que la nature exacte de cette relation n’ait cependant pu étre mise en
évidence. La diminution du taux de résistances aux anti-BRAF lors de I'adjonction d’un anti-
MEK passerait, non seulement par I'inhibition de la réactivation de la voie des MAP kinases,
mais aussi par la diminution de I’expression de PD-L1 médiée par les facteurs de
transcription c-Jun et STAT3™C, |l n’est cependant pas démontré de corrélation entre le
statut mutationnel BRAF et le profil d’expression de PD-L1%°2,

Environ 40% des mélanomes surexpriment PD-L1 (avec un seuil fixé a 5% des cellules
tumorales)#2152158 Dans |a grande majorité des cas, I'expression de PD-L1 est associée a la
présence conjointe d’un infiltrat lymphocytaire T, témoignant donc d’une « résistance
immune adaptative »156:157,

Il existe une grande variabilité inter- et intra-patient, de |’expression de PD-L1 selon
I’évolution spatio-temporelle de la maladie, et au sein de la maladie métastatique, selon le
site métastatique®®®°8, La variabilité du statut PD-L1 au cours du suivi longitudinal de
I’expression tumorale de PD-L1 concerne 50% des 72 patients analysés par Madore et coll.?>®
De plus, I'analyse longitudinale de I'expression de PD-L1 par patient, permet de définir le
statut PD-L1 d’un patient donné en plus du statut PD-L1 d’un échantillon donné*>%. Madore
et coll. observent ainsi que 72% des patients sont PD-L1 positifs, si I’'on considére qu’ils ont
été au moins une fois positifst>8. Ils rapportent en revanche, contrairement a Taube et coll,
une meilleure corrélation du profil de réponse aux anti-PD-1 avec le statut PD-L1 du dernier
échantillon prélevé avant initiation du traitement™®. Il y a également des observations
contradictoires concernant le profil d’expression de PD-L1 selon le site métastatique, une
moindre expression de PD-L1 étant rapportée par Kluger et coll. dans les métastases
cérébrales et cutanées de mélanome!>*, et 3 l'inverse de Madore et coll, qui décrivent au
contraire une expression plus importante de PD-L1 dans ces mémes localisations, en
comparaison avec les localisations viscérales!>8, tout comme Berghoff et coll. qui décrivent
également une forte expression de PD-L1 dans les métastases cérébrales de mélanomes®>.

La valeur pronostique de I'expression de PD-L1 est tres variable en fonction des tumeurs,
mais la majorité des études rapportent la tendance a un meilleur pronostic dans les
mélanomes surexprimant PD-L1142154158,160 Ceg études sont celles qui décrivent la présence
conjointe d’un infiltrat T important!421°4158160  Massi et coll. ont au contraire décrit un
moins bon pronostic dans les mélanomes surexprimant PD-L1, mais dans cette série, la
surexpression de PD-L1 n’était pas forcément associée a un infiltrat lymphocytaire T3,

Les premieres études descriptives de I'expression de PD-L1 au cours de I'évolution naturelle
du mélanome tendaient a montrer, avec une disparité entre les descriptions effectuées sur
de faibles effectifs, une tendance a I'augmentation progressive de I'expression tumorale de
PD-L1 et/ou lymphocytaire de PD-1, entre le primitif cutané et la métastase ganglionnaire
loco-régionale, en passant par les métastases en transit'%161, Des études ultérieures a plus
large échelle, et décrivant I'évolution longitudinale de I'expression de PD-L1 pour chaque
patient, ne retrouvent aucune tendance évolutive stéréotypée de I’expression de PD-L1 au
cours de I'évolution naturelle, ou sous traitement, du mélanome, ne retenant que la grande
variabilité inter- et intra-individuelle de I’expression de PD-L11°6:158,
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I.A.2.2.4 Une multitude d’autres checkpoints immunologiques
L’exhaustion lymphocytaire traduit un état de différenciation lymphocytaire alternatif a la
différenciation en lymphocytes mémoires, qui survient en situation d’inflammation
chronique et d’exposition antigénique persistante?’. Dans cette situation, les lymphocytes
s’ « épuisent » progressivement, perdant leurs fonctions effectrices, sans pour autant
acquérir les fonctions lymphocytaires mémoires?’.

Cet « épuisement » progressif n’est pas le fait d’'un seul checkpoint immunologique
inhibiteur, mais de la co-expression de multiples checkpoints (figure 7), associée a plusieurs
autres  phénomenesincluant  reprogrammation  transcriptionnelle,  épigénétique,
métabolique?”162,

Figure 7. Les checkpoints immunologiques : molécules costimulatrices ou coinhibitrices régulant les
interactions entre les cellules T, les cellules présentatrices d’antigene et les macrophages.

Ott et al CTLA-4 and PD-1/PD-L1 Blockade: New Immunotherapeutic Modalities with Durable Clinical Benefit in
melanoma patients. Clin Cancer Res 2013.
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De multiples checkpoints immunologiques (TIM3, LAG3, TIGIT, Ox40..) sont donc
actuellement ciblés dans des stratégies d'immunothérapie en cours de développement plus
ou moins avancé, notamment dans |'objectif de réaliser des combinaisons thérapeutiques
synergiques avec les inhibiteurs de PD-1163164,

Il faut cependant garder en mémoire que lI'expression des checkpoints immunologiques
n’est pas seulement liée a une exhaustion pathologique des lymphocytes T, et qu’elle peut
également refléter différents états physiologiques de différenciation et d’activation
lymphocytaire, avec dans chaque situation, un profil de co-expression plus ou moins
caractéristique, selon le type de checkpoints co-exprimés et de leurs niveaux d’expression
respectifst®>(figure 8).

Figure 8. Le niveau d’expression des récepteurs inhibiteurs (« iR » pour « inhibitory Receptors » ou checkpoints
inhibiteurs) atteint un pic lors de la phase effectrice de la réponse immunitaire, puis varie ensuite en fonction
de la résolution ou la chronicité de la réponse immunitaire. D’apres Fuertes Marraco et coll. Inhibitory
receptors beyond T cell exhaustion. Frontiers in immunology 2015.

Une meilleure compréhension de la régulation physiologique de ces multiples checkpoints
au cours de la réponse immunitaire normale, ainsi que de leur dérégulation pathologique
dans les cancers, semble donc importante pour mieux prédire et contourner les
phénoménes de résistances aux inhibiteurs de PD-1166,
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|.B L'immunothérapie du mélanome
L'immunothérapie des cancers, définie comme l'utilisation des réponses immunitaires de
I’h6te pour lutter contre les tumeurs, a été introduite a la fin du XIXéme siecle par William B.
Coley'®’, qui aprés avoir constaté plusieurs cas de régression tumorale spontanée chez des
patients ayant développé un érysipéle, tenta d’injecter une culture bactérienne
(Streptococcus pyogenes et Serratia marcescens) dans les tumeurs de plusieurs patients
avec des résultats sporadiques trés peu reproductibles.

I.B.1 Les inhibiteurs des checkpoints immunologiques

L'immunothérapie antitumorale est actuellement a I'origine d’'une modification profonde
des concepts thérapeutiques en oncologie suite a I'arrivée des inhibiteurs de checkpoints («
breakthrough of the year » 2013 du journal « Science »*¢9 Contrairement aux anciennes
immunothérapies de type cytokiniques ou de type immunostimulants bactériens, qui visent
a activer les réponses immunitaires endogenes de I’hote, les nouvelles immunothérapies de
type inhibiteurs de checkpoints ont pour objectif de lever les freins au systéme immunitaire
mis en place par la tumeur en réponse a la pression de sélection immunitaire du micro-
environnement. Le mélanome métastatique a permis de faire chez I’homme la preuve de
concept thérapeutique des inhibiteurs de checkpoint’%'7!, Le nombre de molécules et les
indications des inhibiteurs de checkpoints sont en train de s’étendre a une vitesse
exponentielle, y compris a des tumeurs réputées jusqu’a récemment non immunogéenes (tels
que les carcinomes bronchiques par exemple).

Le profil des effets indésirables et le rapport bénéfice / risque de ces molécules impose
cependant une identification des sous-populations de patients susceptibles d’étre
répondeurs, au moyens de facteurs prédictifs de plus en plus complexes, dans un souci de
précision et de médecine personnalisée.

D’abord sont apparus les inhibiteurs de CTLA4, premiére molécule a démontrer un bénéfice
en survie globale'’?173, puis sont apparus les inhibiteurs de PD-1 / PDL-1, qui ont des taux de
réponses supérieurs aux inhibiteurs de CTLA4, avec toujours un profil de réponses
prolongées se traduisant par un gain en survie globale’®, opérant un réel changement de
paradigme dans les traitements du mélanome. Leur indication est validée au stade
métastatique ; des essais cliniques sont en cours aux stades précoces.

Des défis majeurs restent cependant a relever, les prochains étant la mise au point de
biomarqueurs prédictifs de réponse, et le développement de combinaisons thérapeutiques
ayant un rapport bénéfice/risque acceptable, le deuxiéme point dépendant en partie du
premier. En effet I'essai clinique de phase Ill comparant I'association Nivolumab-Ipilimumab
versus le Nivolumab seul, montre que la bithérapie permet d’augmenter le taux de réponses,
y compris des mélanomes moins souvent répondeurs aux anti- PD-1 en monothérapie (avec
une expression tumorale de PD-L1 < 5% des cellules tumorales), mais au prix d’une toxicité
non négligeable (prés de 60% d’effets secondaires de grade 3-4) (73).

I.B.1.1 Inhibiteurs de CTLA4
L'lpilimumab a été la premiere immunothérapie a démontrer une amélioration en termes de
survie globale des patients atteints de mélanome avancé'’2173,

Il a été évalué dans une étude randomisée en double aveugle conduit par Hodi et al'’? chez
676 patients porteurs d’un mélanome métastatiqgue ou avancé non résécable et ayant déja
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recu un traitement systémique. 3 groupes ont été comparés : Ipilimumab 3 mg/kg/jour plus
placebo (IPI+PCB), Ipilimumab plus vaccin peptidique gp100 (IPI+gp100) ou gpl00 plus
placebo (IPI+PCB). La médiane de survie globale était significativement supérieure dans les
groupes IPI+PCB et IPI+gp100 en comparaison avec le groupe gp100+PCB (11, 2 et 10.12
mois contre 6,4, P < 0.001). Les taux de survie globale a un an et a deux ans étaient
respectivement de 45.6 % et 23,5 % pour IPI+PCB contre 25,3 et 13.7 % pour gp100+PCB et
de 43,6 % et 21.6 % pour IPI+gp100.

Robert et al'’® ont publié un second essai clinique de phase Il chez 502 patients non traités.
La survie globale était significativement augmentée avec [I'lpilimumab (10 mg/kg/3
semaines, 4 injections) en association avec la dacarbazine en comparaison avec la
dacarbazine plus placebo (11,2 mois contre 9,1 mois). La survie globale a 1, 2 et 3 ans était
également significativement augmentée chez les patients ayant recu le traitement par
I'lpilimumab et dacarbazine ; 47,3, 28,5 et 20,8 % respectivement contre 36,3, 17,9 et 12,2 %
pour le groupe placebo et dacarbazine (p < 0.001).

Outre une efficacité préalablement jamais observée pour le traitement du mélanome
avancé, ces 2 essais prouvaient en thérapeutique humaine la réalité du concept
d’'immunothérapie des cancers par inhibition des checkpoints immunologiques.

