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A Alain, merci pour tes discussions qui animent les repas dominicaux, merci pour héberger
tout mon bazar dans ton garage (promis je vais m’en occuper), merci pour cette apres-midi a
la pose des rideaux, pour ton écran d’ordinateur qui m’a bien aidé pour mon recueil de
données.

A mes amis,

A ma Zaza, se perdre dans les couloirs a la recherche de son TD a du bon. Et nous voila 10
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d’intégration, les nombreuses margaritas au Texxas café, ce WED ou tu m’as « bordé », nos
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avant de débarquer en terre toulousaine...), notre escapade londonienne, tes conseils toujours
pertinents et bienveillants. Tu es brillante et je ne doute pas de ta réussite. Merci pour notre
amitié, je n’ai qu’un souhait que celle-ci dure encore de nombreuses années.
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avait déserté), pour ton écoute attentive quand c¢a ne va pas, pour tes qualités humaines qui
feront de toi une pneumologue merveilleuse, pour ta générosité, pour ton hale espagnol
magnifique (oui mais bon attention au soleil quand méme), pour ces quelques jours a
Messanges et Ax, pour ton ceil de photographe. Une page se tourne et la nouvelle est pleine de
projets. Je suis tellement heureuse que I’on soit ensemble a Castres.

A ma Bombas, Merci d’étre toi, merci d’étre a I’écoute, merci pour ton autodeérision, pour ton
moral toujours au top, pour ton énergie folle, pour ta simplicité, pour nos tentatives pour
comprendre la psychologie masculine, pour ton soutien sans faille. Cette année a été pour toi
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A ma Cecile, 14 ans et c’est toujours une joie de se retrouver. Souvenirs de nos pauses du
midi a Fabert, ces vacances toulousaines a Eaunes (finalement tout me ramene a Toulouse) et
a Barcelone, nos balades dans Paris. Merci pour ta générosite, ton ouverture d’esprit, toutes
ces heures de discussions, ces belles découvertes parisiennes et celles a venir. Ton amitié
m’est precieuse.

A ma Sophie, merci pour tes petites attentions, la fagon que tu as de toujours faire en sorte
que les gens se sentent bien, pour tes conseils bienveillants, pour le partage de la chambre au
cap ferret, pour m’avoir fait découvrir ton Pays-Basque chéri, le lac bleu, le russe, artiga, pour
tes « discussions » nocturnes amusantes malgré toi. Merci aussi pour I’organisation de ces

12



derniéres vacances ou tout était parfait. J’aimerais que les allers-retours Toulouse-Bordeaux
soient plus fréquents.

A Popo, merci pour ton rire communicatif, la fagcon que tu as de ne pas te prendre au sérieux
et nos fous-rires. Merci d’étre revenue a Toulouse pour ces 6 mois. Merci de m’avoir motivée
pour I’aquabike. Maintenant il faut vite que tu finisses cet internat au plus vite et que tu
reviennes travailler & Toulouse pour que je t’adresse mes patients.

A Mariechoue, pour ta gentillesse, notre amour commun pour les bons restos, tes talents de
photographe. Ta force de caractére et ton parcours sont impressionnants et forcent
I’admiration. J’ai hate de venir te voir en terres aveyronnaises.

A mon Manu, comme j’aime nos discussions et ta curiosité de tout. Merci pour tes attentions,
ton humilité et ta générosité. Quelle chance de partager ces trois derniers mois a tes cotés. Je
suis triste quand je pense a novembre mais quelque chose me dit que nous nous retrouverons
plus vite que nous le pensons.

A Floflo, merci pour les soirees a ton appart a Saint-Michel (méme si je persiste a penser que
clairement la salle de bain était trop loin du canapé cette soiree-1a), vivement les barbecues
d’été chez vous.

A Ducapus, car tu es la personne la plus conciliante que je connaisse, merci pour la facon que
tu as de te plier en 4 pour satisfaire tout le monde, pour I’organisation sans faille de nos
derniéres vacances, pour ce weekend ariégeois, pour ton coaching pendant les randonnées (tu
peux le dire maintenant qu’on était perdu), pour arriver a supporter toutes les nanas, pour les
soirées a ton appart, pour avoir toujours une bouteille de vin blanc dans ton frigo.

A Lucille, pour ta douceur et ta gentillesse.

A Anais, pour tes fous-rires qui font du bien au moral, ton naturel et ton auto-derision.

A Barty, merci pour les nombreux « au Ramiers », ca me mangue.

A Popi, pour le partage du canapé lit chez Flo et pour ta bonne humeur communicative.
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Et a tous les copains de I’externat, Margote, Marie, Quentin, Lucie, Vincent, Laurence,
Guillaume on a souffert avec ce concours mais surtout on a ri, on a dansé, on a chanté...
Parce que méme si depuis 4 ans on s’est un peu éloigné je n’oublie pas tous ces bons
souvenirs qu’on a partagés.

A Candice, tu es un amour de nana ! Merci pour ton soutien. Je suis heureuse de voir que tu
as trouve ta voie. J’espere que Nnous nous reverrons tres vite.

Aux colocs auscitains, Leila, Nicolas, Robin et Sarah, merci pour ce semestre. Merci pour
les discussions, les barbecues, les cocktails, cette soirée trop arrosée (Nico j’ai une dette
envers toi pour le ménage du lendemain...), les pancakes, les repas partagés (finalement on a
fait que manger je crois), pour cette chambre au premier étage et pour nos retrouvailles
périodiques.

A Lauriane, merci ton écoute bienveillante sans jugement aucun, pour ta discrétion, ton
empathie, les découvertes gastronomiques toulousaines.

A Chloe et Isa, les super nanas du 5B. Merci d’avoir été la pour ce semestre qui est passée
creme grace a vous, merci pour les brunchs, nos retrouvailles qui font du bien au moral, pour
toutes nos discussions de tout et de rien passées et a venir.

A mes co-internes qui ont fait de cet internat un souvenir merveilleux

A ma petite Maella, merci pour d’avoir éte toujours la, merci pour ton oreille attentive, merci
d’avoir partagé mes peines et mes joies, merci pour ton soutien sans faille, merci pour tes
conseils avisés, merci pour tous ces potins... Souvenirs des JDP, des DES arcachonnais, des
weekends a Suduiraut, de nos conflits d’intéréts... Tu es toujours partante pour tout et avec le
sourire. Merci pour tout ce que tu m’as apporté pendant ces 4 ans. Ces 3 mois a venir sans toi
vont étre difficiles !!

A ma Lisa, quel bonheur que tu aies choisi la dermatologie. Toujours le moral au top méme
quand tu rales c’est avec le sourire. Merci pour ton soutien, merci pour ces 4 années car
malgré ton emploi du temps charge tu as toujours eté la pour moi. J’admire la fagcon avec
laguelle tu as réussi a continuer a vivre ta passion pour la danse et ton internat. Merci d’étre
toi simplement. Tu m’as beaucoup manque ces 6 derniers mois.

14



A Aysha, que de bons moments partagés. Merci pour ton extréme gentillesse, ta douceur et ta
discrétion, ton caractére tellement accommodant, ton humilité toujours, tes avis éclairés en
consultation, tes petits sms de soutiens qui font du bien. J’admire tes compétences et la fagon
dont tu as pris confiance en toi. Tu vas énormément me manquer.

A Richette, toujours posée, réfléchie et jamais stressée, que c’est apaisant de travailler avec
toi. Nostalgie de ce weekend a Angers avec notre mascotte photobio et ce repas chez rémi.

A Fifi, merci pour ton adorabl-itude ! merci pour ton naturel, merci pour la fagon dont tu te
mets en quatre pour accommoder les autres, merci pour ton ecoute, pour ton humilité, ton
altruisme.

A Chloé, nous n’avons pas eu I’occasion de travailler ensemble mais merci pour ton rire qui
résonne toujours dans les couloirs de Larrey.

A Clot, merci pour ton humour, ton naturel décontracté, merci de partager tes derniers achats
modesques qui me font vivre par procuration quand mon compte en banque est limite, merci
pour ton soutien, pour I’organisation de ce post-DES (triple pouces levés 1), pour partager
mon amour des vidéo youtube a la con, pour ton sexy body sans fitness et ton bronzage
permanent. Merci d’avoir choisi la team dermato toulousaine car sans toi ¢a n’aurait pas été
pareil !

A Elinette, pour ta douceur, ta gentillesse qui font du bien quand ¢a ne va pas. C’est un
bonheur de travailler avec toi.

A Flo, a notre amour déchu qui avait pourtant si bien commencé sur cette dune pres
d’Arcachon. Merci pour ton humour. Merci de supporter toutes ces nanas et de nous rappeler
qu’il n’est jamais bon de se prendre au sérieux.

A Marie, merci pour ton brin de folie, ta spontanéité (et c’est peu dire), ta vivacité d’esprit.

A ma Fradette, merci pour ta bienveillance de chaque instant, pour ta bonne humeur
inébranlable, pour ton soutien qui m’a éte tellement précieux toute cette année, pour les
citrons (il va falloir s’y remettre avant I’hiver), pour les sushis, pour le thc et pour tout ce qui
va arriver... Heureusement que tu seras avec moi pour les 6 mois a venir !!
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A Guigui, pour ton rire, pour ton énergie, pour ta capacité a faire abstraction et ta force de
caractére que j’admire, pour ton cote tres fleur bleu.

A Marion G, merci pour ces 3 mois qu’on a partagé, merci pour ta spontanéité, ton
autodeérision, ton humour, ta fagon de dédramatiser toutes les situations, merci pour ton
aide de tous les instants.

A Julie, merci d’avoir fait un passage en dermato mais quel dommage que tu ne sois pas
restée. Merci pour ta bonne humeur, ton rire et nos discussions.

A petite Clot, nous n’avons pas eu I’occasion de travailler ensemble mais j’aurai beaucoup
aimé.

A Kader pour ta gentillesse de tous les instants et ce grand parapluie.

A Majed, merci pour ta générosité, pour les « caaaa vaaaa Juliette ?? », ta bonne humeur et la
facon que tu as de trouver du positif dans tout.

A Shatha, merci pour ta gentillesse et pour ton soutien.

Et encore merci,

A Léonor et Mathieu qui m’ont énormément aidé pour cette thése, un chaleureux merci.
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Partie 1: Limmunothérapie anticancéreuse
par ipilimumab

1 Immunothérapie des cancers : Données générales

1.1 L'origine du concept thérapeutique

L’immunothérapie anti-cancéreuse, définie comme [’utilisation des reponses
immunitaires de I’hGte pour lutter contre les tumeurs, a été introduite a la fin du XIXéeme
siécle par William B. Coley, qui aprés avoir constaté plusieurs cas de régression tumorale
spontanée chez des patients ayant développé un érysipele, tenta d’injecter une culture
bactérienne (streptocoques pyogenes et serratia marcescens) dans les tumeurs de plusieurs
patients avec des résultats sporadiques trés peu reproductibles.

1.1.1 Concept d'immunosurveillance et découvertes des antigenes
tumoraux

Le concept d’immunosurveillance a été décrit pour la premiére fois par Ehrlich en
1909 qui suggera que les cellules tumorales étaient en permanence reconnues et éradiquées
par le systtme immunitaire avant méme que toute manifestation clinique apparaisse. Ce
concept fut redéfini, dans les années 1950, par Burnet® qui confirma I’idée selon laquelle les
lymphocytes pouvaient agir comme des sentinelles capables d’identifier et détruire toutes
cellules transformées. Dans les années 90, la caractérisation des néo-antigenes 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 caractére hautement immunogéne comme en témoignent :

- L’existence de phénoménes de régression spontanée®, marqués, & I’examen
anatomopathologique, par la présence d’un infiltrat lymphocytaire T* et qui
explique la survenue de metastase de mélanome de primitif inconnu.

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

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



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

- I’identification de lymphocytes T circulants capables de reconnaitre
spécifiquement des antigénes tumoraux associés au mélanome™'.

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

Cependant, malgre 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.

1.1.2 Concept d'immunoediting

L’échec des stratégies d’immunothérapie conventionnelle et le développement de
tumeurs chez des sujets immunocompétents attestaient de I’incapacité pratique 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
systéme immunitaire-cellules tumorales.

Une découverte déterminante va alors élargir le concept d’immunosurveillance a celui
d’immunoediting. Dans une étude publiée en 2001, Shankaran et al'* démontrérent que les
tumeurs qui se développaient au contact d’un systeme 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’hétes immunodéprimes étaient
peu modifiées par le systtme immunitaire et donc fortement immunogénes tandis que les
tumeurs issues d’hotes immunocompétents avaient « mutées» afin d’échapper a la
reconnaissance immunitaire antitumorale. Ainsi, I’idée selon laquelle le systéme immunitaire
ne protege 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 sélectionnant des
mutants résistants. 1l est probable que ce phénomene survienne de fagcon continue néanmoins
I’effet majeur du processus semble prédominer lors de la phase précoce de la croissance
tumorale, quand la tumeur est histologiquement, mais non cliniqguement, détectable. Il en
résulte que I’immunogeénicité de la plupart des tumeurs diagnostiquees a déja ete altéreée.