L’agence européenne du médicament (EMA) a accordé en 2011 une autorisation de mise sur
le marché a I'lpilimumab pour le traitement du mélanome métastatique (avancé) stade llI
non résécable ou stade IV a la dose de 3 mg/kg toutes les 3 semaines pour un total de 4
dosest’4,

1.B.1.2 Inhibiteurs de PD-1
1.B.1.2.1 Indications et AMM en monothérapie
Le nivolumab’>17¢ et le pembrolizumab'”’ sont deux anticorps monoclonaux 1gG4 dirigés
contre PD-1. lls ont démontré leur supériorité par rapport a I'lpilimumab en termes de taux
de réponses, survie sans progression et survie globale dans 3 essais de phases Ill. lls sont
donc désormais privilégiés en premiére intention depuis leur obtention d’AMM en 2015
dans le traitement en premiére ligne des mélanomes non résécables ou métastatiques non
mutés BRAF, et en 2°™¢ ligne et plus, aprés traitement préalable par inhibiteur de BRAF dans
les mélanomes mutés BRAF V600.

Le Nivolumab a été comparé a la Dacarbazine dans une étude de phase lll controlée
randomisée conduite par C. Robert chez 418 patients porteurs de mélanomes avancés non
mutés BRAF en premiére lignel”>. Il y avait 2 bras de randomisation : Nivolumab 2 mg/kg
toutes les 2 semaines et Dacarbazine 1000 mg/m2 toutes les 3 semaines. La médiane de
survie sans progression était significativement supérieure dans le bras Nivolumab, a 5.1 mois
contre 2.2 mois dans le bras Dacarbazine. Le taux de survie a 1 an était significativement
supérieur dans le bras Nivolumab, a 72.9% contre 42.1% dans le bras Dacarbazine. Les taux
de réponses étaient de 40% dans le bras Nivolumab versus 13.9% dans le bras Dacarbazine.

Le Nivolumab a été comparé a de la chimiothérapie selon le choix de linvestigateur
(dacarbazine 1000 mg/m2 toutes les 3 semaines ou carboplatine AUC6 + paclitaxel 175
mg/m2 toutes les 3 semaines), dans une étude de phase Ill menée par J. Weber chez 405
patients porteurs de mélanomes métastatiques en seconde ligne thérapeutique apres échec
de I'lpilimumab?’®. 405 patients ont été randomisés dans 2 bras de traitement et ont été
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stratifiés en fonction du statut mutationnel BRAF et de I’expression de PD-L1 avec un seuil
de positivité a 5% des cellules tumorales. La médiane de survie sans progression dans les
bras Nivolumab était de 4.7 mois contre 4.2 mois dans le bras chimiothérapie. Le taux de
réponse de 31.7% dans le bras Nivolumab versus 10.6% dans le bras chimiothérapie. Il n’y
avait pas de différence significative du taux de réponses entre les sous-groupes prédéfinis en
fonction du statut mutationnel BRAF. Il y avait une différence significative entre les sous-
groupes prédéfinis en fonction du statut PD-L1: 22% de réponses dans le groupe PD-L1
positif versus 5% dans le sous-groupe PD-L1 négatif.

Le Pembrolizumab a été comparé a I'lpilimumab dans une étude de phase Ill conduite par C.
Robert chez 834 patients porteurs de mélanomes avancés en premiere lignel’’. Il y a avait
trois bras de randomisation : Pembrolizumab 10 mg/kg toutes les 2 semaines,
Pembrolizumab 10 mg/kg toutes les 3 semaines, et Ipilimumab 3 mg/kg toutes les 3
semaines quatre fois. La médiane de survie sans progression dans les bras Pembrolizumab
était respectivement de 5.5 et 4.1 mois contre 2.8 mois dans le bras Ipilimumab. Les taux de
survie a 1 an étaient de 68.4% et 74.1% dans les bras Pembrolizumab contre 58.2% dans le
bras Ipilimumab. Les taux de réponses étaient de 32.9% et 33.7% dans les bras
Pembrolizumab contre 11.9% dans le bras Ipilimumab. Le bénéfice en termes de taux de
réponses et de survie était retrouvé dans tous les sous-groupes définis selon le statut PD-L1
(avec un seuil de positivité fixé a 1% des cellules tumorales). Les résultats de I'analyse finale
de I'étude Keynote 006 ont été présentés a I’ASCO 2016, apres un suivi médian de 23 mois.
L’efficacité sur la survie globale et la survie sans progression a été confirmée avec un recul
de 2 ans, sans différence significative selon le dosage du Pembrolizumab et avec un net
plateau sur les courbes de survie. Les taux de réponse compléte restaient significativement
supérieurs dans le bras Pembrolizumab comparativement au bras Ipilimumab (37% et 36%
versus 13% pour Ipilimumab). Les effets indésirables les plus fréquents associés au
Pembrolizumab étaient les dysthyroidies; la colite restant préférentiellement associée a
I'lpilimumab.

Eu égard a ces résultats, les anti-PD-1 constituent actuellement lI'immunothérapie de
premiere ligne des mélanomes non résécables ou métastatiques. Cependant, malgré des
résultats encourageants, la majorité des patients reste non répondeuse, et nécessitera une
ligne thérapeutique ultérieure. La question se pose dés lors de savoir quelle est la séquence
de prescription optimale des différentes molécules de I'arsenal anti-mélanome. Les résultats
de I'essai de phase Il CheckMate 064 ont été publiés en juillet 201678, 120 patients étaient
randomisés dans 2 bras de traitement : Nivolumab monothérapie toutes les 2 semaines
pendant 12 semaines suivi d’lpilimumab toutes les 3 semaines pour 4 injections ou l'inverse
Ipilimumab suivi de Nivolumab. En termes de taux de réponse a la 25éme semaine,
I’administration de Nivolumab puis Ipilimumab semble plus efficace avec 41 % de réponse
contre 20 % en cas d’administration d’lpilimumab suivi de Nivolumab. Ce résultat est
cependant trop préliminaire pour permettre de déterminer une stratégie nette
d’échelonnement des inhibiteurs de checkpoints, le délai de 25 semaines correspondant au
délai médian de réponse a la seconde lighe engagée et ne permettant pas d’évaluer avec
efficacité la survie globale des patients, qui reste le critére le plus objectif de mesure de
I’efficacité d’un traitement anti-cancéreux.
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1.B.1.2.2 Indication et AMM en combinaison thérapeutique
L’association Nivolumab et Ipilimumab a été approuvée aux Etats-Unis en octobre 2015 et
vient tout récemment (juin 2016) d’étre autorisée en Europe.

L'association des anti-CTLA-4 et anti-PD-1 a fait I'objet de plusieurs études. L’essai
CheckMate 067'7° a comparé 3 bras de traitement : Nivolumab + Ipilimumab ou Nivolumab
versus Ipilimumab et a mis en évidence des médianes de survie respectives de 11,5 mois
versus 6,9 et 2,9 mois. Les taux de réponse étaient de 57,6%, 43,7% et 19 % respectivement.
Cette efficacité est cependant obtenue au prix d’une forte toxicité puisque la fréquence des
effets indésirables de grade 3 ou 4 était de 55 % dans el bras combinaison contre 27 % pour
I'lpilimumab seul, ce dernier étant significativement plus toxique que le Nivolumab seul.

L’actualisation a ’ASCO 2016, a confirmé I'efficacité en terme de survie sans progression,
avec, également dans cette étude, I'apparition d’un plateau'®. La différence est majeure
entre Ipilimumab + Nivolumab et Ipilimumab seul. La différence semble moins marquée
dans le bras Nivolumab en monothérapie. Le bénéfice en termes de survie sans progression
en comparaison avec le Nivolumab en monothérapie (objectif exploratoire, le bras
comparateur étant le bras Ipilimumab, I'étude n’est pas construite pour mettre en évidence
des différences entre Nivolumab et Ipilimumab + Nivolumab) semble préférentiellement
observé dans la population des patients n’exprimant pas PD-L1 (définie par un seuil de
positivité a 5%).

A noter toutefois que la bithérapie semble quand méme augmenter le taux de réponse
globale, y compris chez les patients PD-L1 positifs (chez les patients PD-L1 positifs : taux de
réponses de 20% dans le bras Ipilimumab, 57.5% dans le bras Pembrolizumab, et 72.1% dans
le bras bithérapie ; chez les patients PD-L1 négatifs : taux de réponses de 20% dans le bras
Ipilimumab, 41.3% dans le bras Pembrolizumab, et 54.8% dans le bras bithérapie). Il est donc
important d’attendre les données de survie globale pour préciser le bénéfice éventuel de la
bithérapie chez les patients PD-L1 positifs.

I.B.2 Biomarqueurs prédictifs de réponse aux inhibiteurs du checkpoint PD-1
1.B.2.1 Enjeux

1.B.2.1.1 Sélection des patients susceptibles de répondre
La sélection initiale est d’autant plus importante que la premiere évaluation de la réponse
est retardée (a trois mois) en raison du long délai d’action des immunothérapies en général
et des anti-PD-1 en particulier, et que la premiere évaluation tumorale peut-étre trompeuse
en raison des pseudo-progressions initialement observables!8!,

I.B.2.1.2 Escalade thérapeutique et aide au « design » des combinaisons

d’immunothérapies chez les patients peu susceptibles de répondre

Chez les patients peu susceptibles de répondre a une mono-immunothérapie et sans
alternative thérapeutique a I'immunothérapie, une prise de risque raisonnée d’exposition
plus importante a des effets indésirables séveres liés a I’hyperactivation immune est licite,
au moyen d’'immunothérapies combinées (entre elles et/ou association avec d’autres
modalités thérapeutiques anti-tumorales) en raison de la prédiction de non réponse a une
immunothérapie simple.
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1.B.2.1.3 Enjeux socioéconomigues
Les couts actuels des immunothérapies posent de fagon caricaturale les problemes
d’économie de la santé et d’acces aux soins.

I.B.2.2 Les biomarqueurs clinico-biologiques historiques de réponse aux
immunothérapies
lIs s’agit des marqueurs clinico-biologiques simples, essentiellement mis en évidence avec
I’expérience clinique acquise lors des traitements par IL-2, qui semblent globalement
s'appliquer aux inhibiteurs de PD-1 en monothérapie: faible masse tumorale, faible
cinétique d’évolutivité tumorale, absence ou faible nombre de métastases viscérales,
absence de localisation cérébrale, apparition d’un vitiligo sous immunothérapie'®?, faible
taux de LDH (reflétant masse tumorale et métabolisme tumoral anaérobie).

1.B.2.3 Les deux principaux biomarqueurs histologiques prédictifs de la réponse
aux anti-PD-1
L’expression tumorale de PD-L1 associée a un infiltrat lymphocytaire T CD8 positif au niveau
du front d’invasion tumoral constitue a I’heure actuelle le seul marqueur prédictif potentiel
de réponse aux anti-PD-(L)1, mais avec une valeur prédictive de la réponse trop insuffisante
pour autoriser son utilisation en pratique courante'83,

1.B.2.3.1 'expression de PD-L1
L’expression tumorale de PD-L1 semble étre a ce jour, quel que soit le type tumoral, et pour
le mélanome en particulier le meilleur facteur prédictif utilisable en routine pour prédire la
réponse aux anti-PD-1. Il est en particulier supérieur a I'expression lymphocytaire de PD-113
et a I'expression tumorale de PD-L2 ne semble pas apporter d’information complémentaire,
étant beaucoup moins fréquemment exprimé que PD-L1, et étant le cas échant co-exprimé
avec le PD-11%83,

Dans les premiers essais de phase | évaluant le Nivolumab'’9'’!, |es patients répondeurs
avaient tous une expression membranaire de PD-L1 par les cellules tumorales, et tous les
patients PD-L1 négatifs au niveau des cellules tumorales étaient non répondeurs, suggérant
gue I'on pourrait utiliser I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales comme marqueur
prédictif de réponse, en s’appuyant en particulier sur sa valeur prédictive négative qui
semblait maximale.

Les études qui suivirent révélérent en réalité une proportion non négligeable de patients
répondeurs parmi les cas PD-L1 négatifs, de 'ordre de 20% dans les mélanomes!®3184 (figure
9).
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Figure 9. Activité différentielle du Nivolumab, du Pembrolizumab et du MPDL3280A selon I’expression ou non
de PD-L1 par les cellules tumorales. Pourcentage de patients répondeurs selon le statut PD-L1 tumoral, le seuil
de positivité étant défini par la présence de 5% de cellules tumorales positives. D’aprés Carbognin et coll. PLoS
2015.

L’expression tumorale de PD-L1 reste donc un facteur prédictif tres imparfait, pour lequel de
nombreuses tentatives d’optimisation et d’harmonisation des marquages sont en cours, afin
de pouvoir batir des recommandations thérapeutiques reposant sur celui-ci. Il n'y a
notamment pas de consensus concernant le seuil de positivité défini par le pourcentage de
cellules tumorales PD-1 positives'®3, Dans le mélanome, les essais cliniques évaluant le
Nivolumab ont été batis sur un seuil de positivité a 5% des cellules tumorales
marquées’>'6, alors ce seuil était fixé a 1% de cellules tumorales marquées dans les
cliniques évaluant le Pembrolizumab'’’, 'expression de ce marqueur étant évaluée dans les
essais pivots par des anticorps différents n’ayant pas la méme affinité pour la cible PD-L1 et
ne marquant pas de maniere similaire les cellules tumorales et les cellules du micro-
environnement!®>,
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Figure 10. Pourcentage de répondeurs selon I'expression ou non de PD-L1 par les cellules tumorales, évaluée
par différents anticorps pour 'immunomarquages PD-L1, développés chacun pour une molécule anti-PD-1 ou
anti-PD-L1. D’aprés Sunshine et coll. PD-1 PD-L1 inhibitors. Curr Opin Pharmacol 2015.18

De plus, jusqu’a récemment, la plupart des travaux ont étudié la valeur prédictive du PD-L1
exprimé par les cellules tumorales, mais tiennent rarement compte du PD-L1 micro-
environnemental*&®,

Les données concernant I'expression de PD-L1 par les cellules du micro-environnement sont
essentiellement issues des études évaluant un anticorps anti PD-L1, I’Atezolizumab, dont les
études de phase 187 en particulier dans les cancers de vessie'®®, ont montré la corrélation
avec un taux de réponses aux anti-PD-L1 plus élevé qu’avec le marqueur PD-L1 tumoral.
Cependant dans une étude évaluant les facteurs prédictifs de réponse a 'anticorps anti PD-1
Nivolumab, Taube et coll. ont rapporté, sur 41 patients atteints de tumeurs solides, une
valeur prédictive supérieure du marqueur PD-L1 tumoral comparé au marqueur PD-L1
micro-environnemental, seul le marqueur PD-L1 tumoral étant significativement associé a
une réponse’®,

Enfin, il existe de nombreuses problématiques liées a I’hétérogénéité tumorale et a la
variation temporelle de I'expression du PD-L1, posant la question de la représentativité de
I’échantillon analysé, du nombre d’échantillons a analyser, de I'interprétation a pondérer en
fonction du stade évolutif et du site tumoral et/ou métastatique (*¥°).

Par ailleurs, en plus des questions inhérentes a la biologie du mélanome et des checkpoints

immunologiques, plusieurs problématiques techniques se posent, notamment I'absence

d’harmonisation des techniques d’'immunomarquages réalisées dans les différents centres,

limitant la constitution de grandes cohortes d’analyse. Il y a notamment une multitude

d’anticorps utilisés pour 'immunomarquage PD-L1, avec des performances différentes en
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terme de sensibilité et de spécificité, variant en fonction du contexte tumoral et micro-
environnemental'®. Des données récentes semblent cependant suggérer que les marquages
réalisés avec les anticorps reconnaissant les épitopes situés au niveau du domaine
intracytoplasmique de PD-L1 seraient plus performant pour délimiter les cellules tumorales
PD-L1 positives!®.

Figure 11. Epitopes intra- ou extra-cytoplasmiques reconnus par les différents anticorps développés pour
I'immunomarquage PD-L1. Kathleen M. Mahoney et al. Cancer Immunol Res 2015;3:1308-1315.

1.B.2.3.2 Uinfiltrat lymphocytaire T CD8
La présence ou non d’un infiltrat T CD8 positif intratumoral ou au front d’invasion, associé a
I'expression ou non de PD-L1 au niveau de la tumeur a permis de définir quatre

immunophénotypes tumoraux, qui permettent a I’heure actuelle le mieux de prédire la
réponse aux anti-PD-11%,
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Figure 12. Teng et coll. Classifying cancers based on T-cell Infiltration and PD-L1. Cancer Res-2015.

Les quatre immunophénotypes sont les suivants'®® :

- Larésistance immune adaptative : présence d’un infiltrat T CD8+ et d’une expression
de PD-L1, traduisant un épuisement (« exhaustion ») PD-L1 médié des cellules T CD8
suite a une réponse immunitaire effective : il s’agit du profil le plus susceptible de
répondre aux anti-PD-1. Cette situation représente 38% des mélanomes®°,

- Larésistance immune innée ou induction intrinséque de PD-L1 : expression de PD-L1
en l'absence d’infiltrat T CD8, le plus souvent dans le cadre d’une voie d’activation
oncogénique, en I'absence de réponse immunitaire préexistante. Cette situation ne
concerne que 1% des mélanomes?®°,

- La tolérance immune, liée a d’autres mécanismes immunosuppresseurs que le
checkpoint PD-1/PD-L1 : présence d’un infiltrat T CD8 manifestement insuffisamment
efficace en raison du développement tumoral, I'absence d’expression de PD-L1 incite
a rechercher et cibler d’autres mécanismes immunosuppresseurs, dans 20% des
mélanomes'®,

- L’ignorance immune, caractérisée par I'absence d’expression de PD-L1 et I'absence
d’infiltrat T CD8 : I'enjeu dans ces tumeurs est d’induire un priming lymphocytaire et
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I’expression de PD-L1 (par exemple avec un anticorps anti CTLA-4) pour ensuite les
traiter par anti-PD-1. Cette situation concerne environ 41% des mélanomes*°,

Tumeh et coll. ont de plus montré la valeur prédictive accrue de facteurs prédictifs
complexes associant ces deux parameétres principaux a savoir I'expression de PD-L1 et
I'infiltrat T CD8%’. Il s’agit de paramétres évaluant la proximité entre lymphocytes PD-1
positifs et les cellules (tumorales ou du micro-environnement) PD-L1 positives, I'activation
cellulaire T CD8 (estimée par le co-marquage CD8 et Ki-67 la recherche de clonalité des
cellules T par séquencgage du TCR) et les marqueurs de la voie de signalisation de I'interféron
gamma®>’,

Les auteurs ont ainsi retrouvé, chez les patients répondeurs: une expression
significativement plus importante de PD-L1, et un infiltrat CD8 plus important et/ou avec un
répertoire plus clonal. L'expression de PD-L1 concernait aussi bien le front d’invasion
tumoral que le centre de la tumeur, et la nature des cellules PD-L1 positives, tumorales ou
du microenvironnement n’était pas prise en compte. L'infiltrat CD8 prédominait au front
d’invasion tumoral chez les patients répondeurs. Les auteurs ont de plus observé chez les
patients répondeurs, une expansion des lymphocytes T CD8 totaux sous traitement,
intéressant en particulier le contingent de lymphocytes T mémoires®®.

I.B.2.4 Des biomarqueurs génomiques
[.B.2.4.1 Tumoraux : la charge mutationnelle

Les cancers les plus immunogenes, du moins les plus sensibles aux nouvelles
immunothérapies par inhibiteurs de checkpoints, s’averent également étre ceux qui ont la
charge mutationnelle la plus élevée (figure 13), supposée étre génératrice d’'une charge
néoantigénique importante reconnue par les défenses immunitaires de [|’h6tel®?.
L'immunogénicité supérieure des tumeurs ayant les fortes charges mutationnelles a
notamment été montrée au sein des mélanomes'®3,

Figure 13. Charge mutationnelle selon I’histologie tumorale. Lawrence et coll. Nature 2013%2
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I.B.2.4.2 Immunitaires : « immune gene signature »
Apres I'explosion de I'utilisation des techniques de séquengage a haut débit visant a préciser
les caractéristiques de chaque tumeur développée chez un individu donné, sur le plan
oncogénique puis sur le plan néoantigénique (les mutations oncogéniques et
immunogéniques n’étant pas toujours superposables), afin de batir un traitement
personnalisé du cancer, la tendance actuelle est de caractériser la signature d’expression
génique du systéme immunitaire de I'"h6te qui va étre la cible d’'une immunothérapie
personnalisée. Ainsi, les profils d’expression génique de type « interféron gamma » seraient
par exemple associés a la réponse au Pembrolizumab®4,

1.B.2.5 Biomarqueur prédictif de réponse ou monitoring précoce de la réponse ?
A défaut de pouvoir prédire avec acuité la réponse aux anti-PD-1, une stratégie alternative
actuellement envisagée est celle du monitoring dynamique de la réponse, notamment avec
le suivi de I’ADN tumoral circulant. Cela permettrait de détecter rapidement les patients non
répondeurs, avant que les critéres cliniques et iconographiques ne parlent, afin de
permettre une adaptation thérapeutique précoce®>.

I.B.3 Problématique et question posée
Le taux de réponse des mélanomes métastatiques aux anti-PD-1 en monothérapie est
d’environ 40%, chiffre qui rend compte d’une majorité de patients qui ne vont pas répondre
aux anti-PD-1 en monothérapie.

L'escalade thérapeutique au moyen d’une bithérapie associant anti-PD-1 et anti-CTLA4
permet une augmentation du taux de réponses, avec pres de 60% des patients présentant
une réponse a la premiere évaluation thérapeutique. Cette amélioration du taux de réponse
s'accompagne également d’une augmentation du risque d’effets secondaires séveres
d’ordre immunologiques, avec prés de 50% des patients traités subissant un effet indésirable
sévere grade 3/4 CTCAE.

Par ailleurs ces traitements, possiblement inefficaces en monothérapie, et possiblement
toxiques en bithérapie, posent également le probleme de leur co(t exorbitant.

La problématique est celle d’un facteur prédictif de réponse aux anti-PD-1 qui permettrait
d’aider a la décision thérapeutique pour initier une immunothérapie par anti-PD-1, et le cas
échéant de guider le choix thérapeutique entre mono- ou bithérapie.

L’expression tumorale de PD-L1 est a ce jour le seul facteur prédictif de réponse utilisable en
routine, mais ses performances prédictives insuffisantes et le manque de standardisation
des techniques de marquage et méthodes de lecture, limitent sa signification.