Figure 1: Emergence du concept d’immunoediting. 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 immunodéfientes (ID) injectées a ces mémes souris 1C sauvages sont détruites par le systéme 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 mars 2011**

L’immunoediting est donc un processus dynamique impliquant a la fois le systéeme
immunitaire inné et adaptatif et caractérisé par trois phases : élimination, éequilibre et
échappement. (Figure 2). 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 systtme immunitaire sélectionne et favorise la génération de cellules tumorales
ayant la capacité de survivre a une attaque immunitaire ; ¢. échappement : la tumeur finie par échapper
au systéme immunitaire. Cellules tumorales en développement (bleues), variants tumoraux résistants
(rouges), stroma et cellules saines (grises), variants tumoraux résistants additionnels fig. c. (oranges).

Dunn et al, Cancer immunoediting: from surveillance to tumor escape Nature immunology 2002"°
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1.1.2.1 L’élimination (Figure 3)

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 (lymphocytes NK, lymphocytes T y8, macrophages et cellules dendritiques)™ ™. Les
débris cellulaires résultant de I’action des différentes cellules du systéme immunitaire sont
ingérés par les cellules dendritiques qui les transportent vers les ganglions lymphatiques afin
de stimuler 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.

Melanoma

\ , Activated
‘ ' mature DC

o

}gl)dn

Migration from

Migration to lymph node

lymph node

Figure 3: La phase d’élimination : Smyth et al A fresh look at tumor immunosurveillance and
immunotherapy, nature immunology 2001*

1.1.2.2 La phase d’équilibre

La phase d’équilibre est un état d’homéostasie entre destruction et survie tumorale.
Les lymphocytes exercent une pression de sélection suffisante pour contrdler la prolifération
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tumorale mais insuffisante pour éradiquer le lit tumoral. Koebel et al'®, 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’equilibre seule
Ilimmunité adaptative était mise en jeu. Les anticorps inhibant les fonctions NK ne
favorisaient 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 darwinienne, la plupart des variants tumoraux ayant initialement
échappé a I’'immunosurveillance sont déetruits mais de nouveaux variant 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’antigenes tumoraux ou de molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH)™,
- augmentation de I’expression de molécules anti-apoptotiques (bcl-2, c-flip...),

- production de molécules immunosuppressives (transforming growth factor £
(TGFB)®, IL-10, PGE2, IDO (Indoleamine 2,3-DiOxygenase™)),

- recrutement dans le microenvironnement tumoral de cellules suppressives
(lymphocytes T régulateurs®, cellules myéloides suppressives (MDSC) %...) ,

- expression de molécules (Fas-L, PD-L1..) favorisant I’apoptose des lymphocytes®.

1.1.2.3 L’échappement

L’echappement est la phase finale de la progression tumorale. Les cellules tumorales
survivantes les plus agressives et les moins immunogenes vont alors se multiplier de fagon
incontrélée.

1.2 Découverte du CTLA-4 et de son intérét en thérapie anti-
cancéreuse

Ainsi, le concept d’immunoediting a permis de comprendre que des lors que la tumeur
se développe, elle est envahie par de multiples acteurs du systeme immunitaire qui vont
faconner son microenvironnement. Certaines de ces populations cellulaires (lymphocytes
régulateur, MDSC, cytokines...) vont rendre ce microenvironnement moins favorable aux
lymphocytes T effecteurs. Cependant la transition de la phase d’élimination a la phase
d’équilibre ne dépend pas seulement du contrdle extrinseque exercé par ces populations
cellulaires sur les T effecteurs mais également d’un ensemble de molécules de costimulation
dénommeées « checkpoint immunologiques ».
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1.2.1 Les checkpoints immunologiques ou « points de controle »

La découverte des mécanismes a la base du concept d’immunoediting a permis
d’identifier de nouvelles molécules dénommées « checkpoints immunologiques » ou « points
de controle ». 1l s’agit d’un ensemble de récepteurs et ligands dont le réle est de moduler
I’activation et d’orienter les réponses des lymphocytes T effecteurs (Figure 4). L’un des
premiers décrits est le cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4), régulateur
négatif de I’activation lymphocytaire dont le role est de bloquer la réponse immunitaire une
fois qu’elle est enclenchée afin de ne pas provoquer de réponses excessives de type auto-
immunité par exemple.

Figure 4 : les checkpoints immunologiques : molécules costimulatrices ou co-inhibitrices régulant les
interactions entre les cellules T, les cellules présentatrices d’antigéne, macrophage.

Ott et al CTLA-4 and PD-1/PD-L1 Blockade: New Immunotherapeutic Modalities with Durable
Clinical Benefit in melanoma patients.?
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1.2.2 CTLA-4 : activité biologique

Le CTLA-4 (CD152), est une molécule appartenant a la superfamille des
immunoglobulines, codée par un géne situé sur le bras long du sur le chromosome 2 (2933)
2627 "son role dans la régulation négative de I’activation lymphocytaire a été démontré par
I’utilisation d’anticorps monoclonaux et I’étude des souris déficientes en CTLA-4. Ces
derniéres décédérent rapidement, a la 3*™-4°™ semaine de vie, des suites de maladies auto-
immunes severes, en particulier myocardite et pancréatite secondaires a la prolifération
massive et I”infiltration multi-organique de lymphocytes T autoréactifs 2%

1.2.2.1 Réle des molécules de co-stimulations dans I’activation lymphocytaire

L’activation complete des lymphocytes T naifs requiert deux signaux de prolifération
distincts® :

- Le signal 1 est antigene-spécifique et correspond a I’interaction du récepteur
T (TCR) avec le complexe formé par une molécule du CMH et I’antigene

(Ag).
- Le signal 2 dépend de la reconnaissance de molécules de co-stimulation se
trouvant sur les cellules présentatrices d’antigene (CPAQ) professionnelles.

Les molécules de co-stimulation les mieux définies pour les lymphocytes T sont deux
protéines apparentées : B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86)*, elles sont reconnues par le récepteur
CD28 exprimeés par tous les lymphocytes T. Les signaux provenant de la liaison du CD28
aux protéines B7 agissent conjointement aux signaux généreés par la reconnaissance du
complexe CMH-antigéne (Ag) /TCR et sont nécessaires pour initier les réponses des
lymphocytes T naifs. En I’absence d’interaction entre CD28 et B7, I’engagement CMH-
AQ/TCR isolément conduit a une absence de réponse des lymphocytes (anergie). Ce
mécanisme concourt a la tolérance périphérique des lymphocytes T et a la prévention des
réponses immunitaires dirigees contre les antigenes du soi. Lorsque le complexe B7 se lie au
CTLA-4 lymphocytaire aprés reconnaissance CMH-AgQ/TCR, il y a activation d’une voie de
signalisation inhibitrice de I’activation et de la prolifération lymphocytaire. (Figure 5)
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Figure 5 : Fonctions des molécules de co-stimulation sur I’activation cellulaire T. A. L’absence ou le
nombre insuffisant de molécules de co-stimulation exprimé par les CPAg a I’état de repos empéche
toute activation lymphocytaire (anergie). B. Les pathogénes et cytokines issues de I’activité de
I’immunité innée stimulent I’expression, par les CPAg, de molécules de co-stimulation dont la molécule
B7. Les CPAg sont alors capables d’activer les lymphocytes T naifs.

Abbas et al Cellular immunology Eighth edition

1.2.2.2 CTLA-4 distribution cellulaire

L’expression du CTLA-4 est tres majoritairement retrouvée sur les lymphocytes T.
Elle a également été mise en évidence sur d’autres cellules immunes (les lymphocytes B
activés®, les monocytes* et cellules dendritiques matures*?), mais aussi des fibroblastes®,
des cellules musculaires** et des tumeurs dont le mélanome***®,

Le CTLA-4, lie via son domaine extracellulaire, les protéines B7, avec une plus forte
affinité que le CD28*"*®. De maniére & respecter un role 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’apres leur activation. Sur les lymphocytes T
régulateurs (Treg) il est exprimé de facon constitutionnelle®®.

1.2.2.3 Mécanismes d’action du CTLA-4 : activités inhibitrices intrinseque et
extrinseque

Les mécanismes précis par lesquels le CTLA-4 exerce son activité inhibitrice sont
toujours discutés. Deux mécanismes sont évoques :

- Une activité inhibitrice directe sur les T effecteurs (cellulaire intrinséque -cis)
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- et indirecte via les T régulateurs et les cellules présentatrices d’antigenes.
(cellulaire extrinséque-trans).>*

1.2.2.3.1 Activite inhibitrice intrinseque du CTLA-4 (lymphocytes T effecteurs) (figure 6)

Plusieurs mécanismes cellulaires associés a I’activité inhibitrice intrinseque du CTLA-
4 ont été évoqués :

- Genération d’un signal inhibiteur par le CTLA-4 compromettant la fonction
du TCR ou du CD28 et faisant intervenir le recrutement de phosphatases® ou
encore de PI3K>®. Aucune voie de signalisation cellulaire consensuelle n’a pu
étre mise en évidence.

- Liaison compétitive CTLA-4 / CD28 avec le complexe B7, en faveur du
CTLA-4 induit par I’activation lymphocytaire du fait d’une plus forte affinité
pour CD80 et CD86>*.

- Altération des capacités d’adhésion et d‘interaction des cellules T aux cellules
présentatrices d’Ag (CPAg) compromettant une liaison stable entre ces deux
acteurs immunitaires *°.

Figure 6 : Fonctionnement intrinséque du CTLA-4 : a. génération d’un signal inhibiteur ; b. compétition
avec le récepteur CD80/86 empéchant sa liaison avec CD28 ; c. Altération des capacités d’adhésion et
d‘interaction des cellules T aux cellules présentatrices d’Ag

adapté de Walker et al ; the ermerging role of CTLA4 as a cell extrinsic regulator of T cell responses.

1.2.2.3.2 Activité inhibitrice extrinséque via son expression sur les lymphocytes T
régulateurs (figure 7)

L activité inhibitrice intrinséeque du CTLA-4 n’explique pas la fonction activatrice du
CTLA-4 sur les lymphocytes T régulateurs o il est exprimé de facon constitutionnelle***°,
Differentes actions extrinseques du CTLA-4 ont été suggéreées :
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Stimulation de [I’activité enzymatique de I’indoleamine 2,3-dioxygenase
(IDO-1) responsable d’une inhibition de la prolifération cellulaire T par
interaction avec les CPAg >**'.

Stimulation de la production de cytokines régulatrices dont le but est
d’inhiber les CPAg et lymphocytes T (TGFp)™®

Epissage alternatif d’'un ARNm codant pour une molécule CTLA-4 soluble
sans domaine transmembranaire qui pourrait agir de maniére paracrine®®.
Réduction du niveau d’expression des molécules de co-stimulation CD80 et
CD86 sur les CPAg par les Lymphocytes T régulateurs. Ce phénomene serait
secondaire a un processus de trans-endocytose par lequel I’interaction du
CTLA-4 avec chacun de ses ligands pourrait étre a I’origine d’un transfert de
ligand des CPAg a des vésicules contenant des molécules de CTLA-4 sur les
cellules lymphocytaires T. Suite a cette endocytose les ligands seraient
dégradés dans les lysosomes. Ainsi, en plus d’entrer en compétition avec ses
ligands, le CTLA-4 pourrait également physiquement les supprimer®.

Figure 7 : Fonctionnement extrinseque du CTLA-4 : a. Stimulation de I’activité enzymatique de IDO-1
responsable d’une inhibition de la prolifération cellulaire T ; b. Stimulation de la production de
cytokines régulatrices inhibitrices des CPAg et lymphocytes T (tels que le Tumor growth factor f3
(TFB)) ; c. Epissage alternatif d’'un ARNm codant pour une molécule CTLA-4 soluble sans domaine
transmembranaire qui pourrait agir de maniére paracrine d. Réduction du niveau d’expression des
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 sur les CPAg.

Dapres Walker et al ; the ermerging role of CTLA4 as a cell extrinsic regulator of T cell responses.
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L’action du CTLA-4 dans le processus d’activation / inhibition des cellules de
I’immunité apres reconnaissance antigénique semble étre multiple.

1.2.2.4 Positionnement du CTLA-4 dans le cycle immunologique d’activation
lymphocytaire

L’une des caractéristiques les plus remarquables du systéme immunitaire est qu’il est
capable de répondre a une variété considérable de pathogenes sans pour autant réagir aux
antigenes de I’individu (soi). Cette absence de réponse est qualifiée de tolérance immunitaire
et est le résultat d’un processus de maturation complexe des lymphocytes T. La premiere
étape a lieu dans le thymus, ou les lymphocytes immatures proliférent et génerent un large
répertoire de TCRs via la recombinaison somatique de segments de génes codant pour les
régions variables du TCR. Le processus de selection commence alors et les cellules T avec
une forte réactivité aux antigenes du soi sont détruites dans le thymus. Cette étape est
dénommée tolérance centrale®. Cependant ce processus est imparfait et des cellules T
autoreactives vont alors migrer vers les organes lymphoides secondaires. La destruction de
ces lymphocytes T autoreactifs (tolérance peériphérique) fait intervenir plusieurs molécules
dont le CTLA-4.