Nous avons émis I’hypothése que nous pourrions améliorer les performances prédictives du
marqueur PD-L1 tumoral, en caractérisant de facon simple, le profil d’expression multi-
composante de PD-L1.
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Il. MATERIEL ET METHODES

II.A Patients
Les patients ont été identifiés depuis la base de données des patients ayant recu un
inhibiteur PD-1, Nivolumab ou Pembrolizumab, dans le cadre de I’ATU de cohorte a I'Institut
Universitaire du Cancer de Toulouse, et le registre des prélevements histopathologiques.

Nous avons sélectionné les patients de facon a établir 2 groupes selon [Iefficacité
thérapeutique observée des inhibiteurs de PD-1: « répondeurs » et « non répondeurs », et
selon le matériel tumoral archivé (patients pour lesquels le matériel tumoral était suffisant
pour conduire une évaluation en immunohistochimie sans compromettre I'archivage
sanitaire).

I1.B Echantillons
L'analyse n’a été effectuée que sur des échantillons tissulaires (cytologies exclues), issus de
piéces opératoires d’exérése de mélanomes primitifs et de métastases (cutanées et
ganglionnaires), permettant une analyse de la tumeur et de son micro-environnement en
particulier au front d’invasion tumoral ou équivalent métastatique. Ceci nous a amené a
exclure les prélevements biopsiques et a ne pas réaliser de Tissue MicroArray sur les
prélevements choisis (par définition partiels).

Il s’agissait d’échantillons de type FFPE (Formalin Fixed Paraffin Embedded). L’ancienneté
des échantillons datait de 2003 a 2015.

Les patients préférentiellement choisis étaient ceux pour lesquels nous disposions de
multiples échantillons analysables, afin de rechercher un éventuel profil évolutif spatial
et/ou temporel caractéristique d’un profil de réponse. Pour la majorité des patients, les
immunomarquages ont donc été réalisés sur I'’ensemble des échantillons disponibles pour
un patient donné.

Pour I'analyse finale, le résultat était celui observé sur le dernier préléevement effectué avant
initiation du traitement anti-PD-1 (prélevement jugé le plus représentatif de la maladie
métastatique active car le plus récent dans I'histoire naturelle de chaque cas). En cas de
blocs multiples réalisés au sein du méme prélevement, c’est le bloc le plus positif pour PD-L1
qui a été choisi pour I'analyse finale.

I.C Réactifs et immunomarquages
Les anticorps suivants ont été utilisés : PD-L1 (SP142 Spring REF 07309457001) ; CD3 (Dako
REF A045201); CD8 (SP57 Ventana REF 05937248001) ; CD163 (MRQ26 Cell Marque REF
05973929001); Sox10 (SC365692 Santa Cruz); CD56 (MRQ42 Cell Marque REF
06433359001).

Tous les simples marquages ont été réalisés aprés déparaffinage, chauffage a 72° et
révélation en péroxydase.

L'immunomarquage PD-L1 a été réalisé avec I'anticorps SP142, qui présente la particularité
d’étre dirigé contre le domaine intra-cytoplasmique de PD-L1, les épitopes cytoplasmiques
de PD-L1 ayant récemment été décrits comme plus représentatifs du statut PD-L1 en
immunomarquage!®.
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La distinction des macrophages PD-L1 positifs et cellules tumorales PD-L1 positives s’est
révélée étre parfois difficile en simple marquage PD-L1: le recours a un double marquage
Sox10/PD-L1 a permis de distinguer les macrophages PD-L1 positifs, ayant parfois un aspect
« tumoral » trompeur (grandes cellules pléomorphes et/ou atypiques) des cellules tumorales
de mélanomes ayant un marquage Sox10 nucléaire caractéristique (Sox10 est un facteur de
transcription spécifique des cellules de mélanomes).

Les différentes composantes cellulaires, PD-L1 positives ou non, ont été quantifiées en
pourcentage de surface tumorale totale occupée, ce qui a rendu la comparaison possible
entre différentes entités hétérogenes sinon difficilement comparables.

L'infiltrat lymphocytaire CD8 positif a été quantifié en pourcentage de cellules CD8 positives
au sein de la population totale T CD3, estimée par lectures successives de coupes sériées.

Les cellules tumorales PD-L1 positives ont de plus été quantifiées de facon « usuelle » en
pourcentage de cellules tumorales PD-L1 positives sur le pourcentage de cellules tumorales
totales.

Nous avons pris en compte dans la définition de la surface tumorale totale (hors organe
lymphoide) : la tumeur proprement dite et l'infiltrat immunitaire (figure 14).
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Figure 14. Métastase cutanée de mélanome (immunomarquage CD163).

modalité de mesure de la surface tumorale : surface
tumorale totale

a- immunomarquage CD 163

b- exemple de restriction de la mesure de la surface
tumorale aux foyers de cellules tumorales

c- exemple de mesure de la surface tumorale globale
intégrant l'infiltrat réactionnel. Méthode retenue
pour ce travail.

Nous avons décrit la distribution des cellules tumorales marquées par PD-L1 et des cellules
du micro-environnement (TIL) CD3 et CD8 positives: que nous avons qualifiée de
distribution intratumorale ou péritumorale. Nous avons utilisé le terme « péritumoral »
(équivalent du front d’invasion tumoral décrivant les Iésions primitives) pour homogénéiser
la description des lésions primitives et métastatiques. Les TIL péritumoraux concernaient,
qguoi qu’il en soit, toujours des lymphocytes situés au contact des cellules tumorales.

Dans le cas particulier des métastases ganglionnaires : la quantification des TIL a été
restreinte aux TIL intratumoraux, les TIL péritumoraux étant non analysables pour des
raisons propres au site ganglionnaire.
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Figure 15. Immunomarquage CD3 d’un ganglion métastatique illustrant le caractére
inapproprié du terme « lymphocytes péri-tumoraux » dans cette situation.

Devant la rareté des cellules Natural Killer CD56 positives dans les infiltrats, leur présence a
été évaluée de facon binaire (présence/absence). Les cellules pléomorphes correspondant
aux cellules de mélanomes connues pour pouvoir exprimer le marqueur neuroendocrine
CD56 n’ont pas été comptabilisées. Nous ne sommes pas allés plus avant dans |’exploration
des cellules Natural Killer, devant leur rareté et /ou absence constantes, non discriminantes
entre répondeurs et non répondeurs aux anti-PD-1.

Un simple marquage CD163 a été réalisé de fagon ponctuelle : pour aider a I'estimation de la
guantité de macrophages de phénotype M2, par ailleurs réalisée sur les triples marquages
Sox10-CD8-CD163

Un double marquage Sox10/PD-L1 a été réalisé pour les cas ou la distinction entre cellules
tumorales PD-L1 positives et macrophages PD-L1 positifs était difficile (Sox10 révélé en
rouge (phosphatase alcaline) et PD-L1 révélé en marron (peroxydase)).

Un triple marquage Sox10/CD8/CD163 a été réalisé sur tous les échantillons pour étudier la
répartition respective de ces différentes populations cellulaires et faciliter I'identification des
cellules PD-L1 positives (marquage Sox10 nucléaire révélé en violet (peroxydase), marquage
CD8 membranaire révélé en marron (peroxydase), et marquage CD163 membranaire révélé
en rouge phosphatase alcaline).
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II.D Lecture des immunomarquages
Pour éviter les biais d’interprétation, la lecture des immunomarquages a été réalisée : a
I'aveugle (sans connaissance du statut répondeur ou non répondeur aux anti-PD-1 de la
tumeur analysée), et dans un ordre aléatoire indépendant du patient et du bloc dont ils
étaient originaires (quand il y avait plusieurs prélevements pour un méme patient, ou
plusieurs blocs par examen).

IL.E Interprétation des immunomarquages
Les cellules tumorales PD-L1 positives ont été quantifiées en pourcentage de cellules
tumorales positives; le seuil de positivité retenu était de 5% des cellules tumorales
marquées.

Les cellules tumorales PD-L1 positives ont de plus été quantifiées en pourcentage de surface
tumorale totale, tout comme les cellules du micro-environnement PD-L1 positives ; le seuil
de positivité retenu était de 1% de la surface tumorale totale marquée.

Le seuil de 1% de surface tumorale marquée a été choisi car correspondant a la surface
tumorale minimale correspondant a 5% de cellules tumorales PD-L1 positives. Ce seuil de 1%
de surface tumorale marquée a également été appliqué aux cellules du micro-
environnement, par analogie avec les cellules tumorales, pour permettre la comparabilité.

Un score histologique a été utilisé lors de la lecture de I'immunomarquage PD-L1: H-
Score®®, pour prendre en compte I'hétérogénéité tumorale et micro-environnementale
concernant I'expression de PD-L1, (contingents négatifs, positifs et parmi les contingents
positifs, intensité hétérogene d’expression de PD-L1).

Nous avons proposé un algorithme de lecture des immunomarquages PD-L1, prenant en
compte respectivement: I’ « expression tumorale » (i.e. I'expression par les cellules
tumorales) de PD-L1, I’ « expression micro-environnementale » de PD-L1 (i.e. I'expression
par les cellules du micro-environnement) et le statut mutationnel NRAS, dans le but
d’améliorer les performances prédictives du marqueur PD-L1 tumoral pris isolément.

Nous avons rétrospectivement appliqué I'algorithme de prédiction proposé aux 21 patients
de notre série.

Nous avons ensuite quantifié le taux de prédictions correctes, que nous avons nommées
« concordances » (pour « concordance entre réponse prédite et réponse observée »), et le
taux de prédictions incorrectes, que nous avons nommeées « discordances » (pour
« discordance entre réponse prédite et réponse observée).

Nous avons ensuite comparé le taux de discordances obtenu avec le facteur prédictif « PD-L1
tumoral » simple et celui obtenu avec I'algorithme de prédiction proposé.
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IIl. RESULTATS

I1l.A Caractéristiques de la population étudiée

I11.LA.1 Caractéristiques démographiques
Vingt-trois patients ont été analysés (sex ratio H/F de 1.5). L’dge médian au diagnostic était
de 61 ans (de 27 a 81 ans).

I1.A.2 Caractéristiques tumorales au diagnostic
Les mélanomes primitifs étaient principalement situés sur les membres inférieurs ou le
tronc. Deux patients (8.7%) présentaient un mélanome métastatique de primitif inconnu. Le
Breslow médian était de 2.8 mm (0,2 a 8 mm), et 38.9% des mélanomes primitifs étaient
ulcérés. Quarante-cing pourcents des patients avaient été diagnostiqués a un stade localisé
(IA-1IC), 40% a un stade régional (IlIA-IIIC) et 15% présentaient une maladie d’emblée
métastatique systémique (IV).

Tableau 1. Caractéristiques tumorales au diagnostic de mélanome.

Site du primitif (n = 23) N (%)
Membre inférieur 8 (34.8%)
Membre supérieur 2 (8.7%)
Tronc 7 (30.4%)
Téte et cou 3(13.0%)
Mugueuse 1(4.3%)
Sans primitif connu 2 (8.7%)
Breslow (mm) (n = 20)

Médian (min-max) 2.8(0.2-38)
Clark (n = 18) N (%)

I 2 (11.1%)
1l 5 (27.8%)
\Y 8 (44.4%)
Vv 3 (16.7%)
Ulcération (n = 18) N (%)
Non 11 (61.1%)
Oui 7 (38.9%)
Stade AJCC au diagnostic (n = 20) N (%)
IA—IB 2 (10.0%)
1A 5 (25.0%)
IIB—1IC 2 (10.0%)
A 2 (10.0%)
1B 4 (20.0%)
e 2 (10.0%)
\Y 3 (15.0%)
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I11.A.3 Caractéristiques tumorales au stade métastatique

Tableau 2. Caractéristiques tumorales au stade métastatique.