Les cellules tumorales développent, lors de la phase d’equilibre, des moyens
d’échapper au systeme immunitaire. Ainsi I’absence de réponse cellulaire T aux antigenes
tumoraux présentés par les CPAg dans les ganglions péripheriques peut s’expliquer, en partie,
par le détournement, par la tumeur, des mécanismes de tolérance périphérique. Au niveau du
ganglion, les antigenes dérivés du mélanome primitif sont présentés par les cellules
présentatrices d’antigéne aux lymphocytes naifs. La reconnaissance de I’antigéne par un
lymphocyte naif induit son activation. Le CTLA-4 apparait alors 24 a 48 heures apres, et en se
fixant a B7 exprimé sur la cellule présentatrice d’antigene, entraine une désactivation
lymphocytaire en empéchant la production d’IL-2 et la progression cellulaire.’* Ainsi le
CTLA-4 régule I’activation des lymphocytes T durant leur interaction initiale avec les CPAg
dans le compartiment ganglionnaire lors du priming lymphocytaire. A I’inverse, le PD-1, une
autre molécule de co-stimulation inhibitrice, cible des inhibiteurs des checkpoints
immunologiques de deuxieme genération (nivolumab et pembrolizumab) joue un role, plus
tardif, apres I’activation des lymphocytes T, et de fagon prédominante dans les tissus
périphériques ®. (Figure 8)

18



Figure 8 : Deux sites d’action distincts pour le CTLA-4 et PD-1.

A. Aprés apprétement des antigenes tumoraux (TAA), les cellules de Langerhans et autres cellules
présentatrices d’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 deuxieme signal dit de costimulation via
I’intéraction 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 mise en jeu. Ce phénoméne
survenant 24-48 heures aprés amorcage des lymphocytes T.

C. En cas d’activation compléte, 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 fagon 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 Octobre 2013
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1.2.3 Inhibition pharmacologique du CTLA-4 dans la synapse
immunologique

1.2.3.1 Etudes pré-cliniques de l'Intérét du blocage du CTLA-4 par anticorps
monoclonaux en immunothérapie anti-cancéreuse

Dans des modeles murins, une déficience constitutionnelle en CTLA-4 conduit a un
décés précoce par infiltration lymphocytaire auto-immune multi-organes massive?®°,
soulignant le réle essentiel du CTLA-4 en tant que régulateur négatif des réponses cellulaires
T médiees. De méme, il a été démontré qu’un blocage secondaire du CTLA-4 conduisait a
une augmentation des réponses lymphocytaires T**. Ce blocage était rendu possible grace & un
anticorps monoclonal formeé de la fusion du domaine extracellulaire de la molécule avec le

fragment Fc modifié d’un anticorps.

Dés 1996, des résultats en faveur d’un effet bénéfique du blocage du CTLA-4 sur
I’induction d’une immunité antitumorale durable étaient rapportés®. L’équipe de Leach et al
démontra que le blocage du CTLA-4 par un anticorps bivalent non stimulant pouvait accélérer
le rejet de tumeurs coliques de fagon durable.

Des cellules tumorales coliques exprimant le récepteur B7 étaient transplantées dans
des souris BALB/c. Deux groupes étaient traitées par injections intrapéritonéales itératives
d’anti-CTLA-4 ou anti-CD28 et un groupe contrble n’était pas traité. Toutes les souris du
groupe anti-CD28 et du groupe contrle développerent de petites tumeurs a croissance
progressive sur 5 a 10 jours qui regressérent secondairement, chez 8 des 10 souris, 23 jours
apres les injections. Les 2 tumeurs qui ne régresserent pas restérent stables pendant 90 jours.
A I’inverse, 3 des 5 souris traitées par anti-CTLA-4 développerent de tumeurs de trés petite
taille qui régressérent toutes complétement au 17°™ jour. Ces premiers résultats étaient
encourageants mais non spectaculaires puisque I’expression de B7 résultait en un rejet rapide
de la tumeur méme en I’absence de CTLA-4. Néanmoins ils confirmaient que les anti-CTLA-
4 n’empéchaient pas le rejet tumoral.

L’ équipe renouvela I’expérience avec des tumeurs n’exprimant pas B7 et observa cette
fois que toutes les souris non traitées ou traitées par anti-CD28 développérent
progressivement des tumeurs qui imposérent leur euthanasie au 35°™ jour de la
transplantation. A I’inverse, les tumeurs des souris traitées par anti-CTLA-4 régressérent
complétement apres une courte période de progression. Aucune récidive ne fut notée apres
une periode de 90 jours.

Enfin les auteurs ont cherché a déterminer si ce premier rejet conférait une immunité
prolongée et permettait une protection durable contre une seconde transplantation tumorale.
Les mémes tumeurs étaient alors & nouveau transplantées chez I’ensemble des souris déja
traitées. Toutes les souris contrbles développerent de fagon progressive des tumeurs a
croissance rapide contre une seule des souris préecédemment immunisée par anti-CTLA-4
démontrant que les anti-CTLA-4 pouvaient egalement induire une mémoire immunologique.
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Ainsi cette publication a démontré que la suppression du signal inhibiteur médié par le
CTLA-4 pouvait stimuler I'immunité antitumorale. Ces résultats furent par la suite confirmes
dans le cadre du mélanome avancé °*°’.

1.2.3.2 Mécanismes sous-tendant le réle anti-tumoral du blocage du CTLA-4 :
une action synergique sur les lymphocytes T régulateurs et effecteurs

Les lymphocytes T effecteurs étaient initialement considérés comme le compartiment
cellulaire cible principal®® des inhibiteurs du CTLA-4. Les modéles actuels plaident en faveur
d’un mécanisme d’action impliquant également les T régulateurs via leur déplétion ou la
limitation de leur fonction immunosuppressive.

Il a été démontré que I’efficacité optimale des anti-CTLA-4 n’était obtenue que par
une action synergique sur les lymphocytes T effecteurs et les lymphocytes T régulateurs®.
Les inhibiteurs du CTLA-4 seraient responsables d’une activation et d’une prolifération des
lymphocytes T effecteurs, et d’une deplétion des lymphocytes T régulateurs a I’origine d’une
augmentation du ratio intra-tumoral T effecteurs/T régulateurs.

Simpson et al®® se sont particuliérement intéressés aux mécanismes sous-tendant cette
augmentation du ratio des T effecteurs sur les T régulateurs. Leurs recherches ont montré que
I’action des anti-CTLA-4 se traduisait, au niveau du microenvironnement tumoral, par une
augmentation des T effecteurs et une réduction sélective des T régulateurs. Cette réduction
sélective s’explique, en partie, par I’expression d’une isoforme du récepteur au fragment Fc
des immunoglobulines G sur les macrophages M1 péritumoraux, le FcyRIV. Les macrophages
M1 porteurs du récepteur FcyRIV interagissent avec les anticorps anti CTLA-4 qui se lient au
récepteur CTLA-4 des lymphocytes T régulateurs. Cette liaison permet la destruction des
lymphocytes T régulateurs via un mecanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps (ADCC). Cette découverte souligne [I’influence de la composition du
microenvironnement tumoral sur I’efficacité de I’immunotheérapie.

2 Traitement du mélanome par inhibiteur du CTLA-4
(ipilimumab)

2.1 Efficacité

L’ipilimumab (IPI) a été la premiere immunothérapie a démontrer une amélioration en
termes de survie globale des patients atteints de mélanome avancé’® ",
Il a été évalué dans une étude randomisée en double aveugle conduit par Hodi et al7®

chez 676 patients porteurs d’un mélanome métastatique ou avancé non résecable et ayant déja
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recu un traitement systémique. 3 groupes ont été comparés : ipilimumab 3 mg/kg/jour plus
placebo (IP1+PCB), ipilimumab plus vaccin peptidique gp100 (IP1+gp100) ou gpl00 plus
placebo (IP1+PCB). La médiane de survie globale était significativement supérieure dans les
groupes IPI+PCB et IP1+gp100 en comparaison avec le groupe gpl00+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 IPI1+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 11l chez 502 patients non
traités. La survie globale était significativement augmentée avec I’ipilimumab (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’ipilimumab 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 efficacite jusqu’a présent jamais obtenue pour le traitement du mélanome,
ces 2 essais prouvaient en thérapeutique humaine la réalité du concept d’immunothérapie des
cancers.

2.2 Indications thérapeutiques

2.2.1 AMM, indications et posologie

L agence européenne du médicament (EMA) a accordé en 2011 une autorisation de
mise sur le marché (AMM) a I’ipilimumab pour le traitement du mélanome métastatique
(avancé) stade Il1 non résécable ou stade IV a la dose de 3 mg/kg toutes les 3 semaines pour
un total de 4 doses’.

2.2.2 Positionnement dans la stratégie thérapeutique

Lors de I’obtention de I’AMM en 2011, I’ipilimumab seule molécule a démontrer un
bénéfice en terme de survie dans le traitement du mélanome métastatique avancé pouvait étre
proposé en premiere ligne de traitement chez les patients porteurs d’un melanome
métastatique non résécable non muté BRAF.

Par la suite, deux nouvelles molécules, le nivolumab (NIVO) et le pembrolizumab
(PEMBRO), anticorps monoclonaux anti-PD1, un autre check point immunologiques exprimé
par les lymphocytes T, B et cellules myéloides majoritairement au niveau du
microenvironnement tumoral, ont obtenu une AMM en 2015.
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Par rapport & I’ipilimumab, le nivolumab’ (NIVO) et le pembrolizumab™ (PEMBRO)
ont démontré leur supériorité en termes de taux de réponses, survie sans progression et survie
globale. Ils sont donc désormais privilégiés en premiére intention chez les patients porteurs
d’un mélanome métastatique non résécable non muté BRAF.

Par ailleurs, outre la question de la place de chaque molécule dans la stratégie
thérapeutique, se pose la difficulté de savoir quelle est la sequence de prescription optimale de
ces différentes thérapeutiques. Les résultats de I’essai de phase 11 CheckMate 064" ont été
publiés en juillet 2016. Au total, 120 patients étaient randomisés dans 2 bras de traitement :
nivolumab monothérapie toutes les 2 semaines pendant 12 semaines suivi d’ipilimumab
toutes les 3 semaines pour 4 injections ou I’inverse ipilimumab suivi de nivolumab. En terme
de taux de réponse & la 25°™ semaine, I’administration de nivolumab puis ipilimumab semble
plus efficace avec 41 % de réponse contre 20 % en cas d’administration d’ipilimumab suivi
de nivolumab.

L’intérét de I’association des anti-CTLA-4 et anti-PD-1 a fait I’objet de plusieurs
études. L’essai CheckMate 067"° a comparé 3 bras de traitement : NIVO + IPI versus IPI
versus NIVO 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 étaient de 55 % contre 27 % pour I’ipilimumab seul. L’association nivolumab
et ipilimumab a été approuvée aux Etats-Unis en octobre 2015 mais n’est pas, pour le
moment, autorisee en France en dehors des essais cliniques.

Une autre perspective importante est celle du potentiel adjuvant de I’ipilimumab. La
molécule a obtenu une extension d’indication en traitement adjuvant chez des patients
porteurs d’un mélanome meétastatique de stade Il avec atteinte ganglionnaire > 1 mm apres
exérese chirurgicale compléte dont lymphadenectomie. Cette nouvelle indication s’appuie sur
les résultats d’un essai de phase 111"® démontrant que Iutilisation d’ipilimumab & la posologie
de 10 mg/kg permettait une réduction du risque de récurrence de 25 % par rapport au placebo.
La survie sans récurrence a 3 ans était de 46,5 % dans le groupe ipilimumab contre 34,8 %
dans le groupe placebo. L’étude a été menée chez 951 patients porteurs d’un mélanome
métastatique de stade IIl ayant bénéficie d’une exérése chirurgicale avec curage
ganglionnaire. Etaient exclus les patients présentant une atteinte ganglionnaire de moins de 1
cm de diametre ou des metastases en transit ou ayant regu un traitement systémique au
préalable. L ipilimumab était prescrit a la posologie de 10 mg/kg toutes les 3 semaines pour 4
injections puis tous les 3 mois pendant 4 ans. A cette posologie, outre la question du codt du
traitement, se pose le probléeme de la toxicité puisque 52 % des patients ont interrompu le
traitement du fait des effets indésirables et 55 % des patients ont présenté des effets
indésirables de grade 3-5 dont 5 en sont décédés. (1 %). Les résultats de I’essai de phase Il
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) 1609 qui compare les deux posologies
d’ipilimumab (3 et 10 mg/kg) a I’interféron a-2b devraient étre publiés d’ici 2 a 3 ans.
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2.3 Problématiques liées a l'utilisation de la molécule

2.3.1 Faible taux de réponse mais survie prolongée

Bien que le taux de réponses objectives a I’ipilimumab soit de I’ordre de 11 % dans les
études de phase 11179, pour les patients répondeurs il existe un bénéfice indéniable en termes
de survie a long terme.

Shadendorf et al’’, ont publié une méta-analyse de 1861 patients traités par
ipilimumab issus de 10 études de phase Il et 111 pour lesquelles les données de survie étaient
disponibles. Cette étude a rapporté une survie globale médiane de 11,4 mois (95% CI : 10,7 —
12,1), une proportion de 20 % de patients encore en vie a 3 ans et une survie de plus de 10 ans
chez un minime sous-groupe de patient (n=5).

Le taux de survie a 5 ans des patients de I’etude de phase |1l de Robert et al était de
18,2% (IC 95% : 13,6 — 23,4) pour les patients traités par ipilimumab plus dacardbazine
contre 8,8 % (IC 95% : 5,7% - 12,8) pour les patients traités par placebo et dacarbazine (p =
0,002)78,

Toutes ces données suggerent que I’ipilimumab permet des réponses durables et un
bénéfice notable en termes de survie chez un nombre réduit de patients.

2.3.2 Long délai d’action

Du fait de son mécanisme d’action immunomodulateur, les profils de réponse a
ipilimumab different de ceux observés avec les thérapeutiques cytotoxiques
conventionnelles dont I’action directement ciblée contre la cellule tumorale se traduit de
maniere linéaire sur le volume tumoral mesuré. Dans la plupart des cas, la réponse a
I’ipilimumab s’observe apres plusieurs semaines, parfois précédée d’une pseudo-progression
de la maladie ou d’une période de stabilité”*%. Ce phénomeéne peut s’expliquer par le temps
nécessaire au systéme immunitaire pour mettre en ceuvre une réponse effective et pose le
probleme de I’intérét de I’immunothérapie par ipilimumab chez les patients présentant une
tumeur a forte cinétique de croissance.

2.3.3 Nouvelles modalités de réponse imposant de nouveaux
criteres d’évaluation radiologique de la réponse au
traitement

L’évaluation radiologique de I’efficacité des thérapies ciblées a rapidement mis en
évidence les limites des criteres d’évaluation etablis sur la base de I’utilisation des agents
cytotoxiques conventionnels (World Health Organization-WHO et response evaluation
criteria in solide tumors-RECIST 1.1%%). En ce sens, de nouveaux critéres de réponse ont été
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proposés en 2009 sous la dénomination immune-related response criteria (irRC) d’apreés
I’observation des réponses radiologiques de 487 patients issus d’une étude de phase 1182,

Dans cette analyse, quatre profils de réponses favorables au traitement ont été définis.
(Figure 9). Les deux premiers similaires a ceux observés avec les thérapies cytotoxiques
conventionnelles a savoir :

- A. la diminution du volume des lésions cibles sans apparition de nouvelles lésions

- B. une stabilisation durable de la maladie (parfois suivie d’une diminution lente du
volume tumoral).

Deux patterns de réponse additionnels ont été observés :

- C. Une augmentation initiale de la masse tumorale suivie de la disparition complete de
la tumeur. Ce phénomene s’expliquant par I’infiltration, secondaire au traitement, du
microenvironnement tumoral et des métastases, par les lymphocytes T. Infiltration se
traduisant, a I’imagerie, par une augmentation artéfactuelle du volume tumoral comme
I’a démontré I’analyse histologique de biopsies tumorales®®®*. Le scanner ne
permettant pas de discerner I’inflammation de la maladie tumorale.

- D. Caractérisé par une diminution du volume tumoral de fagon concomitante a
I’apparition de nouvelles lésions qui régresseront par la suite. Ces nouvelles lésions
sont considérées comme étant des micrométastases, initialement infra-radiologiques et
révélées par I’infiltration lymphocytaire. La régression secondaire s’explique par le
temps nécessaire au sSystéme immunitaire pour monter une réponse antitumorale
effective.
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Figure 9 : Pattern de réponse aux anti-CTLA-4 : A, Regression des Iésions initiales ; B, maladie stable
suivie d’une décroissance lente du volume tumorale ; C, Réponse aprés une augmentation initiale du
volume tumoral ; D, réduction de la masse tumorale aprés apparition de nouvelles Iésions (N). Ligne du
haut : masse tumorale totale, ligne intermédiaire : masse tumorale des lésions initiales, ligne du bas :
masse tumorale des nouvelles Iésions.

Adapté de Wolchok et al ; Guidelines for the Evaluation of Immune Therapy Activity in Solid Tumors:
Immune-Related Response Criteria. Clin Cancer Res 2009

2.3.4 Toxicité

2.3.4.1 Concept d’effets indésirables d’ordre immunologiques (irAES)

L’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-CTLA-4 est responsable d’une
prolifération massive des lymphocytes T et de leur activation dans de multiples organes®s,
Cette activation excessive du systeme immunitaire est a I’origine d’effets indésirables d’ordre
immunologiques (immune related Adverse Events - irAEs) rapidement observes dans les
études de phases I a 111 chez 60 a 80 % des patients7085,
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2.3.4.2 Incidences des irAES et sévérité

Les irAEs concernent a divers degrés la quasi-totalité¢ de I’organisme. Les effets
indésirables dermatologiques a type de prurit et éruption maculo-papuleuse diffuse sont les
plus freqguemment rapportés avec I’ipilimumab et concernent 50 % des patients. Les éruptions
sont souvent moderées et apparaissent apres la premiére ou deuxieme injection. De rares cas
de rash séveres a type de syndrome de Stevens-Johnson ou nécrolyse épidermique toxique
sont rapportes chez moins de 1 % des patients.

Dans I’étude de Hodi et al’%, I’incidence des irAES était de 60 %. Les effets
indésirables de grade 3 et 4 (annexe 1) étaient rapportés chez 10 a 15 % des patients traites
par ipilimumab contre 3 % dans le groupe recevant uniquement gp100. Parmi les 14 déces
imputables a la molécule (2.1 %) seuls 7 étaient en lien avec I’auto-immunité. La peau et le
tractus gastro-intestinal étaient les plus organes les plus fréquemment toucheés. La diarrhee
était notée chez 27 a 31 % des patients, le prurit, les rashs et le vitiligo chez 43.5 % des
patients. Mc Dermott et al8¢ ont étudié le devenir des patients (n = 78) dont la survie a été
d’au moins deux ans: 6 patients présenterent des effets indésirables survenant plus de 70
jours apres la derniére injection d’ipilimumab. A I’exception d’un patient présentant une
colite de grade 11 tous les effets indésirables étaient de bas grade.

Dans I’étude de Robert et al”1, des effets de grade 3 ou 4 étaient notés chez 56.3 % des
patients recevant de I’ipilimumab et de la dacarbazine contre 27.5 % des patients recevant
uniquement de la dacarbazine. A noter que cette étude ne rapportait aucun déeceés lie au
traitement chez les patients traités par ipilimumab.

Dans une revue systématique de la littérature publiée en 2015, Bertrand et al. ont
cherché a mieux caractériser I’incidence et la nature des irAES survenant chez les patients
recevant un traitement par anti-CTLA-4 (ipilimumab et tremelimumab). 1265 patients issus
de 22 essais cliniques ont été inclus. L’incidence globale des effets indésirables d’ordre
immunologique était de 72 %. Par ailleurs, la survenue d’effet indésirable était corrélée a la
posologie avec une incidence de I’ensemble des irAES de 61 % pour I’ipilimumab 3 mg/kg
versus 79 % pour ipilimumab 10 mg/kg. Le délai moyen de survenue des effets indésirables
était d’environ 10 semaines mais trés variable selon I’organe affecté.

2.3.4.3 Traitements des irAES

Les thérapeutiques recommandées pour le traitement de ces effets indésirables
immunitaires sont les corticosteroides, plus rarement les anti-TNF-alpha (utilisés dans les
colites) ou encore le mycophenolate mofetil (pour les hépatites). A noter que I’utilisation de
corticostéroides ne semble pas interférer avec I’efficacité du traitement a long termes?. Pour
les patients qui développent des endocrinopathies, I’atteinte est trés souvent irréversible,
impliquant une supplémentation hormonale a long terme.

L’impact d’un antécédent personnel ou familial d’auto-immunité sur la survenue de
ces effets indésirables est sujet a controversesss89,
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2.3.5 Cotts

Pour I’ipilimumab le colt d’un flacon de 10 ml soit 50 mg de produit est de 3500 euros.
Ainsi, pour un adulte de 80 kg, le colt d’une perfusion a la posologie de 3 mg/kg/j. est estime
a 16 800 euros et le colt du traitement complet (4 injections) a 67 200 euros. A I’heure ou la
question du prix des médicaments est au cceur des préoccupations gouvernementales, la prise
en compte du codt therapeutique est devenu un facteur décisionnel dans la stratégie
thérapeutique.

2.4 Intérét de la sélection des patients potentiellement
répondeurs

L’identification de facteurs prédictifs de réponses aux anticorps monoclonaux est
aujourd’hui un enjeu majeur de la recherche en oncologie. Si I’immunothérapie a marquée un
tournant dans le traitement du mélanome meétastatique, la place précise des différentes
molécules dans la stratégie thérapeutique reste encore a déterminer, alors que les inhibiteurs
de checkpoint immunologique de seconde génération sont désormais accessibles en
pratique®®*. L’intérét est multiple :

- premiérement identifier les potentiels répondeurs afin de leur proposer la

molécule la plus adaptée en premiére intention,

- deuxiémement, écarter les non répondeurs et leur épargner les effets

indésirables parfois severes de ces thérapeutiques.

- Enfin, le colt exponentiel des traitements du cancer et les politiques de santé

publiques imposent une reflexion sur I’utilisation des traitements chez les
patients le plus susceptibles d’en profiter.

2.5 Criteres prédictifs de la réponse a l'ipilimumab

2.5.1 Cliniques

Les données préliminaires des grands essais cliniques ont suggéré un lien entre survie
globale et effets indésirables immunologiques. Plusieurs études ont alors cherché a établir une
corrélation entre la survenue d’effets indésirables auto-immuns et la réponse au traitement.
Les données restent aujourd’hui discordantes. Certaines études suggerent que la survenue
d’effets indésirables serait associée a un benéfice clinique®293 tandis que d’autres études ne
mettent pas en évidence cette association8>94
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Dans I’étude de Attia et al®®, 5 patients sur les 14 (36 %) ayant développé des effets
indésirables immunologiques de grade 3 ou 4 sont répondeurs contre 2 (5 %) sur les 42
patients ne rapportant aucun effet indésirable immunologique (p = 0,008). Beck et al*®, dans
leur étude portant sur 189 patients traités par ipilimumab pour un mélanome ou un carcinome
rénal rapporte un taux de réponse objective respectivement de 36 et 35 % chez les patients
avec entérocolite contre 11 et 2 % dans le groupe ne développant pas d’entérocolite (p =
0,0065).

La dépigmentation vitiligoide est classiquement observée chez les patients porteurs
d’un mélanome et plusieurs études ont constaté cette réaction puisse étre associee a un
meilleure pronostic. Teulings et al® ont réalisé une méta-analyse sur I’impact du vitiligo sur
la survie de patient de stade IlI, 1V traités par immunothérapie. 137 études ont éte inclues
pour un total de 5737 patients. Dans 27 études, I’apparition d’un vitiligo était associée de
facon statistiquement significative a une meilleure survie globale (HR = 0,51 ; 95% IC[0,32 —
0,82]; P < 0.005) et sans progression (HR = 0,25; 95% IC[0,10 ; 0,6] P < 0.003) suggérant un
bénéfice de I’immunothérapie chez ces patients.

2.5.2 Anatomo-pathologiques

Avant la découverte du marqueur des lymphocytes T régulateur, Foxp3, de
nombreuses études ont observé que la présence d’un infiltrat lymphocytaire tumoral (TIL)
chez les patients porteurs d’un mélanome était corrélée & un pronostic favorable**®"®. Par la
suite des équipes ont démontré, sur d’autres types de cancer, que ce n’était pas seulement la
quantité de lymphocytes mais surtout la nature de I’infiltrat (taux de lymphocytes CD8+ ou
ratio CD8'/CD4") qui était corrélé & une réponse favorable®*™%*. De nombreuses équipes se
sont par la suite intéressées a la modulation, par les anti-CTLA-4, de I’infiltrat lymphocytaire
tumoral et ont tenté d’établir un lien entre les modifications observées et la réponse au
traitement. Du fait des limitations pratiques a obtenir des biopsies tumorales pré et post-
traitement la plupart de ces résultats sont obtenus a partir de petites séries rendant leur validité
externe discutable.

2.5.2.1 Lymphocytes T CD8+ et T régulateurs

Afin d’étudier les mécanismes immunologiques sous-tendant I’activité antitumorale
des anti-CTLA-4, Hodi et al*® ont étudié les biopsies de métastases de mélanome de 6 patients
obtenues apres traitement par ipilimumab. Leurs analyses ont révélé que le taux de nécrose
tumorale était corrélé a la nature de I’infiltrat lymphocytaire. Les échantillons dont les taux
étaient significativement eleves présentaient un dense infiltrat de cellules T CD8+. De plus, le
degré de destruction cellulaire tumorale était inversement proportionnel au nombre de
lymphocytes T regulateurs (p < 0,0001) mais seulement faiblement proportionnel a I’intensité
des cellules T CD8+ (p = 0,054). Cependant, il existait une relation linéaire entre I’extension
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de la nécrose tumorale et le ratio lymphocytes T CD8+ sur lymphocyte T régulateur FoxP3+
(p< 0,0001).

Ribas et al*® ont également objectivé la présence d’un dense infiltrat péritumoral de
lymphocytes CD8+ chez 7 patients en réponse objective apres anti-CTLA-4 (tremelimumab).
Cependant aucune biopsie n’a eté réalisée chez des patients non répondeurs pour
comparaison.

En revanche, Huang et al'®® ne mettent pas en évidence de corrélation entre le taux de
T CDB8+ intra-tumoraux et la réponse aux anti-CTLA-4. L analyse des biopsies réalisées chez
19 patients avant et apres traitement par tremelimumab objectivent une ascension majeure des
lymphocytes T CD8+, moindre pour les CD4+ sans qu’il n’existe de différence significative
entre les groupes répondeurs (n = 4) et non répondeurs. Les caractéristiques fonctionnelles de
ces infiltrats étaient par la suite étudiées via les marquages HLA-DR (marqueur d’activation
lymphocytaire T), CD45RO (marqueurs de lymphocyte T mémoire), FoxP3. 1l n’existait pas
non plus de différence significative dans I’expression de ces marqueurs entre les deux
groupes.