Métastases synchrones* / métachrones (n = 23) N (%)
Synchrones 3 (15%)
Métachrones 18 (78.3%)
Si métachrones, délai diagnostic — métastases

Médian (min-max) 22.3(1.1-53.9)
Sites métastatiques N (%)
Peau (n =23) 13 (56.5%)
Ganglions (n = 22) 20 (90.9%)
Poumons (n = 23) 10 (43.5%)
Os (n=22) 7 (31.8%)
Encéphale (n =22) 9 (40.9%)
Foie (n=22) 7 (31.8%)
Autre (n =22) 13 (59.1%)

*Les métastases synchrones sont définies par la présence de métastases viscérales au
diagnostic de mélanome.

I1l.LA.4 Statut mutationnel au diagnostic

26.1% des tumeurs portaient une mutation BRAFV600 et 30.4% des tumeurs portaient une
mutation NRAS (tableau 3).

Tableau 3. Statut mutationnel

Statut mutationnel N (%)

Mutation BRAF (n = 23) 6 (26.1%)
Mutation NRAS (n = 23) 7 (30.4%)
Absence de mutation BRAF ou NRAS (n = 23) 11 (47.8%)

I1l.LA.5 Caractéristiques des échantillons analysés en immunohistochimie
Soixante et un patients ont été identifiés depuis la base de données des patients ayant recu
un inhibiteur PD-1 et le registre des prélévements histopathologiques; nous avons
sélectionné parmi ces patients, une sous-population de 23 patients de facon a réaliser notre
étude pilote. Les patients ont été sélectionnés de facon a avoir autant de répondeurs (11
patients) que de non répondeurs (11 patients) et a enrichir la population en mélanomes PD-
L1 positifs de facon a pouvoir réaliser I'étude de caractérisation du marquage PD-L1 (1 des
10 patients positifs a été retenu malgré I'absence de réponse évaluable, pour la mise au
point de lI'immunomarquage anti-PD-L1). Au total, 74 échantillons ont été analysés,
représentant ces 23 patients. Deux patients ont ensuite été exclus de I'analyse : un pour
réponse au traitement anti-PD-1 non évaluable (arrét du traitement pour toxicité avant
évaluation) et un autre patient pour épuisement du bloc d’intérét (bloc de métastase
pulmonaire épuisé, le seul échantillon analysable était un primitif non infiltrant
probablement sans rapport avec la maladie métastatique). Un seul échantillon par patient a
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été retenu pour 'analyse des facteurs prédictifs. Au final, 21 échantillons représentant 21
patients ont été retenus pour I'analyse des facteurs prédictifs (détails des caractéristiques de
prélevements dans les tableaux 4 et 5). Parmi eux, 10 étaient considérés répondeurs
(comprenant 3 réponses complétes, 4 réponses partielles, 3 réponses partielles ou
stabilisations suivies d’une réponse dissociée), et 11 non répondeurs.

Tableau 4. Caractéristiques des échantillons totaux analysés.

Echantillons totaux analysés (n = 74 échantillons) (n = 23 patients) | N (%)
Localisations
Primitif cutané 5 (6.8%)

Métastase cutanée
Métastase ganglionnaire
Autres
(1 métastase mammaire et 1 métastase pleurale)

38 (51.4%)
29 (39.2%)
2 (2.7%)

Echantillons multiples par patient

Nombre médian (min-max) d’échantillons par patient

Délai médian (min-max) entre I’échantillon le plus ancien et
I’échantillon le plus récent (mois)

17 (73.9%)
4(2-7)
5.5 (0 — 88)

Tableau 5. Caractéristiques des échantillons analysés pour les facteurs prédictifs.

Echantillons analysés pour les facteurs prédictifs (n = 21) N (%)
Localisations
Primitif cutané 1(4.8%)
Métastase cutanée 11 (52.4%)
Métastase ganglionnaire 8 (38.1%)
Autre 1(4.8%)
Autre traitement réalisé entre prélévement et anti-PD-1
Non 9 (42.9%)

Oui
Si oui, Ipilimumab réalisé entre prélévement et anti-PD-1
Si oui, anti-BRAF réalisé entre prélévement et anti-PD-1
Si oui, chimiothérapie réalisée entre prélevement et anti-PD-1
Si oui, interféron réalisé entre prélévement et anti-PD-1

12 (57.1%)
10 (47.6%)
4 (19.0%)
2 (9.5%)
1 (4.8%)

50




[11.B Valeur prédictive de |'expression de PD-L1 par les cellules tumorales
observée dans notre série

[1.B.1 Quantitative (seuil de positivité a 5% des cellules tumorales)
Parmi les 11 cas non répondeurs : 7 cas étaient négatifs pour I'expression par les cellules
tumorales de PD-L1 — nommé ensuite « PD-L1 tumoral » dans le reste de I'exposé - (soit 7
cas concordants sur 11) et 4 cas étaient positifs (soit 4 cas discordants sur 11).

Parmi les 10 cas répondeurs: 5 cas étaient négatifs pour I'expression par les cellules
tumorales du PD-L1 (soit 5 cas concordants sur 10) et 5 cas étaient positifs pour I'expression
par les cellules tumorales du PD-L1 (soit 5 cas discordants sur 10) (détail des résultats dans le
tableau 6).

Tableau 6. Statut PD-L1 des cellules tumorales et concordance ou discordance avec la
réponse thérapeutique observée. Le seuil de positivité est fixé a 5% des cellules tumorales
positives pour PD-L1. Gris clair = tumeurs PD-L1 négatives ; gris foncé = tumeurs PD-L1
positives ; jaune = discordances entre statut PD-L1 et réponse observée aux anti-PD-1; M =
métastase cutanée ; G = ganglion métastatique ; se = métastase mammaire ; NR = non
réponse ; R = réponse ; RC = réponse compléte ; RP = réponse partielle ; RP = réponse
dissociée ; RS = maladie stable.

Patient Site Mutation %Cell T+ |Réponse
BOR M BRAF 0 NR
DEM M WT 0 NR
LUU M BRAF 0 NR
MOL G WT 0 NR
PEL M WT 0 NR
RID G WT 0 NR
VER G WT 0 NR
MOR G NRAS 0 R (RC)
BEA M WT 0 R (RP)
BES G NRAS 0 R (RP-RD)
CAL G NRAS 0 R (RS-RD)
GAY se BRAF 0 R (RP)
PAN M BRAF 5 R (RC)
WIT M NRAS 5 R (RP)
LOR M WT 10 NR
RUB G WT 10 NR
LAS M NRAS 20 R (RS)
HIR P BRAF 30 NR
ARS M WT 50 NR
KYN M WT 100 R (RC)
MAR G NRAS+BRAF 100 R (RD)
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La figure 16 ci-apres synthétise les performances prédictives du test « PD-L1 tumoral »,
observées lorsqu’il est appliqué a notre série de cas, en termes de sensibilité, spécificité,
valeur prédictive positive et valeur prédictive négative.

Figure 16. Performances prédictives du marqueur PD-L1 tumoral dans notre série. Se =
sensibilité ; Spe = spécificité ; VPP = valeur prédictive positive ; VPN = valeur prédictive
négative.

NR R
n=11 n=10
PDL1-
n=12 7 5 VPN =58,3%
PDL1+
n=9 4 5 VPP =55,6%

Spe =63,6% Se =50%

Le test exact de Fisher ne montre pas, dans notre série, de différence significative entre le
groupe «PD-L1 tumoral positif » et le groupe « PD-L1 tumoral négatif » concernant le
nombre de patients répondeurs (p = 0.6699).

[11.B.2 Qualitative : caractérisation de I'expression de PD-L1 par les cellules
tumorales

111.B.2.1 Distribution spatiale du marquage PD-L1
Différents profils d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ont été observés,
notamment des marquages PD-L1 diffus et homogenes ou au contraire des marquages
inhomogenes. Les marquages qualifiés d'inhomogénes pouvaient se présenter : soit sous la
forme d’un gradient de positivité décroissant allant de la périphérie vers le centre de la
tumeur, soit sous la forme de foci PD-L1 positifs.

Nous avons utilisé le terme « péritumoral » au lieu du terme « front d’invasion tumoral », ce
dernier étant réservé aux tumeurs primitives.

Nous avons observé une distribution péritumorale exclusive ou majoritaire de I'expression
de PD-L1 par les cellules tumorales, de facon significativement plus fréquente chez les
patients répondeurs (p=0.048) (figure 17).
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Figure 17. Exemple de marquage péritumoral de PD-L1 par les cellules tumorales dans une
métastase cutanée de mélanome.

Figure 18. Exemple d’expression de PD-L1 intense, membranaire et focale, par les cellules
tumorales (5% de la surface tumorale) dans un cas de réponse partielle.
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Une expression homogene intense et pan-cellulaire de PD-L1 a été observée dans deux cas :
une réponse complete et une réponse dissociée (figure 19).

Figure 19. Marquage a renforcement membranaire intense et diffus des cellules tumorales
occupant 100% de la surface tumorale (cas de réponse dissociée).
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111.B.2.2 Distribution subcellulaire du marquage PD-L1
Dans la quasi-totalité des échantillons tumoraux PD-L1 positifs, I'expression de PD-L1 était
exclusivement ou majoritairement de type membranaire (figures 18 et 19). Un cas de
réponse compléte présentait un marquage cytoplasmique de PD-L1.

Il s’agissait d’'un cas de mélanome a cellules fusiformes pour lequel nous disposions de
multiples échantillons échelonnés dans le temps. Nous avons observé de fagon constante
dans ce cas, un marquage cytoplasmique diffus des cellules tumorales concernant 100% des
cellules tumorales. Dans les deux derniers échantillons cependant, prélevés apres traitement
par Ipilimumab et avant traitement par anti PD-1, est apparu focalement, un marquage
membranaire de certaines cellules tumorales (figure 20).

Figure 20. Marquage modéré cytoplasmique et diffus des cellules tumorales, occupant 100%
de la surface tumorale dans un cas de réponse complete d’un mélanome a cellules
fusiformes associé a un marquage membranaire de certaines cellules tumorales (fleches).

I1l.B.2.3 Intensité du marquage PD-L1
Nous avons observé des intensités variables d’'immunomarquages PD-L1 (évalués par calcul
du H-Score), sans avoir pu mettre en évidence d’association significative avec les profils de
réponse aux anti-PD-1 (données non présentées).
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I1.C Evaluation de la valeur prédictive d’'une expression multi-composante,

micro-environnementale et tumorale de I'expression de PD-L1
Nous avons évalué l'intérét de compléter I'évaluation de I'expression de PD-L1 par les
cellules tumorales, par I'ajout de 2 criteres complémentaires, afin d’améliorer la valeur
prédictive de ce marquage.

Nous avons initialement mesuré la valeur prédictive d’un algorithme de lecture prenant en
compte le contingent cellulaire tumoral et le contingent cellulaire micro-environnemental
des cellules PD-L1 positives.

Nous avons donc effectué une premiére analyse avec le facteur prédictif princeps
« expression tumorale de PD-L1 » et un seul facteur additionnel : I’ « expression micro-
environnementale de PD-L1 ».