2.5.2.2 Taux d’indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO)

Hamid et al'® dans une étude de phase 11 se sont également intéressés & I’influence du
microenvironnement tumoral sur la réponse au traitement par ipilimumab. Des biopsies
tumorales étaient réalisées avant traitement et dans les 24 a 72 heures aprées la deuxiéme
injection. Plusieurs biomarqueurs étaient utilisés (FoxP3, granzyme B, perforin, CD4, CD8,
CDA45RO0 et IDO). Les biopsies de 57 patients ayant recu de I’ipilimumab 3 ou 10 mg/kg ont
été analysées. Une association statistiguement significative est observée entre bénéfice
clinique et un taux élevé de cellules FoxP3" et IDO" avant traitement. FoxP3 était détecté
chez 75 % des patients dans le groupe des repondeurs contre 36 % dans le groupe des non
répondeurs. IDO respectivement chez 37,5 et 11,1 % pour chacun des deux groupes. IDO est
une enzyme régulatrice sécrétée par de nombreux tissus en situation inflammatoire et capable
de moduler I’activation et le phénotype des cellules du systéme immunitaire’® notamment les
lymphocytes T régulateurs. L’expression de IDO dans le microenvironnement tumoral est un
mécanisme d’échappement tumoral via I’induction d’une immunosuppression locale?**%.
Plusieurs études ont demontré qu’une forte augmentation de son taux était un facteur de
mauvais pronostic et a été mise en évidence dans de nombreux cancers dont le mélanome”’.
En ce sens. Les auteurs suggerent qu’un taux élevé d’IDO dans le microenvironnement
tumoral témoigne de I’existence d’une forte réponse immunitaire préexistante permettant de
potentialiser I’efficacité des anti-CTLA-4 et expliquant I’association bénéfique mise en
évidence.
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2.5.2.3 Augmentation du nombre de macrophages dans [|'environnement
tumoral

Les recherches de Simpson et al®® ont montré que I’action des anti-CTLA-4 se
traduisait, au niveau du microenvironnement tumoral, par une augmentation des T effecteurs
et une réduction sélective des T régulateurs et que cette réduction sélective était secondaire a
un mécanisme de cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) en lien
avec I’expression d’un récepteur Fcy sur les macrophages M1 du microenvironnement
tumoral.  Un microenvironnement tumoral riche en macrophages M1 ou un nombre de
macrophages M1 dont I’expression du récepteur FCgRIV serait augmentée pourraient étre des
facteurs de réponse favorable a I’ipilimumab.

2.5.3 Moléculaires

2.5.3.1 Augmentation de I'’expression de la molécule co-stimulatrice ICOS

L’ICOS (Inductible COStimulator) est une molécule co-stimulatrice inductible
apparentée au CD28 exprimée préfeérentiellement par les cellules T et B ainsi que quelques
CPAg. Elle fournit une co-stimulation positive lors de I’activation d’un lymphocyte T en se
liant & ICOS-ligand, une autre molécule de la famille B7 exprimée a la surface des CPA
activées'®. 1COS et son ligand jouent un réle critique dans la collaboration lymphocytes B et
T, la formation des centre germinatif, la commutation isotypique des immunoglobulines ainsi
que la médiation de I’auto-immunité et la prolifération des lymphocytes T régulateurs'®.
Certaines cellules mélanocytaires issues des patients atteints d’un melanome de stade IV
exprimeraient 1COS-ligand et seraient ainsi capables de stimuler la prolifération des

lymphocytes T régulateurs™?.

L’étude de modeles murins a permis de mettre en évidence que I’expression de ICOS
était nécessaire a I’efficacité optimale des anti-CTLA-4 en démontrant que les souris chez qui
son expression était alterée répondaient moins bien aux traitements que leurs homologues
sauvages''’. De plus, plusieurs études ont montré que son expression par les lymphocytes T
CD4+ (sanguins et du microenvironnement tumoral) était augmentée apres traitement par
anti-CTLA-4112-114,

Dans une petite série de 14 patients porteurs d’un mélanome metastatique traités par
ipilimumab (10 mg/kg) Carthon et al ont observé une corrélation entre une augmentation
prolongée jusqu’a la 12éme semaine du taux de lymphocytes T CD4'1ICOS™ et un bénéfice
clinique a la semaine 24. 7 des 8 patients dont I’expression de ICOS était augmentée a la
semaine 7 ou 12 de I’initiation du traitement par rapport aux taux mesures avant initiation du
traitement ont obtenu un bénefice clinique a 6 mois contre aucun des 6 patients sans
augmentation persistante de I’expression de ICOS™.
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2.5.3.2 Expression de I'antigene tumoral NY-ESO-1

NY-ESO-1 est un antigene tumoral exprimé par de multiples tumeurs dont le
mélanome (30-40 % des melanomes de stade Il et 1V). Cet antigéne est hautement
immunogene et a I’origine de réponses cellulaires et humorales chez les patients atteints de
cancers. Yuan et al'l6, dans une étude a faibles effectifs de 15 patients, ont observe que 5
patients sur les 8 ayant un bénéfice clinique évident du traitement étaient porteurs d’un
tumeur NY-ESO-1°* contre aucun des 7 patients non répondeurs suggérant que I’expression
de NY-ESO-1 puisse étre corrélée a la réponse clinique. Les auteurs ont conforté cette
observation dans une étude retrospective de plus grande ampleur (144 patients) confirmant
que les patients NY-ESOP® étaient plus susceptibles d’étre en rémission compleéte, partielle
ou en maladie stable apres traitement par ipilimumab en comparaison avec ceux NY-
ESOn99117_

2.5.4 Biologiques

2.5.4.1 Faible taux de cellules myéloides suppressive sanguines

L’un des mecanismes majeurs du processus d’échappement des cellules tumorales au
systtme  immunitaire est  I’établissement d’un  microenvironnement  tumoral
immunosuppresseur via I’accumulation de cellules myéloides suppressives (MDSC)?. Ces
cellules d’origine myéloides possédent des propriétés immunosuppressives via I’inhibition
des réponses des cellules T et la régulation de la production de cytokines par les
macrophages™®. Elles s’accumulent lors de la réponse immunitaire & une infection***°, en cas
de stress™® et joue un role majeur dans I’altération de la réponse immunitaire chez les patients
atteints de tumeurs®*?. Elles constituent une fraction importante du stroma tumoral et leur
taux serait corrélé & la survie globale chez les patients atteints d’un mélanome de stade V%%,
Martens et al, ont montré qu’un taux faible de MDSC avant traitement par ipilimumab était
associé de facon statistiquement significative a une augmentation de la survie globale'*,
Kitano et al ont développé une méthodologie objective afin de mesurer la quantité de MDSC
dans le sang périphérique de patients porteurs d’un mélanome meétastatique traités par
ipilimumab. L’application de cette méthodologie a leur cohorte de 82 patients a révélé qu’un
taux de MDSC, avant traitement par ipilimumab et a la semaine 6, supérieur a celui des sujets
sains du groupe contrdle était associé a de facon significative a une diminution de la survie
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globale™".

2.5.4.2 Faible sécrétion de VEGF par les cellules tumorales

Le caractére immunosuppresseur du microenvironnement tumoral interféere avec
I’activité antitumorale de I’immunothérapie, ce phénomene est amplifié par une
vascularisation tumorale anormale. Le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
(VEGF) est un facteur de croissance spécifique des cellules endothéliales qui régule

32



I’angiogénése et augmente la prolifération et la migration des cellules tumorales
mélanocytaires. Ce facteur est aussi connu pour inhiber la maturation des cellules
dendritiques et les réponses des lymphocytes T. Yuan et al, dans une étude publiée en 2014
ont démontré que le taux de VEGF avant traitement par ipilimumab était corrélé a la réponse
clinique et la survie globale chez les patients porteurs d’un mélanome meétastatique. Les
patients avec un taux de VEGF supérieur a 43 pg/ml étaient moins susceptibles de répondre
favorablement au traitement. 1l n’y avait cependant pas de corrélation entre le taux de VEGF a
12 semaines apres traitement et la survie globale!2>. Cette découverte a conduit a la
réalisation d’une étude de phase 1126 combinant ipilimumab et bevacizumab (un inhibiteur du
VEGF). L’étude rapportait une survie médiane de 25.1 mois qui semble supérieure a ce qui a
été observé dans les études de phase Il évaluant I’ipilimumab en monothérapie, mais n’a pas
fait I’objet d’une confrontation directe dans une étude randomisée.

2.5.4.3 Taux de lymphocytes circulant et ratio neutrophiles sur leucocytes

Plusieurs études ont mis en évidence une augmentation du taux de lymphocytes
circulants aprés traitement par anti-CTLA-4'?". Dans I’étude rétrospective d’une cohorte de
51 patients, Ku et al observent qu’un taux de lymphocytes > 1000/uL semble corrélé a un
bénéfice clinique a la 24éme semaine (P = 0,07) et une amélioration de la survie globale.
(Survie globale a 6 mois de 76 % contre 43 % dans le groupe avec un taux de lymphocyte <
1000/uL avec p = 0,06). Cette association apparait statistiquement significative a la 7°™
semaine de traitement (aprés 2 injections) avec une survie globale médiane de 11,9 mois
versus 1,4 (p < 0,001)*%. D’autres études viennent supporter ces résultats*>* 3",

Ferrucci et al32 se sont intéressés a la valeur pronostique du nombre absolu de
neutrophiles et du ratio neutrophiles sur leucocytes mesurés avant initiation du traitement.
Dans une étude rétrospective de 720 patients, ces deux parametres étaient associés de fagon
significative et indépendante avec la survie globale et la survie sans progression chez les
patients atteints d’un mélanome métastatique traités par ipilimumab. Les patients présentant
un taux de neutrophiles supérieur ou egal a 7500 associé a un ratio neutrophiles sur leucocytes
supérieur ou égal a 3 avaient un risque de déces et de progression respectivement 5,7 et 4 fois
plus élevés. Leurs taux de survie a 1 et 2 ans étaient respectivement de 2 et 0 % contre 43 et
24 % pour les patients dont les valeurs étaient inférieures. Une des limitations de I’étude reste
néanmoins I’absence de données disponibles concernant les comorbidités et prises
médicamenteuses des patients ne permettant pas d’exclure des facteurs confondant
influencant les taux de leucocytes.

2.5.4.4 Lactate deshydrogénase (LDH)

Plusieurs études suggerent que le taux de LDH et de neutrophiles sont deux facteurs
pronostics indépendants de réponse au traitement par ipilimumab.
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Le taux de LDH est un marqueur biologique pronostique authentifié et utilisé dans la
classification de I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) pour le mélanome de stade
V133, En ce sens Kelderman et al®’ publient les résultats de deux cohortes réunissant 230
patients traités par ipilimumab. Les auteurs observent qu’un taux de LDH supérieur a deux
fois la normale avant initiation du traitement est un facteur de risque indépendant de mauvais
pronostic. Les auteurs suggérent que le taux élevé de ce biomarqueur puisse s’expliquer par
une forte charge tumorale et un turn-over cellulaire important. En effet les tumeurs a
croissance rapide sont genéralement peu vascularisées et la glycolyse anaérobie représente
une source d’énergie consequente se reflétant par le taux circulant de LDH impliquée dans la
conversion du pyruvate en lactate3>136, | accumulation de lactate étant responsable d’une
diminution du pH extracellulaire affectant le bon fonctionnement des lymphocytes présents
dans le microenvironnement tumoral'37.138, De fagcon intéressante dans les deux essais de
phase Il ayant conduits & I’autorisation de mise sur le marché de I'ipilimumab un taux
normal de LDH etait également associé a une augmentation de la survie globale 7071, Sj
I’équipe de Kelderman conclut que la mesure du taux de LDH avant traitement puisse étre
utilisee comme critere de sélection des patients les plus a méme de bénéficier de I’ipilimumab
il semble que cette observation puisse s’étendre a I’ensemble des stratégies d’immunothérapie
actuelles. En effet, le taux de LDH étant corrélé a I’agressivité tumorale. L’ immunothérapie,
du fait de sa faible cinétique de réponse, semble donc une option thérapeutique peu adaptée
chez ces patients.

Dans I’etude de Valpione et al des taux élevés (supérieurs a 2 fois le normale pour les
LDH et supérieurs a 7,5 G/l pour les neutrophiles) avant initiation du traitement par
ipilimumab sont associés a un mauvais pronostic et une survie globale inférieure a 24 mois
139 ’une des hypotheses, avancée par les auteurs, pouvant expliquer le lien entre le taux de
neutrophiles et la réponse a I’immunothérapie est que le microenvironnement tumoral puisse
étre influencé par les neutrophiles via la sécrétions de cytokines 140,141,

2.5.4.5 Limitations

La validite de ces biomarqueurs reste a déterminer car leur pertinence n’a pu étre
évaluée dans des études prospectives randomisées de grande envergure.

Une autre limitation a I’incorporation de ces parametres dans la stratégie thérapeutique
est que la plupart sont mesurés durant le traitement par ipilimumab et ne peuvent donc étre
utilises au préalable pour sélectionner les potentiels répondeurs.