Cette premiere analyse a suggéré que l'expression tumorale de PD-L1 est associée a la
réponse aux anti-PD-1 et que I'expression micro-environnementale de PD-L1 est associée a
la non réponse aux anti-PD-1.

Cette corrélation était cependant imparfaite, notamment en raison de cas « PD-L1 micro-
environnemental » positifs répondeurs, étrangement tous mutés pour NRAS.

Nous avons donc secondairement pris en compte le statut mutationnel NRAS, que nous
avons rajouté comme second facteur additionnel a notre algorithme de prédiction.

Au final nous avons donc pris en compte les trois parametres suivant définis comme suit :

- I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales ou « PD-L1 tumoral » ; avec un seuil
de positivité supérieur ou égal a 5% des cellules tumorales ; le « PD-L1 tumoral » a
aussi été quantifié en pourcentage de surface tumorale totale.

- I'expression de PD-L1 par les éléments nucléés du micro-environnement (quelle que
soit leur nature) ou « PD-L1 micro-environnemental » ; avec un seuil de positivité
supérieur ou égal a 1% de la surface tumorale totale. La quantification en
pourcentage de surface tumorale a été choisie comme critére de quantification car :

0 elle facilite la quantification du micro-environnement PD-L1 positif, en
intégrant la multiplicité des types cellulaires PD-L1 positifs dans le micro-
environnement ;

0 le mode de quantification commun pour le « PD-L1 tumoral » et le « PD-L1
micro-environnemental » autorise leur comparaison. En effet le ratio « PD-L1
tumoral sur PD-L1 micro-environnemental » nous a semblé important a
prendre en compte, étant donné les significations prédictives opposées de ces
deux contingents cellulaires dans les cas non mutés NRAS.

- le statut mutationnel NRAS : les mutations du codon 61 de NRAS étant détectées en
biologie moléculaire.

Nous avons au final testé un algorithme de prédiction intégrant ces trois facteurs selon
I’ordre hiérarchique suivant : 1) le PD-L1 tumoral, 2) le PD-L1 micro-environnemental, 3) le
statut mutationnel NRAS.
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I11.C.1 Performances de |'algorithme de prédiction prenant en compte
I’expression bi-composante de PD-L1 et le statut mutationnel
Apres application de notre algorithme de lecture de I'expression de PD-L1, nous avons
obtenu les résultats suivants (tableau 7) : sur les 21 cas, 4 discordances au total, entre la
réponse prédite et la réponse observée (contre 9 discordances sur 21 cas en utilisant le
marqueur PD-L1 tumoral simple cf. chapitre précédent).

L’algorithme a permis une nette amélioration des deux valeurs prédictives :

- Lavaleur prédictive négative passant de 58.3% a 81.8% soit un gain de 23.5%,
- Lavaleur prédictive positive passant de 55.6% a 80% soit un gain de 24.4%.

L'algorithme a également permis de reclasser correctement un cas de réponse compléte.

Tableau 7. Détail de la valeur prédictive de I'algorithme de lecture de I'expression du PD-L1.
Gris clair = tumeurs PD-L1 négatives ; gris foncé = tumeurs PD-L1 positives ; jaune =
discordances entre la prédiction de I'algorithme et la réponse observée aux anti-PD-1 ; M =
métastase cutanée ; G = ganglion métastatique ; se = métastase mammaire ; T+ = expression
de PD-L1 par les cellules tumorales; T- = absence d’expression de PD-L1 par les cellules
tumorales ; ME+ = expression de PD-L1 par les cellules du micro-environnement ; ME- =
absence d’expression de PD-L1 par les cellules du micro-environnement ; NRAS+ = présence
d’une mutation NRAS ; NRAS- = absence de mutation NRAS ; NR = non réponse ; R = réponse
; RC = réponse compléte ; RP = réponse partielle ; RP = réponse dissociée ; RS = maladie
stable.

Patient| Site | Mutation | %Cell T+ | %surf T+|%surf ME+| T+/ME+ | Parameétres de I'algorithme Repfohse Repons’e
prédite | observée
BOR M BRAF 0 0 30 0 [(T) (ME+) (NRAS-) NR NR
DEM M WT 0 0 1 0 (T-) (ME+) (NRAS-) NR NR
LUU M BRAF 0 0 0,5 0 |(T-) (ME-) NR NR
MOL G WT 0 0 11 0 (T-) (ME+) (NRAS-) NR NR
PEL M WT 0 0 0,5 0 (T-) (ME-) NR NR
RID G WT 0 0 40 0 |(T-) (ME+) (NRAS-) NR NR
VER G WT 0 0 3 0 [(T-) (ME+) (NRAS-) NR NR
MOR G NRAS 0 0 20 0 (T-) (ME+) (NRAS+) R R (RC)
BEA M WT 0 0 0 0/0  |(T-) (ME-) NR R (RP)
BES G NRAS 0 0 1 0 (T-) (ME+) (NRAS+) R R (RP-RD)
CAL G NRAS 0 0 1 0 (T-) (ME+) (NRAS+) R R (RS-RD)
GAY se BRAF 0 0 0 0/0  |(T-) (ME-) NR R (RP)
PAN M BRAF 5 5 2 2,5 |(T+) (ME+) (T+>ME+) R R (RC)
WIT M NRAS 5 2 0,5 4,0 |(T+) (ME+) (T+>ME+) R R (RP)
LOR M WT 10 10 0 10/0 |(T+) (ME-) R NR
RUB G WT 10 10 21 0,5 |(T+) (ME+) (T+<ME+) (NRAS-) NR NR
LAS M NRAS 20 10 30 0,3 [(T+) (ME+) (T+<ME+) (NRAS+) R R (RS)
HIR P BRAF 30 20 45 0,4 |(T+) (ME+) (T+<ME+) (NRAS-) NR NR
ARS M WT 50 50 1 50,0 |(T+) (ME+) (T+>ME+) R NR
KYN M WT 100 90 11 82  |(T+) (ME+) (T+>ME+) R R (RC)
MAR G |NRAS/BRAF| 100 100 32 3,1 [(T+) (ME+) (T+>ME+) R R (RD)
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Figure 21. Performances prédictives de I'algorithme proposé.
Algorithme +: prédiction de réponse par l'algorithme ; Algorithme -: prédiction de non
réponse par l'algorithme ; R : réponse a I’'anti-PD-1 ; NR : non réponse a I'anti-PD-1.

NR R
n=11 n=10
Algorithme —
n=11 g 2 VPN =81,8%.
Algorithme +
n =10 7 8 VPP = 80%

Spe = 81,8% Se = 80%

Si nous comparons les performances prédictives de I'algorithme (figure 21), avec celles de la
simple expression tumorale du PD-L1 (figure 16), nous observons avec l'algorithme, une
nette amélioration des valeurs prédictives positive et négative :

- lavaleur prédictive positive passant de 55.6% a 80% ;
- lavaleur prédictive négative passant de 58.3% a 81.8%.

Le test exact de Fisher confirme une différence significative du nombre de patients
répondeurs entre le groupe « prédiction de réponse par |'algorithme » et le groupe
« prédiction de non réponse par I'algorithme » (p = 0.0089).

[11.C.2 Dynamique spatiale et temporelle du profil d’expression bi-composante
de PD-L1

Comme précédemment rapporté dans la littérature, nous avons observé une grande
variabilité inter- et intra-individuelle de I’expression tumorale et micro-environnementale
PD-L1, ne nous permettant pas de mettre en évidence une éventuelle évolution temporelle
ou spatiale stéréotypée caractérisant un profil de réponse aux anti-PD-1.

Chez les non répondeurs en revanche (tous NRAS sauvages dans notre série), nous avons
observé une étonnante constance du profil d’expression de PD-L1, caractérisé par une
expression tumorale constamment négative ou inférieure a [|'expression micro-
environnementale (chez 9 patients non répondeurs sur les 11) (cf. figure 22 ci-dessous).

Une observation de ce type n’a a notre connaissance jamais été rapportée dans la
littérature, les quelques publications ayant évalué la variation spatio-temporelle de PD-L1 au
cours de I’évolution de la maladie ne s’étant quasi-exclusivement intéressé qu’a la variation
du PD-L1 tumoral.
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Figure 22. a Evolution spatio-temporelle du profil d’expression bi-composant de PD-L1 : par
les cellules tumorales (en bleu) et du micro-environnement (en orange). Une échelle
temporelle relative exprimée en mois apparait en abscisses (« MO » étant le temps zéro ou «
Mois 0 » correspondant au temps du 1ler échantillon analysé) ; lorsque différents
échantillons appartenant au méme prélevement ont été analysés, ces derniers apparaissent
dans le méme cadre. Les préléevements encadrés avec un anti-PD-1 ont été réalisé sous anti-
PD-1. Les surfaces occupées par les cellules tumorales et micro-environnementales PD-L1
positives apparaissent en ordonnées.
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Figure 22. b
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Figure 22. c
NON REPONDEURS

61



Figure 22. d
NON REPONDEURS

I11.C.3 Analyses exploratoires sur la nature et |'effet des macrophages
exprimant PD-L1

11l.C.3.1 Le micro-environnement PD-L1 positif est essentiellement constitué de
macrophages PD-L1 positifs.

Ci-dessous la description de la composition du micro-environnement PD-L1 positif (figure
23). En regardant l'ensemble des échantillons analysés pour chaque patient, nous
remarquons que dans la trées grande majorité des échantillons, les macrophages
prédominent. A noter que les autres cellules PD-L1+ du micro-environnement correspondent
a des cellules d’ « allure lymphoide », dont la nature reste a préciser (il peut en effet
également s’agir de cellules de la lignée myéloide comme rapporté dans la littérature (réf),
mais également de lymphocytes B ou de plasmocytes).
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Figure 23. a Détail du micro-environnement PD-L1 positif : mise en évidence de la
composante macrophagique PD-L1 positive ; les échantillons encadrés ensemble font partie
du méme prélevement, les prélévements encadrés avec un anti-PD-1 ont été réalisé sous
anti-PD-1.

En rose = macrophages PD-L1 positifs; en orange = cellules d’allure lymphoide PD-L1
positives.
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Figure 23. b
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Figure 23. c
NON REPONDEURS
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I.C.3.2 Il n’y a pas de corrélation évidente entre I'importance de l'infiltrat
macrophagique PD-L1 positif et I'importance de l'infiltrat macrophagique M2 total.
Nous nous sommes ensuite demandé si I'absence de réponse le plus souvent constatée en
cas de composante PD-L1 micro-environnementale prédominante (dans les mélanomes non
mutés NRAS), essentiellement en lien avec la présence de macrophages PD-L1 positifs,
n’était pas simplement en lien avec la présence d’un gros infiltrat macrophagique de type
M2 CD163+, quelle que soit sa positivité pour PD-L1.

Nous avons donc regardé |'évolution spatiale et temporelle comparée de ces deux
parametres, afin de voir s’ils tendent ou non a évoluer de fagon paralléle. Mis a part, peut-
étre, 2 patients non répondeurs, nos observations préliminaires infirment cette hypothése,
ne décrivant pas de tendance évolutive commune entre ces deux parametres (cf. figure 24
ci-dessous).
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Figure 24. a Evolutions spatiotemporelles comparées de I'infiltrat macrophagique M2 total
en vert (CD163 positif, quel que soit le statut PD-L1, positif ou négatif), et de l'infiltrat
macrophagique PD-L1 positif en marron.
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Figure 24. b
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Figure 24. c
NON REPONDEURS

L'absence de corrélation évidente observée entre infiltrat macrophagique CD163 total et
infiltrat macrophagique PD-L1 positif, suggére que I'absence de réponse le plus souvent
constatée en cas d’expression de PD-L1 a composante micro-
environnementale/macrophagique prédominante, n’est pas forcément en lien avec
I'appartenance des macrophages PD-L1 positifs a une forte infiltration macrophagique M2
globale.
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111.C.3.3 Tout comme les macrophages PD-L1+, la signification prédictive des
macrophages CD163 totaux semble étre liée au statut mutationnel NRAS du mélanome,
suggérant un impact particulier de cette mutation oncogénique sur la sensibilité du
micro-environnement macrophagique aux anti-PD-1.