De plus, I’absence de groupe contrble non traité par ipilimumab dans les études ne
permet pas de définir si ces parametres biologiques sont des marqueurs pronostiques ou
prédictifs de la réponse au traitement. La plupart de ces marqueurs sont associés a un mauvais
pronostique independamment du traitement utilisé, il semble donc que leur pertinence
pronostique excéde leur valeur prédictive. A la fois les marqueurs pronostics et predictifs sont
utiles pour orienter la décision thérapeutique. Un marqueur pronostique indique I’issue a long
terme pour les patients qu’ils soient traités ou non et peut étre utilisés pour identifier les
patients ayant une espérance de vie suffisante pour bénéficier d’un traitement par ipilimumab
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ayant un long délai d’action. Un marqueur prédictif permet d’identifier les patients les plus a
méme & bénéficier du traitement'*®. Koguchi et al**® dans une étude publiée fin 2015 et
réalisée chez les patients de I’étude de phase 111 de Hodi et al”® comparent les résultats des
patients traités par ipilimumab (n = 124) a ceux traités par gpl00 (n = 123). Leurs analyses
montrent qu’un taux de CXCL11 supérieur a 10 fois la normale et une augmentation du taux
de sMICA (soluble MHC class | polypeptide-related sequence A) avant traitement par
ipilimumab sont associés a une diminution de la survie dans le groupe ipilimumab mais pas
dans le groupe gpl100. Les auteurs marqueurs évalues (sMICB, LDH, sCD25, VEGF et le
taux de lymphocytes avant traitement) sont augmentés dans les deux groupes. Ces analyses
suggerent que CXCL11 et sMICA sont des facteurs prédictifs potentiels de la réponse au
traitement. En analyses multivariées sur une autre cohorte de patient traités par ipilimumab (n
= 48) seul CXCL11 reste significativement associe a la survie globale (p = 0,029).

2.5.5 Radiologiques

La morphometrie est I’étude de la forme d’une structure, biologique ou non. Cette discipline
permet notamment d’évaluer le risque pré-opératoire ou encore de prédire la toxicité ou la
réponse a une thérapie systémiquel4+145, | *équipe du Dr Sabel a publié une étude suggérant
une association statistiquement significative entre différentes données morphométriques
mesurées par tomodensitométrie et la réponse au traitement chez des patients traités par

ipilimumab pour un mélanome métastatique™.

2.5.6 Génétiques

La charge mutationnelle d’un cancer est associée a son immunogénicité, c’est a dire sa
capacité & générer une reconnaissance spécifique par le systtme immunitaire’®’. 1l a
notamment été montré que le mélanome et les cancers du poumon non a petites cellules sont
parmi les tumeurs les plus immunogénes du fait de de néo-antigenes tumoraux liés aux
mutations. Allen et al**® ont étudié les exomes de biopsies tumorales de mélanome avant
traitement et ont mis en évidence que la charge globale mutationnelle et la charge en
néoantigenes étaient significativement associées a un bénéfice clinique. A noter que leur
étude n’a pas permis d’identifier de séquences récurrentes comme marqueur pronostic de la
réponse au traitement. D’autres études ont mis en évidence des résultats similaires!4%.150, Ces
études demontrent qu’il existe un fort rationnel a intégrer les analyses de I’instabilité
mutationnelle  microsatellite de la tumeur dans la discussion thérapeutique.
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Partie 2: Etude du profil métastatique
ganglionnaire comme facteur pronostique
de réponse a l'ipilimumab

1 Rationnels de I’étude et objectifs

1- Aucun outil n’a actuellement montré sa capacité a identifier formellement une
population pour laquelle un traitement par ipilimumab a une probabilité accrue
d’induire un controle de la maladie.

2- Les rapports benéfice / risque et colt / efficacité des stratégies de traitement par
immunothérapie imposent une optimisation des choix de traitement et un
accroissement du taux de reponse objective dans la population traitée. L’identification
d’une population dite « enrichie » est nécessaire.

3- Les données concernant le réle physiologique du CTLA-4 suggerent que son role est
préférentiellement observé dans le compartiment lymphatique de I'immunité
antitumorale au moment du priming lymphocytaire, alors que I’activite du couple PD-
L1 / PD-1 semble préférentielle dans le tissu tumoral. Les répondeurs a ces deux
classes thérapeutiques semblent étre des populations distinctes qu’il est pertinent
d’identifier avant I’instauration du traitement de premiére ligne.

4- L’hypothése scientifique guidant notre étude est que I’identification radiologique
d’une masse tumorale ganglionnaire active au moment de I’instauration du traitement
puisse étre le reflet d’une situation immuno-oncologique favorisant I’efficacité
thérapeutique de I’ipilimumab contre le mélanome.

1.1 Objectif principal

Comparer le taux de contréle de la maladie (réponse compléte ou partielle ou maladie
stable) induit par le traitement par ipilimumab selon le profil métastatique ganglionnaire
(meétastases ganglionnaires actives versus absence de métastase ganglionnaire active) au
moment de [I’instauration du traitement) chez des patients atteints d’un melanome
métastatique et/ou inopérable. L’objectif principal étant de définir si le patron métastatique
observé en imagerie, et notamment I’atteinte ganglionnaire, est un critere permettant de
sélectionner les patients potentiellement répondeurs a I’ipilimumab au moment de la premiére
évaluation post-thérapeutique.
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1.2 Objectif secondaire

Identifier d’autres marqueurs potentiels prédictifs de la réponse au traitement par
ipilimumab notamment I’historique thérapeutique ou le patron métastatique global.

2 Matériel et méthodes

2.1 Design

Nous avons conduit une étude rétrospective monocentrique cas-témoin réalisée a
I’Institut Universitaire du Cancer de Toulouse (IUCT) incluant tous les patients ayant recu de
I’ipilimumab pour le traitement d’un mélanome entre octobre 2010 et novembre 2014.

2.2 Population clinique étudiée

La population cible était constituée de patients de plus de 18 ans ayant regu au moins
une perfusion d’ipilimumab a la posologie de 3 ou 10 mg/kg. Le diagnostic de mélanome
devait étre confirmé histologiquement et I’état métastatique confirmeé radiologiquement et/ou
histologiquement. Tous les patients devaient avoir bénéficié d’un examen
tomodensitometrique thoraco-abdomino-pelvien (TAP) ou d’une tomographie par émission
de positrons (TEP) réalisés moins de 30 jours avant la premiére perfusion d’ipilimumab et
dans un délai compris entre 12 et 18 semaines aprées la premiere injection d’ipilimumab.
L’examen devait étre disponible sur le serveur d’imagerie médicale du CHU / IUC pour
relecture.

La liste des patients (n = 72) ayant recu de I’ipilimumab entre octobre 2010 et
novembre 2014 a été récupérée aupres de I’Unité de Pharmacie Clinique Oncologique
(UPCO) du CHU de Toulouse / IUCT. Quatre patients ont été exclus car traités dans le cadre
du protocole CA209-069 (étude de phase Il randomisée en double-aveugle comparant
Nivolumab en combinaison avec ipilimumab versus ipilimumab en monothérapie). De plus,
10 autres patients ont été exclus car les images du TDM réalisé avant la premiére injection
n’étaient pas disponibles sur notre serveur pour relecture. L’évaluation finale a porté sur 58
patients. Le suivi a été réalisé jusqu’a mars 2016 permettant un suivi minimum de 16 mois.
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2.3 Recueil des données

Le recueil était fait via les dossiers informatisés des patients disponibles sur I’'un des
deux logiciels utilisés au CHU de Toulouse : ORBIS (AGFA HealthCare, version 3.1.3.2
2015) et/ou MEDAR (AGFA HealthCare, version 5.3.9 SP 04). Un complément
d’information pouvait étre obtenu par les compte-rendus des réunions de concertations
pluridisciplinaires (RCP) disponibles dans le dossier communiquant de cancérologie de
chaque patient sur le sitt ONCOMIP. Les élements recueillis sont détaillés en annexe 2.

2.3.1 Données démographiques et caractéristiques de la tumeur
au diagnostic

Nous avons recueilli les données demographiques de la population étudiée. La tumeur
au diagnostic etait caractérisée par sa localisation, son type histologique. Le breslow, la
présence ou non d’une ulcération, I’index mitotique, I’existence de métastases ganglionnaires
permettaient un calcul du pTNM au diagnostic du primitif selon la classification AJCC™*® Ces
données anatomopathologiques étaient recueillies le plus souvent via les compte-rendus
anatomopathologiques lorsque ces derniers étaient disponibles sur notre serveur. Dans le cas
ou I’exérese de la tumeur avait été réalisée en externe, ces informations étaient collectées par
le biais des différents courriers de consultation du patient ou des fiches RCP.

2.3.2 Historique de la maladie cancéreuse

L’historique de la maladie tumorale (date de diagnostic, date de premiére métastase,
stade a la premiere metastase) était caracterisé, de méme que I’historique thérapeutique de
celle-ci depuis son diagnostic jusqu’a I’initiation du traitement par ipilimumab (prescription
d’interferon, type de premiere ligne).

2.3.3 Etat de la maladie a 'initiation du traitement par ipilimumab

Le descriptif morphologique de la maladie avancée au moment de I’initiation du
traitement par ipilimumab était recueilli et notamment le nombre d’organes atteints a
I’initiation du traitement ainsi que la présence ou non de metastase cérébrale. Les scanner
TAP et cérébraux ou TEP scanner réalisés dans le mois précédant la premiere injection
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d’ipilimumab ont été récupérés et relus par deux investigateurs indépendants entrainés aux
critéres RECIST® en aveugle des données d’évolution et de réponse thérapeutique du patient.
Les modalités de cette relecture sont détaillées dans le paragraphe 2.4.

2.3.4 Déroulement du traitement par ipilimumab

Les dates et nombres d’injection recues (sur les 4 initialement prévues) étaient
extraites du logiciel de delivrance des chimiothérapies de la pharmacie hospitaliere du CHU
de Toulouse (Chimioweb, computer engineering version 5.6.51014). Les effets indésirables
étaient également collectés.

2.3.5 Evaluation du traitement par ipilimumab

Les données d’efficacité du traitement par ipilimumab eétaient définies par la
conclusion retenue par le clinicien en charge du traitement apres évaluation tumorale selon les
critéres RECIST 1.1% en fin du premier cycle & 16 semaines de la premiére injection. La date
de progression était précisée s’il y avait lieu.

2.3.6 Devenir des patients

Les données concernant les traitements réalisés aprés la premiere cure d’ipilimumab
étaient collectés qu’ils soient systémiques (anti-PD1, inhibiteurs BRAF, nouvelle cure
d’ipilimumab...) ou interventionnels (chirurgie, radiothérapie, membre perfusé...). La date de
derniére nouvelle était precisee ainsi que I’état du patient a cette date (décedé ou en vie) et
son statut (en rémission compléte, partielle, stable, en progression). La cause du déces était
précisée.

2.4 Analyse radiologique a l'inclusion

L analyse des imageries réalisées avant initiation du traitement par ipilimumab a été
faite selon une grille de lecture standardisée (Annexe 3) par deux radiologues différents.

Pour I’atteinte ganglionnaire, nous avons identifié les ganglions pathologiques et
mesurables sus-diaphragmatiques et sous-diaphragmatiques.
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- Un ganglion lymphatique était considéré comme pathologique et mesurable si
son plus petit axe était supérieur ou égal a 15 mm (le plus petit axe étant I’axe
perpendiculaire a la plus grande dimension du ganglion).

- La mesure du petit axe (en mm) des 3 plus grands ganglions sus-
diaphragmatiques et des 3 plus grands ganglions sous-diaphragmatiques était
recueillie.

- Lorsque le nombre de ganglions pathologiques mesurables sus ou sous-
diaphragmatiques était inférieur a 3, la mesure du petit axe des lésions non
cibles (dont la mesure du petit axe est comprise entre 10 et 15 mm) eétait
recueillie.

Pour chaque organe extra-ganglionnaire (foie, poumon, 0s, tissus mou, crane, sein,
rate, péritoine, surrénale, pancréas) nous avons déterminé s’il existait des lésions
métastasiques mesurables définies, d’aprés les critéres RECIST 1.1%, comme devant
présenter une dimension supérieure ou égale a 10 mm. Lorsque I’organe presentait des
lesions cibles, la mesure (en mm) du plus grand axe des 2 plus grandes lésions cibles était
recueillie (sauf pour le sein, la rate, le péritoine, surrénale, pancréas ou seule la mesure de la
plus importante lésion cible était recueillie).

2.5 Analyses statistiques

Les variables qualitatives sont décrites par le nombre de données manquantes, le
nombre et le pourcentage de chaque modalité de la variable. Les données quantitatives sont
décrites par la médiane, le minimum, le maximum et le nombre de données manquantes.

Les comparaisons entre les groupes sont réalisées par le test du Chi-2 ou le test exact de
Fisher pour les variables qualitatives et par le test de Mann-Whitney ou le test de Kruskal
Wallis pour les variables quantitatives.

Concernant les données de survie, la date de reférence est la date de début du traitement
par Ipilimumab. La survie globale est définie par le délai entre la date de référence et la date
de deceés ou la date de dernieres nouvelles (données censurées). La survie sans progression est
définie par le delai entre la date de référence et la date de progression ou déces. Les patients
en vie a la date de derniéres nouvelles sont censurés a cette date. Les données de survie sont
estimeées a I’aide de la méthode de Kaplan-Meier et présentées avec leur intervalle de
confiance a 95 %. Les analyses univariées sont réalisees a I’aide du test du log-rank pour les
données qualitatives et du modele a risques proportionnels de Cox pour les données
quantitatives.
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3 Résultats

3.1 Population

Cinquante-huit patients ont été inclus (sex ratio H/F de 1,5). L’age médian au diagnostic était
de 63 ans (age minimum de 24 ans et maximum de 83 ans).