Nous observons dans le tableau 8 ci-dessous que la présence d’un infiltrat macrophagique
abondant, occupant plus de 30% de la surface tumorale totale, est systématiquement
associée a I'absence de réponse, sauf dans les mélanomes mutés NRAS. Dans les mélanomes
mutés NRAS en effet, la présence d’une forte infiltration macrophagique est a l'inverse
systématiquement associée a une réponse.

Tableau 8. Quantification de linfiltrat macrophagique total, estimé en pourcentage de
surface tumorale totale infiltrée par des cellules CD163 positives. Gris clair = moins de 30%
de la surface tumorale totale infiltrée par des cellules CD163 positives ; Gris foncé = 30% ou
plus de la surface tumorale totale infiltrée par des cellules CD163 positives.

Patient | Site Mutation %surf CD163 | Réponse
BEA M WT 1 R (RP)
LUU M BRAF 5 NR

CAL G NRAS 10 R (RS-RD)
LOR M WT 10 NR

VER G WT 10 NR

WIT M NRAS 10 R (RP)
KYN M WT 20 R (RC)
PAN M BRAF 20 R (RC)
GAY se BRAF 20 R (RP)
MOL |G WT 20 NR

RUB G WT 20 NR

ARS M WT 30 NR

PEL M WT 30 NR

LAS M NRAS 30 R (RS)
DEM |M WT 40 NR

HIR P WT 40 NR

BOR M BRAF 50 NR

RID G WT 50 NR

BES G NRAS 50 R (RP-RD)
MAR |G NRAS+BRAF 50 R (RD)
MOR |G NRAS 60 R (RC)

Nous ne pouvons en revanche rien dire des faibles infiltrats macrophagiques, qui ne
semblent pas prédisposer a une réponse ou a une non-réponse aux anti-PD-1. Nous
comptons en effet quasiment autant de réponses que de non-réponses parmi les
échantillons avec faibles infiltrats macrophagiques.
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111.C.3.4 L’effet péjoratif des macrophages dans les mélanomes non mutés NRAS

est peut-étre médié par un effet défavorable sur le priming lymphocytaire.
Lors de l'observation de I'évolution spatio-temporelle des différentes composantes du
micro-environnement immunitaire, nous avons observé une corrélation entre
l"augmentation du taux de macrophages CD163 positifs et I'augmentation du taux de
lymphocytes T CD3 positif CD8 négatifs (cf. figure 25 ci-dessous), correspondant
probablement a des lymphocytes T CD4, et au moins en partie a des lymphocytes T
régulateurs étant donné le contexte tumoral.

Figure 25 a. Profils de variations spatiales et temporelles des infiltrats inflammatoires.
En orange : lymphocytes T CD3+ CD8- ; en jaune : lymphocytes T CD3+ CD8- ; en vert :
macrophages CD163+.
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Figure 25. b
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Figure 25. c
NON REPONDEURS
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Figure 25.d
NON REPONDEURS

Cet effet négatif suspecté des macrophages M2 CD163+ sur le priming lymphocytaire est
physiquement possible, puisque nous avons le plus souvent observé une colocalisation des

infiltrats lymphocytaires et macrophagiques au moyen des triples marquages
Sox10/CD8/CD163 (cf. figure 26 ci-dessous).
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Figure 26. Colocalisation des infiltrats lymphocytaires et macrophagiques, visualisés au
moyen des triples marquages Sox10/CD8/CD163 (les cellules tumorales ont des noyaux
SOX10 mauve, les macrophages CD163+ apparaissent en rouge, et les lymphocytes CD8+
apparaissent en marron).

A. Les trois populations cellulaires apparaissent intriquées au front d’invasion tumoral (cas
de patient non répondeur aux anti-PD-1). B. Lymphocytes et macrophages mélés au front
d’invasion C. Pas de lymphocytes et peu de macrophages ailleurs dans la tumeur.

A.
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11l.C.3.5 Nous suspectons de plus une interaction entre les macrophages PD-L1
positifs et les cellules tumorales PD-L1 positives.
A I'occasion de difficultés techniques de lecture des immunomarquages PD-L1 dans certains
cas (figures 27 et 28), ou il était difficile de distinguer macrophages PD-L1 positifs et cellules
tumorales PD-L1 positives, nous avons pu mettre en évidence, a l'aide des doubles
marquages Sox10/PD-L1 et des triples marquages Sox10/CD8/CD163, la présence de
macrophages PD-L1 positifs au niveau membranaire, présentant des prolongements
dendritiques encerclant des cellules tumorales isolées ou groupées par trois ou quatre.

Figure 27. Cas de mélanome non muté NRAS ; non répondeur au traitement anti-PD-1.

A. Immunomarquage PD-L1 : macrophages CD163+ intra-tumoraux entourant les cellules
tumorales, rendant trés difficile de dire, qui des macrophages ou des cellules tumorales est
positif. B. Double marquage Sox10/PD-L1, révélant que ce sont en réalité les macrophages
qui sont PD-L1 positifs, car dans un nid de plusieurs cellules, on suit plus ou moins bien les
membranes entre les cellules (fleches) alors que I'on a parfois I'impression que le marquage
fait bien le tour d’une cellule tumorale (*), ce qui peut fausser la lecture.
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Figure 28. Macrophages PD-L1 positifs encerclant des cellules tumorales PD-L1 négatives,
observées cette fois chez un patient présentant un mélanome muté NRAS, en réponse
compléte.

A. Immunomarquage PD-L1. Les cellules tumorales sont PD-L1 négatives (*), mais
lorsqu’elles sont cernées par les dendrites des macrophages PD-L1+ (fleches), elles peuvent
sembler positives avec marquage membranaire. B. Double marquage Sox10/PD-L1. Les
cellules tumorales SOX10+ sont cernées par les dendrites des macrophages CD163+ (fléches)
: si les macrophages sont PD-L1+ comme c’est le cas pour ce patient, il peut sembler que ce
sont les cellules tumorales qui sont positives.

Ces images ont été observées dans un cas de réponse compléte, un cas de maladie stable
(tous deux mutés NRAS) et dans un cas non répondeur (non muté NRAS). Elles pourraient
éventuellement évoquer des images de trogocytose, phénoméne d’échanges membranaires
intercellulaires.
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IV. DISCUSSION

IV.A Performances prédictives du marqueur « PD-L1 tumoral » dans notre

série

Nous avons observé dans notre série, un taux de réponse aux anti-PD-1 de 55.6% dans les
mélanomes positifs pour PD-L1 tumoral, contre 41.7% dans les mélanomes négatifs pour PD-
L1 tumoral. Dans la méta-analyse de Carbognin et coll. publiée en 201583, réalisée sur 1475
patients dont 636 mélanomes, issus de 7 essais cliniques de phases | a lll, ces chiffres sont
respectivement de 49.0% et 26.2%, le seuil de positivité du PD-L1 tumoral étant identique
par ailleurs, fixé a au moins 5% de cellules tumorales positives. Les valeurs supérieures
observées dans notre série sont biaisées, car nous avons sélectionné a posteriori, pour les
besoins de nos travaux exploratoires, autant de patients répondeurs que de patients non
répondeurs, ce qui ne refléte pas le taux de réponse habituellement observé aux anti-PD-1
d’environ 33%. La fréquence d’expression tumorale de PD-L1 est d’environ 40% dans les
mélanomes (lorsque le seuil de positivité est fixé a 5% des cellules tumorales). Dans notre
série, 10 patients sur 22 étaient positifs pour « PD-L1 tumoral ». Ce chiffre ne refléte
cependant, la encore, pas la fréquence réelle de I'expression tumorale de PD-L1 puisque les
patients ont été sélectionnés a posteriori.

Un échantillon unique par patient a été choisi pour I'analyse et la comparaison des
performances prédictives des différents marqueurs. Cet échantillon correspond au dernier
prélevement effectué avant initiation du traitement anti-PD-1 (prélevement jugé le plus
représentatif de la maladie métastatique active car le plus récent dans I’histoire naturelle de
chaque cas). En cas de blocs de multiples réalisés au sein du méme préléevement, c’est le bloc
le plus positif pour PD-L1 qui a été choisi pour I’analyse. Cependant, I’échantillon a choisir (et
méme l'attitude consistant a choisir un échantillon unique par patient pour I'analyse) est
encore sujet a débat, eu égard a la variabilité spatiale et temporelle de I'expression de PD-
L1. Madore et coll. 2°® ont par exemple rapporté que le statut PD-L1 observé sur I’échantillon
tumoral le plus récent est le plus concordant avec la réponse observée aux anti-PD-1 ; Taube
et coll. ont a I'inverse observé que la documentation d’un échantillon PD-L1 positif chez un
patient donné, qu’elle qu’en soit I'ancienneté, est corrélée avec une réponse aux
anti-PD-1%°6,

Nous avons retenu un seuil de positivité de 5% des cellules tumorales marquées pour PD-L1
tumoral. Ce seuil avait été antérieurement été retenu dans les essais cliniques pivots du
Nivolumab et de la combinaison de celui-ci avec I'lpilimumab.17>176178 Ce choix est soumis a
discussion, dans la mesure ou le seuil retenu pour le développement du Pembrolizumab
était de 1%'”7. Cependant, nous n’avons pas observé dans les échantillons analysés, de taux
de cellules tumorales PD-L1 positives compris entre 0 et 5%. Nous avons voulu voir si la prise
en compte de lintensité du marquage PD-L1, en tant que tel ou au sein d’'un score
immunohistochimique®®®, permettait d’affiner la prédiction de réponse aux anti-PD-1. Nos
résultats ne permettent pas de le confirmer. Bien que ceci puisse potentiellement étre lié a
un mangque de puissance et au schéma de notre étude, aucun élément n’a a ce jour été
rapporté dans ce sens.

Nous avons pris le soin de consigner tous les types de marquages PD-L1, y compris les

éventuels marquages cytoplasmiques. Ceci a permis de mettre en évidence un cas de
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réponse compléte aux anti-PD-1, pour lequel I'expression du PD-L1 était exclusivement
cytoplasmique. Cette observation souleve des questions de mécanistiques concernant la
physiologie du couple ligand-récepteur PD-L1/PD-1. Une fraction de PD-L1 soluble a été
décrite dans les cancers bronchiques'®” et pourrait étre impliquée dans la réponse
thérapeutique observée chez ce patient. Nous ne pouvons pas exclure dans ce cas que
I'efficacité du traitement anti-PD-1 ait reposé sur une expression membranaire variable dans
le temps de PD-L1, pouvant étre induite par I'activation lymphocytaire sous dépendance de
la sécrétion paracrine d’interféron02,

Concernant la distribution des cellules tumorales PD-L1 positives, nous avons observé que
leur localisation exclusive ou préférentielle en périphérie tumorale (équivalent métastatique
du front d’invasion tumoral des lésions primitives) est significativement plus fréquente dans
les cas répondeurs aux anti-PD-1. Ceci est concordant avec les données précédemment
rapportées'*>1>7 ol ce profil d’expression est décrit comme étant caractéristique des profils
de « résistance immune adaptative » potentiellement réversibles par les anti-PD-1. Mais
nous avons également observé dans notre série, 2 cas d’expression homogene de PD-L1 par
100% des cellules tumorales, correspondant respectivement a une réponse compléte et une
réponse dissociée (dans le cadre d’une maladie par ailleurs biclonale NRAS/BRAF).
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IV.B Algorithme de prédiction proposé
Nos données suggerent que :

- le statut « PD-L1 tumoral » est associé a la réponse aux anti-PD-1, quel que soit le statut
mutationnel NRAS,

- le statut « PD-L1 micro-environnemental » est associé a la non réponse aux anti-PD-1, en
situation de mélanome non muté NRAS,

- le statut « PD-L1 micro-environnemental » est associé a la réponse aux anti-PD-1, en
situation de mélanome muté NRAS.

Au total, nous proposons donc de remplacer le facteur prédictif simple « PD-L1 tumoral »,
par I'algorithme de prédiction suivant, prenant en compte le PD-L1 tumoral et les deux
parametres additionnels.

Figure 29. Algorithme de prédiction proposé.
T+ : cellules tumorales PD-L1 positives ; ME+ : cellules du micro-environnement PD-L1 positives ; R : prédiction
de réponse ; NR : prédiction de non réponse ; NRAS WT : absence de mutation NRAS.

Cet algorithme peut se résumer ainsi :
- si positivité de PD-L1, exclusivement ou a prédominance, tumorale : prédiction de réponse ;

- si positivité de PD-L1, exclusivement ou a prédominance, micro-environnementale :
prédiction de réponse si mutation NRAS, prédiction de non réponse si non muté NRAS ;

- si négativité de PD-L1, tumorale et micro-environnementale : prédiction de non réponse.

La non réponse associée a l'expression micro-environnementale préférentiellement

macrophagique de PD-L1 pourrait étre liée a une régulation cytokinique différente. En effet,

I’expression tumorale de PD-L1 surviendrait plutot suite a une activation immunitaire et une

production de cytokines de type Thl dont linterféron gamma, alors que I’expression

macrophagique de PD-L1 serait plutét médiée par I'lL10, cytokine ambivalente a tendance

immunosuppressive'®®. Taube et coll. ont de plus décrit un nombre plus élevé de
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checkpoints moléculaires coexprimés par les cellules PD-L1 positives du micro-
environnement comparées aux cellules tumorales PD-L1 positives!®,

IV.C Dynamique spatiale et temporelle du profil d’expression bi-

composante de PD-L1

Nous avons observé une grande variabilité inter- et intra-individuelle de I'expression
tumorale et micro-environnementale de PD-L1, ceci avait déja été rapporté par Madore et
coll.2>8 et Tumeh et coll.**’. Chez les non répondeurs en revanche (tous NRAS sauvages dans
notre série), nous avons observé une étonnante constance du profil d’expression bi-
composante de PD-L1 : caractérisé par une expression tumorale constamment négative ou
inférieure a I'expression micro-environnementale (chez 9 patients non répondeurs sur les
11). Cette observation n’a a notre connaissance jamais été rapportée.

Cette observation suggéere l'intérét d’une évaluation itérative et répétée du statut PD-L1
chez un patient donné, afin d’en évaluer la cinétique d’expression tumorale de PD-L1 qui, si
elle est nulle, avec un « PD-L1 tumoral » constamment nul ou inférieur au « PD-L1 micro-
environnemental » n’inciterait pas a prescrire un anti-PD-1 en monothérapie.
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IV.D NRAS et immunothérapie

Nous avons pu observer, dans un cas de maladie biclonale mise en évidence a |'occasion
d’une réponse dissociée a un traitement anti-BRAF (avec un clone muté BRAF et un clone
muté NRAS), une levée de la réponse dissociée lors I'immunothérapie par Ipilimumab
(entrainant une réponse partielle homogéne) et une réapparition de la réponse dissociée
lors de I'immunothérapie consécutive par anti-PD-1. Ceci suggére un effet différent de ces
deux types d’immunothérapies sur les mélanomes porteurs des mutations oncogéniques
NRAS et BRAF, et renforce I'hypothése du lien particulier entre immunothérapie par anti-PD-
1 et mutation oncogénique. Nous émettons |'hypothése d’un immunogénicité plus
importante des néo-antigénes NRAS en comparaison avec les néo-antigenes BRAF, mais
notre étude ne permet pas d’explorer cette piste. Les études pivots évaluant le Nivolumab et
le Pembrolizumab n’apportent malheureusement pas plus d’éléments de réponse, car il n'y
a pas eu de stratification en fonction du statut mutationnel NRAS. Nous pouvons seulement
dire que la stratification selon le statut mutationnel BRAF n’a pas permis de mettre en
évidence de différence significative de réponse entre les sous-groupes BRAF muté et non
muté.

Nous avons de plus observé dans un autre cas, un phénomeéne possible de sélection clonale
lors de I’échappement a I'immunothérapie par anti-PD-1, au cours duquel est apparu un
clone ayant perdu une mutation NRAS initialement présente. Ceci suggere que la perte de la
mutation NRAS pourrait favoriser I’échappement de la tumeur a I'anti-PD-1. Une fois de plus
notre étude ne permettait pas d’évaluer cette hypothése. Une sensibilité accrue aux
immunothérapies des mélanomes métastatiques mutés NRAS a déja été décrite. Joseph et
coll. ont ainsi rapporté en 2012 un taux de réponse a I'lL2 de 47% chez les patients mutés
NRAS contre seulement 12% en l'absence de mutation NRAS'®. De meilleurs taux de
réponse a I'immunothérapie au sens large ont également été rapportés par Johnson et coll.,
dans une étude rétrospective de 229 patients ou la réponse a lI'immunothérapie était
analysée en fonction du génotype?®. Les trois principales immunothérapies des lignes
métastatiques étaient étudiées, a savoir : I'IL2, I'lpilimumab, et les anti-PD-1 ou anti-PD-L1.
Le gain lié a la mutation NRAS était particulierement marqué dans la cohorte anti-PD-1/anti-
PD-L1, avec un accroissement du taux de réponses estimé a 73% en cas de mutation NRAS
contre seulement 35% en I'absence de mutation NRAS. Dans cette analyse rétrospective, le
gain lié a la mutation NRAS lors d’un traitement par Ipilimumab était moindre mais présent
(42% versus 18% de bénéfice clinique en présence d’une mutation NRAS versus en |'absence
de mutation NRAS) et il n’était pas retrouvé lors d’un traitement par 1L22%°,

82



IV.E NRAS et macrophages
A notre connaissance, la nature mécanistique du lien suspecté entre mélanomes mutés
NRAS et sensibilité aux immunothérapies en particulier de type anti-PD-1, n’a cependant pas
été élucidée ; nous suggérons qu’il puisse se trouver dans le micro-environnement PD-L1
positif, qui est essentiellement composé de macrophages.

De fagon troublante dans le cas de maladie biclonale décrit ci-dessus, nous avons observé
dans le méme ganglion métastatique, deux profils tres différents d’infiltrats
macrophagiques.

Un technique bioinformatique multimodale complexe d’immunoprofiling récemment
publiée?%!, intégrant des données de transcriptomique, de protéomique visant a caractériser
les interactions protéiques et des données immunohistochimiques d’infiltrats
immunologiques, rapporte que dans les mélanomes mutés NRAS, les lymphocytes T
cytotoxiques ont des interactions significativement plus importantes avec les macrophages
(et d’autres cellules de la lignée myéloide telles que les cellules dendritiques et les
mastocytes), comparés aux mélanomes mutés BRAF (figure 30).

Figure 30. Réseau d’interaction des lymphocytes T cytotoxiques infiltrant les mélanomes avec les autres
cellules immunitaires en fonction du statut mutationnel tumoral.
Clancy et coll. BMC Bioinformatics 20162%!

Nos résultats sont concordants avec cette publication et pourraient expliquer, au moins en

partie la valeur prédictive de réponse thérapeutique du micro-environnement PD-L1 positif
gue nous avons observée en cas de mutation NRAS.
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V. CONCLUSION

Nous rapportons une faible valeur prédictive de la réponse thérapeutique aux anti-PD-1 du
marquage PD-L1 lorsqu’il est évalué exclusivement sur les cellules tumorales, y compris en
tenant compte du type d’expression (membranaire versus cytoplasmique) et de l'intensité
de I'expression.

Nos résultats montrent en contrepartie que I'analyse du patron d’expression de PD-L1
(péritumorale versus globale), et que la prise en compte des composantes cellulaires
exprimant PD-L1, combinée au statut mutationnel NRAS, semble améliorer la valeur
prédictive du marquage PD-L1 sur la réponse thérapeutique a une monothérapie par anti-
PD-1.

Bien que notre étude ait été conduite de maniere rétrospective sur une courte série, nos
résultats suggérent qu’il serait peut-étre important d’analyser I'expression multi-
composante du PD-L1 sur plusieurs préléevements de maniére a mieux définir les patients
susceptibles de recevoir le traitement.

Nous proposons un algorithme de prédiction prenant en compte ces différents parametres,
qui semble améliorer les performances prédictives du « PD-L1 tumoral » seul.

Sous réserve d’une validation ultérieure, I'algorithme proposé présente l'intérét d’étre
facilement applicable en routine clinique, ne requérant que I'immunomarquage PD-L1 et la
prise en compte du statut mutationnel NRAS qui est déja réalisé en pratique courante.

L'application de cet algorithme nécessite toutefois de distinguer macrophages PD-L1 positifs
et cellules tumorales PD-L1 positives, ces deux populations cellulaires PD-L1 positives
n’ayant pas les mémes significations prédictives et étant parfois difficiles a distinguer.
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Etude pilote de I’évaluation multi-composante de
I’expression tumorale et micro-environnementale de
PD-L1 en tant que facteur prédictif de réponse dans

les mélanomes traités par inhibiteurs de PD-1.

RESUME :

La valeur prédictive insuffisante de 1’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ne
permet actuellement pas d’utiliser ce marqueur comme facteur prédictif de réponse aux anti-
PD-1 dans la prise en charge courante des mélanomes métastatiques. Nous avons mené de
facon rétrospective sur 21 patients, une étude pilote d’évaluation multi-composante de
I’expression de PD-L1. Nos résultats suggerent que ’analyse du patron d’expression de PD-
L1 (péritumorale versus globale), et que la prise en compte des composantes cellulaires
exprimant PD-L1, combinée au statut mutationnel NRAS, semblent améliorer la valeur
prédictive du marquage PD-L1 sur la réponse thérapeutique a une monothérapie par anti-PD-
1. Nos résultats suggerent de plus qu’il serait peut-&tre important d’analyser 1’expression
multi-composante de PD-L1 sur plusieurs prélévements de maniére a mieux définir les
patients susceptibles de recevoir le traitement. Nous proposons un algorithme de prédiction
prenant en compte ces différents parametres, qui semble améliorer les performances
prédictives du « PD-L1 tumoral » seul. L’algorithme proposé présente 1’avantage d’étre
facilement réalisable, ne nécessitant qu’un immunomarquage PD-L1 et la détermination du
statut mutationnel NRAS.
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