3.2 Caractéristiques de la tumeur au diagnostic (tableau 1)

Les mélanomes primitifs étaient principalement situés sur les membres inférieurs. Neuf
patients (15,5 %) présentaient un mélanome métastatique de primitif inconnu. Le mélanome
superficiel extensif était le type histologique le plus représenté (35,3 % des patients). Le
breslow median était de 3 mm (0,4 a 15 mm). Dix patients étaient classés en stade I11C au
moment du diagnostic initial du mélanome.

Site du primitif (n = 58) N (%0)
Membre inférieur 17 (29,3 %)
Membre supérieur 6 (10,3 %)
Tronc 13 (22,4 %)
Téte et cou 10 (17,2 %)
Muqueuse 3 (5,2 %)
Sans primitif connu 9 (15,5 %)
Type histologique (n = 51) N (%)
Mélanome superficiel extensif (SSM) | 18 (35,3 %)
Nodulaire 7 (13,7 %)
Muqueux 2 (3,9 %)
Cellules fusiformes 2 (3,9 %)
Dubreuilh 1 (2 %)
Acral Lentigineux 4 (7,8 %)
Autre 2 (3,9 %)
Inclassable 6 (11,8 %)
Sans primitif connu 9 (17,6 %)
Breslow (mm) (n =41)

Médian (min-max) 3(0,4-15)
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Index mitotique (n = 9)

Médian (min-max) 3(1-9)
Clark (n=37) N (%)

I 1 (2,7 %)

I 1 (2,7 %)
i 13 (35,1 %)
v 16 (43,2 %)
\% 6 (16,2 %)
Ulcération (n = 38) N (%0)

Non 17 (44,7 %)
Oui 21 (55,3 %)
Régression (n = 28) N (%)

Non 21 (75 %)
Oui 7 (25 %)
Stade AJCC au diagnostic (n = 40) N(%0)
IA-1IA 9 (22,5 %)
1B -1IC 7 (17,5 %)
A 6 (15 %)
11IB 8 (20 %)
HIC-1V 10 (25 %)

Tableau 1 : principales caractéristiques de la tumeur au diagnostic
Le total des pourcentages peut ne pas atteindre 100 en raison des erreurs liées a I’arrondissement



3.3 Caractéristiques a la premiere métastase

Le délai median avant la premiére métastase éetait de 14 mois (0 a 203 mois). Au total
25 patients (43 %) étaient en stade 1V, 22 patients (38 %) en stade I11C et 5 patients (8 %) en
stade 111B. Six patients (10 %) étaient en stade 111 B ou C (pT inconnu du fait d’un primitif
inconnu).

3.4 Historique thérapeutique

Quinze patients (26 %) avaient recu de I’interferon (IFN) en adjuvant et 37 patients
(63,8 %) avaient recu au moins un traitement systémique avant I’initiation de I’ipilimumab :
pour 25/58 patients (43,1 %) la premiére ligne de traitement était le déticene et pour 10/58
patients (17,2 %) un inhibiteur BRAF.

3.5 Evaluation scannographique a l'initiation du traitement
par ipilimumab (annexes 4 et 5)

L’examen d’imagerie réalisé avant initiation du traitement par ipilimumab était un
TDM TAP chez 46 patients et un TEP chez 12 patients.

Au total, 26 patients (45 %) présentaient une atteinte ganglionnaire et 22 patients (38
%) avaient au moins un ganglion sus-diaphragmatique (annexe 4).

Les sites métastatiques les plus fréquents étaient le poumon (39,7 % des patients), les
tissus mous (35,1 %), le foie (26,3 %) et le péritoine (21,1 %). Dix patients (17,2 %) avaient
des métastases cérebrales, parmi eux seul deux patients étaient répondeurs au traitement.
Aucun des 5 patients porteurs d’une métastase surrénalienne n’était répondeur au traitement
(annexe 5).

3.6 Traitement par ipilimumab

L’ipilimumab était administré en 1%, 2°™ ou 3*™ ligne ou plus respectivement chez 21
(36,2 %), 19 (32,8 %), 18 (31 %) patients. Au total, 37 patients (64 %) avaient recu les 4
injections. Le nombre médian d’organe atteint au début du traitement par ipilimumab était de
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2 (1 a 6) et 12 patients avaient une métastase unique. Dix patients étaient en stade 11l (B ou
C), 48 patients en stade 1V selon la classification AJCC.

Sur les 52 patients dont les données sur les effets indésirables étaient disponibles, la
moitié ne présentait aucun effet indésirable. Les effets indésirables les fréquemment rapportes
étaient les colites, I’hypophysite, I’asthénie et les hépatites (tableau 2). Parmi les autres effets
indésirables rapportés il existait 2 cas de thyroidites auto-immunes, une bronchiolite
oblitérante avec organisation pneumonique (BOOP), un cas de PRES syndrome, un cas
d’éruption maculo-papuleuse. Dix patients (17 %) ont présenté des effets indésirables de
grade 3 ou 4. Il n’y avait pas de déces lie aux effets indésirables du traitement. 1l n’y avait pas
de corrélation significative entre la réponse au traitement et la survenue d’effet indésirable
(données non présentees).

Effets indésirables (n = 26)
Colite (grade) (n = 16)

1 3 (11,5 %)
2 4 (15,4 %)
3 8 (30,8 %)
4 1 (3,8 %)
Hypophysite (grade) (n = 3)

1 3 (11,5 %)
Asthénie (grade) (n=2)

1 2 (7,7 %)
Hépatite (grade) (n =

2)

1 1 (3,8 %)
4 1(3,8 %)

Tableau 2 : principaux effets indésirables sous ipilimumab
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3.7 Réponses au traitement

A 16 semaines de la premiére injection, sur les 58 patients :
- 40 patients (69 %) etaient en progression
18 patients (31 %) étaient considérés comme répondeurs dont :
0 2 en réponse complete (3,4 %)
0 10 en reponse partielle (17,2 %)
0 6 (10,3 %) dont I’état était stable & I’évaluation scannographique.

3.8 Analyses de survie

Le suivi médian de la population était de 19.8 mois (95% IC[19,3 ; 26,4]).

3.8.1 Survie globale

La survie médiane de I’ensemble des patients était de 10,1 mois (95% IC[5.3; 18.7]). Les
taux de survie globale de I’ensemble de la population étaient de 43,29% a 12 mois et 39,36 %
a 18 mois (figure 10).
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Figure 10 : Survie globale de I’ensemble de la population
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3.8.2 Survie sans progression

Les taux de survie sans progression de I’ensemble de la population étaient de 67,24% a 3
mois et chutaient a 23,21 % a 6 mois (figure 11).
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Figure 11 : survie sans progression de I’ensemble de la population

3.9 Devenir

Apres l'ipilimumab, 24 patients (42,1 %) ont bénéficié d’un traitement. Pour 13 il
s’agissait d’un inhibiteur du PD-1, pour 6 d’un inhibiteur BRAF, 3 patients ont bénéficié
d’une nouvelle cure d’ipilimumab. Une exérese chirurgicale complémentaire d’une ou des
métastase(s) a été réalisée chez 6 patients.

A la date de derniére nouvelle (mars 2016) avec un suivi median de 19,8 mois, 36
patients (62,1 %) étaient déceédés. Parmi les 22 patients toujours en vie, 10 étaient en
progression (tableau 3).

n=22 n (%)
Progression 10 (46 %)
Stable 4 (18 %)

Réponse partielle | 6 (27 %)
Réponse compléte | 2 (9 %)
Tableau 3 : statut de la maladie des patients vivants aux derniéres nouvelles
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3.10 Influence des métastases ganglionnaires actives sur la
réponse thérapeutique a l'ipilimumab (annexe 4)

Parmi les 26 patients (45 %) avec au moins une atteinte ganglionnaire, 9 étaient
répondeurs (50 %) et 17 non répondeurs (42,5 %). En analyses univariées, il n’existait pas de
différence significative entre les deux groupes en terme de réponse (p = 0,5952). Au total, 22
patients (38 %) avaient au moins un ganglion sus-diaphragmatique dont 8 répondeurs et 14
non répondeurs (annexe 4).

Il n’existait pas non plus de différence significative en termes de survie globale (figure

12 et annexe 6) ou sans progression concernant I’atteinte ganglionnaire (données non
présentées).

Figure 12 : Survie globale en fonction du statut ganglionnaire. 38,5 % des patients avec atteinte
ganglionnaire étaient toujours en vie a 2 ans contre 33 % des patients sans atteinte ganglionnaire.
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3.11 Facteurs associés a la

I'ipilimumab

3.11.1

Interféron

réponse thérapeutique a

La proportion de patients préalablement traites par interferon était significativement plus
importante dans le groupe des répondeurs en comparaison avec le groupe des non-répondeurs

(tableau 4).

Population Non répondeur | Répondeur P value

globale (n =40) (n=18)
Interféron
Non 38 (71,7 %) 31 (81,6 %) 7 (46,7 %) 0,0179
Oui 15 (28,3 %) 7 (18,4 %) 8 (53,3 %)
Missing 5 2 3

Tableau 4 : réponse au traitement en fonction de I’administration d’IFN

3.11.2 Nombre d’injections d’ipilimumab

Un nombre incomplet d’injections d’ipilimumab (1, 2 ou 3 / 4) était associé a une moins
bonne réponse au traitement a 16S (p = 0,0076) (tableau 5) et a une moins bonne survie a 6
mois (HR 0,41 ; 95% IC[0,28-0,59] ; p <0,0001).

Population Non répondeur | Répondeur P value
globale (n =40) (n=18)
Nombre d’injection d’ipilimumab
1/2/3 21 (36,2%) 19 (47,5%) 2 (11,1%) 0,0076
4 37 (63,8%) 21 (52,5%) 16 (88,9%)

Tableau 5 : réponse au traitement en fonction du nombre d’injections d’ipilimumab
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3.11.3 Nombre d’organes atteints avant traitement

Le nombre d’organes atteints avait une influence sur la survie globale. Le risque instantané de
déces était 1.48 fois plus important pour une augmentation d’une unité du nombre d’organe
atteint. (HR 1,48 ; 95% IC[1,17-1,87] ; p = 0.001)

3.11.4 Influence du patron métastatique

L’ existence de meétastases pulmonaires et hépatiques étaient significativement associée a un
risque de decés a 6 mois. Seuls 31,11 % des patients porteurs d’au moins une metastase
hépatique étaient toujours en vie a 6 mois contre 71,14 % des patients indemnes de lésion (p =
0,0056). Concernant I’atteinte pulmonaire, 47,10 % des patients metastatiques étaient toujours
en vie a 6 mois contre 68,15 % des patients indemnes de Iésion (p = 0,006) (tableau 6).

Evt/N Surv (t=6) 1C95% P value
Foie
Non 23/42 71,14 % [54,79;82,47] 0,0056
Oui 12/15 31,11 % [10,20;55,03]
Poumon
Non 16/35 68,15 % [49,87;80,95] 0,0006
Oui 20/23 47,10 % [25.97;65.68]

Tableau 6 : survie globale a 6 mois selon statut métastatique hépatique ou pulmonaire.
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4 Discussion

4.1 Impact du patron métastatique ganglionnaire sur la
réponse thérapeutique a l'ipilimumab

Notre étude ne permet pas de confirmer notre hypotheése scientifique et ne met pas en
évidence de réponse thérapeutique a I’ipilimumab statistiquement associée a un patron
métastatique ganglionnaire. Nous observons cependant une tendance a une meilleure
probabilité de réponse chez les patients présentant un patron metastatique ganglionnaire (9
patients répondeurs -50 %- présentaient des metastases ganglionnaires contre 17 patients -
42,5 %- parmi les non répondeurs). Notre résultat semble possiblement lié a un manque de
puissance statistique, du fait des effectifs restreints évalués dans un schéma rétrospectif
(seulement 26 patients porteurs d’une métastase ganglionnaire). A notre connaissance, aucun
élement bibliographique n’influence actuellement I’interprétation de nos résultats, cette
hypothése ne semble pas avoir été évaluée préalablement par d’autres équipes.

4.2 Caractéristiques générales de la cohorte

Nous rapportons un taux de réponse objective (définie par une maladie en rémission
compléte ou partielle) de 21 % a 16 semaines, ce qui est supérieur aux donnees rapportées
dans les deux études de phase I11 ot ce taux est de 11%"° et 15,2 %*. Le taux de controle de
la maladie (défini par une maladie stable ou en rémission partielle ou compléte) estimé a 31 %
est en revanche comparable.

Concernant la survie globale, la médiane était de 10,1 mois ce qui semble inférieur aux
données rapportées dans les études de phase 111 (107 et 11,2 mois’®). En contrepartie, le taux
de survie a 2 ans était de 34,3 %. Ces taux de survie semblent supérieurs a ceux rapportés
dans les études pivotales de I"ipilimumab (25,87 et 23,5 %'"). Cette différence s’explique au
moins partiellement par le fait que notre étude a été menee en conditions dites de « vie-
réelle » avec des critéres d’indication du traitement plus laches qu’en situation de recherche
clinique (traitement de patients en situation de maladie cérébrale active dans notre étude a
I’inverse des étude pivotales par exemple) et surtout un effet « cross-over » lié a la mise en
ceuvre de traitements de seconde puis 3°™ ligne influencant potentiellement la survie des
patients. Notre résultat souligne cependant la qualité de la réponse, lorsqu’elle est obtenue,
par le traitement par ipilimumab, capable d’induire des réponses therapeutiques de longue
durée.
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L’atteinte hépatique a déja été rapportée comme un facteur de mauvais prognostique™*.
Dans notre étude, I’existence de métastases hépatiques était statistiguement associée a un
risque majoré de progression ou déces sous ipilimumab. Ce résultat va a I’encontre des
résultats d’analyses ancillaires menées sur des etudes de phase Il présentées récemment au
congres de I’American Society of Clinical Oncology (ASCO) 2016 par McArthur et al. Leurs
données suggérent un intérét de I’association vemurafenib et cobimetinib (deux thérapies
ciblées utilisées dans le traitement du melanome métastatigue muté BRAF), en mettant en
évidence un gain thérapeutique plus marqué chez les patients porteurs de métastases

hépatiques***.

De méme I’atteinte meétastatique pulmonaire était associée a un moins bon pronostic en
terme de survie globale. Ce résultat est en contradiction avec la littérature puisque I’atteinte
pulmonaire est de meilleur pronostic par rapport aux autres atteintes viscérales'™:. Cette
différence peut s’expliquer par un possible facteur de confusion puisque 12 patients sur les 23
porteurs de métastases pulmonaires présentaient egalement des meétastases hepatiques
(données non présentées). De plus I’absence de données concernant le taux de LDH ne nous
permet pas d’exclure que ces patients aient un taux de LDH éleve qui est un marqueur
indépendant de mauvais pronostic.

Dans notre cohorte, la présence de metastases cérébrales n’était pas un facteur pronostic
significatif contrairement & ce qui a pu étre mis en évidence dans d’autres études™**>
probablement du fait d’un faible effectif puisque 10 patients seulement étaient porteurs de
métastase cérébrales.

La moitié de nos patients ont présenté des effets indésirables immunologiques.
L atteinte du tractus gastro-intestinal était la plus frequente (27 %) comme cela a été mis en
évidence dans les études de phase Ill. Deux patients ont presenté des effets indésirables de
grade 4 selon la classification NCI CTCAE V4.0 (colite et hépatite) ayant imposes I’arrét du
traitement avant la 4eme injection. Aucun déces lié au traitement n’a été rapporté. Les effets
immunologiques dermatologiques ont été peu rapportés alors qu’ils concernent généralement
50 % des patients. Cette différence peut s’expliquer par le caractere rétrospectif de notre étude
et le fait que ces effets indésirables, la plupart du temps peu invalidant voir transitoires, sont
souvent sous-rapportés dans les dossiers cliniques. Contrairement a ce qui a pu étre rapporté
dans les études antérieures, I’occurrence des effets indésirables immunologiques n’était pas
corrélée a la survie globale.

La comparaison de nos patients avec celle des études d’efficacité antérieures reste
néanmoins difficile du fait du manque de donnée concernant le statut OMS et la valeur des
LDH chez nos patients dont on sait qu’ils sont deux facteurs pronostiques indépendants de
survie®®, La encore les résultats de Ianalyse ancillaire menée par McArthur et al sur les
études de phase Il de I’association vémurafenib et cobimetinib ont démontré un intérét de
cette association dans la population des patients ayant un taux de LDH supérieur a 2 fois la

normale®®?.
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4.3 Un role potentiel de I'interféron

Dans notre étude, La proportion de patients préalablement traités par interféron était
significativement plus importante dans le groupe des répondeurs en comparaison avec le
groupe des non-répondeurs. Parmi les 15 patients ayant recu de I’interféron, seuls 7 ont
développé des métastases ganglionnaires, il n’a donc pas été retrouvé de lien statistiquement
significatif entre [’antécédent de traitement par interféron et un profil métastatique
ganglionnaire. L’interféron ne semblait pas modifier le profil évolutif de la maladie.

Plusieurs données publiees préalablement a notre étude pourraient potentiellement
expliquer ce résultat.

De facon similaire a ce qui a été observé avec la vaccination, la corrélation entre
interféron et réponse au traitement suggérée dans notre étude pourrait trouver son explication
dans I’idee selon laquelle le blocage du CTLA-4 pourrait favoriser une réaction immunitaire
antitumorale préalablement favorisée par I’interféron.

Les interférons (IFN) sont des cytokines pléiotropiques dont le réle antiviral a été mis
en évidence en 1957. Leur intérét dans la lutte antitumorale a rapidement été objectivé par
I’observation de leur capacité a inhiber la croissance cellulaire et moduler le systeme
immunitaire™®*’. La synthése d’IFN est induite par les infections virales, bactériennes ou
encore suite a la synthese d’IL-1, IL-2, TNF, macrophage colony stimulating factor (M-CSF)
ou facteur de croissance plaquettaire (platelet-derived-groxth factor). L’IFN induit la synthése
de centaines de protéines différentes par I'activation de la voie JAK-STAT, principal systeme
de signalisation utilisé par les cellules pour transmettre au noyau l'information extracellulaire
de nombreuses cytokines et facteurs de croissance. Trois types d’IFN ont éte isolés : le type |
qui comprend I’IFN-a, IFN-¢, IFN-k, et IFN-o , le type 1l (IFN-y) et le type Il (IFN-L)
découvert plus recemment. Le traitement par IFN est la seule thérapie adjuvante approuvée
actuellement en Europe dans le traitement du mélanome.

Les meécanismes sous-tendant I’activité antitumorale de I’'IFN restent, a I’heure
actuelle, trés incomplétement élucidés. Les chercheurs ont longtemps supposé que I’inhibition
de la croissance tumorale, ou encore les propriétes anti-angiogéniques et pro-apoptotiques de
I’IFN étaient les principaux mécanismes sous-tendant son activité antitumorale'®. Des études
plus récentes, ont finalement mis en avant son réle immunomodulateur de I’immunité innée et
adaptatrice. L’IFN contribue a I’activité cytotoxique des lymphocytes T par de multiples
mécanismes™® (figure 13) :

1). Via la stimulation de la présentation croisée des cellules dendritiques :

- par la stimulation de leur maturation
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- par le renforcement de leur capacité d’internalisation et de présentation des
antigénes tumoraux

- par la stimulation de leur migration vers les ganglions lymphatiques.

2). Via I’'augmentation de I’expression de perforine 1 et granzyme B par les lymphocytes T
cytotoxiques.

3). Via le renforcement de la survie des lymphocytes T cytotoxiques mémoires
4). Via la stimulation de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-18) par les macrophages

5). Via I’inactivation des fonctions immunosuppressive des lymphocytes T régulateurs

Figure 13 : les multiples réles de I’interferon de type | dans I’immunité antitumorale.
Zitvogel et al'™®. Type I interferons in anticancer immunity. Nature reviews immunology Jul 2015

L’IFN-a.2b a été le premier agent a démontrer un bénéfice dans le mélanome de stade
11/111*%2, D’autres études ont également démontré, par la suite, que I’utilisation de I’IFN en
adjuvant pouvait augmenter de facon significative la survie sans progression voire, dans
certaines études, la survie globale'®*™®. Ces résultats ont finalement conduit la FDA (Food
and Drug Administration) a approuver I’utilisation de I’'lFN-a2b en tant que thérapie
adjuvante pour les mélanomes a risque intermediaire ou éleve.

Sur la base de ces résultats encourageants, une étude de grande ampleur a été menée
sur I’utilisation de I’lFN en adjuvant (EORTC-18991). Un total de 1256 patients porteurs
d’un melanome de stade 111 ont été assignés de facon randomisee dans le bras observation ou
IFN-a.2b pégylé 6 ug/kg/semaine pendant 8 semaines suivi de 3 pg/kg/semaine pour une
durée de 5 ans. Les auteurs ont conclu que les patients avec un ganglion sentinelle et un
mélanome ulcéré étaient ceux qui bénéficiaient le plus de I’utilisation de I’IFN en terme de
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survie sans progression et survie globale™®’. L’interferon est actuellement proposé aux patients
en complément de la chirurgie lorsque I’épaisseur de la tumeur est supérieure a 1,5 millimetre
et/ou en cas d’envahissement ganglionnaire.

Ainsi I’IFN joue donc un réle clé dans la lutte antitumorale et on peut supposer qu’en
modulant le systéme immunitaire il puisse jouer un role synergique avec les anti-CTLA-4.
De facon similaire, Bald et al*® ont démontré que I’activation ciblée de I’'IFN | dans le
microenvironnement tumoral était associé a une augmentation de I’expression de PD-1 ligand
sur les cellules tumorale et de PD-1 sur les lymphocytes T periphériques CD8+, une autre
molécule cible en immunothérapie du cancer

Plusieurs études expérimentales ont demontré que les anti-CTLA-4 seuls échouaient a
contréler des tumeurs moins immunogenes telles que le mélanome B16 ou le carcinome
mammaire SM1'°17° |es cellules B16 n’expriment pas une quantité suffisante de molécule
du CMH et sont incapables de déclencher une réponse antitumorale adaptative. Les anti-
CTLA-4 jouent un r6le d’amplificateur d’une réponse immunitaire spécifique antigéne-
dépendante deja existante. Plusieurs équipes ont cherché a associer différentes
immunothérapies afin de potentialiser la réponse antitumorale des anti-CTLA-4.

La vaccination par cellules tumorales de mélanome B16 irradiées modifiées pour sécreter
du GM-CSF (Gvax) a été décrite comme le vaccin prophylactique le plus efficace contre
B16'. Le GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) est une cytokine
responsable de la croissance et différenciation des progeniteurs hématopoiétiques et un
immunostimulant puissant. 1l joue un réle important dans la maturation et la fonction des
CPAg. Ce vaccin reste néanmoins insuffisant a lui seul pour permettre un rejet tumoral
lorsqu’il n’est pas utilisé concomitamment a I’injection tumorale. Dans I’étude de Van Elsas
et al*®®, la vaccination préalable par des cellules tumorales sécrétant du GM-CSF agissait de
fagon synergique avec les anti-CTLA4 et permettait une infiltration et un rejet du mélanome
B16. La méme observation a été faite avec le carcinome mammaire’™. La puissance de la
combinaison du vaccin et des anti-CTLA-4 peut probablement étre attribuée a un meilleur
amorcage des lymphocytes T par les CPAg de I’hote par le vaccin et une réponse
lymphocytaire fortement potentialisée par les anti-CTLA-4.

Des résultats similaires ont été rapportés par Hodi et al®® dans une étude de phase |

évaluant I’activité biologique et I’efficacité des anti-CTLA-4 des patients atteints d’un
mélanome meétastatique préalablement vaccinés par Gvax. Alors que les études précliniques
testaient I’administration concomitante des deux molécules, cette étude suggere que
I’existence d’un délai entre immunisation et administration des anti-CTLA-4 n’empéche pas
I’obtention d’un effet antitumoral notable. Une approche similaire est développée avec
I’utilisation du thalimogene laherparepvec (T-VEC) depuis octobre 2015. 1l s’agit d’un herpes
virus HSV1 oncolytique, génétiqguement modifie pour se répliquer de fagon sélective dans les
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cellules cancéreuses, les lyser produire du GM-CSF déclenchant une réaction immunitaire
antitumorale locale mais aussi a potentiel systémique. T-VEC a demontré son efficacité dans
un essai de phase I1B en terme de taux de réponse durable versus le GM-CSF sous-cutané' .
Puzano et al'’?, dans une étude phase | menée chez 22 patients ont évalué I’association
ipilimumab et T-VEC et observé un taux de réponse globale de 56 % dont 33 % de réponses
complétes. Les etudes de phase 11 sont actuellement en cours ainsi que des eévaluations de son
administration en stratégie néo-adjuvante ou en association avec les inhibiteurs de PD-1. Il
reste cependant a confirmer les résultats observés en phase 11B et demontrer une efficacité
systémique reproductible tout en gardant a I’esprit que le thalimogéne laherparepvec
s’administre par injection intra-tumorale directe, ce qui induit un biais évident de selection
des patients, les lésions injectables étant tres préférentiellement sous-cutanées et/ou
ganglionnaires.

Toutes ces observations soulévent la possibilité que les caractéristiques d’une immunité
antitumorale pré-existante puisse influencer la réponse aux anti-CTLA-4, et qu’un traitement
adjuvant par interféron puisse favoriser le développement de cette réponse immunitaire,
méme en I’absence de traduction immédiate en termes de réduction du risque de récidive.

Notre étude est la premiére suggérant son role dans la survenue d’une réponse induite
par un traitement par anti-CTLA-4. A I’heure ou les études sur les combinaisons
thérapeutiques se multiplient I’interféron pourrait retrouver une place de choix en tant
gu’agent potentialisateur des immunothérapies (anti-CTLA-4, anti-PD1).

4.4 Limitations

Notre étude, comme toute etude rétrospective, reste limitée par la difficulté a controler les
biais potentiels (de sélection et recueil de données incomplétes ou erronées), ce d’autant que
les effectifs restreints sur lesquels elle a été conduite n’ont pas autorisé la conduite d’une
analyse multivariée et limitent les capacités de ce travail & mettre en évidence des différences
minimes par mangue de puissance statistique.

La détermination du statut ganglionnaire des patients avant introduction du traitement par
ipilimumab s’est faite par relecture des scanners thoraco-abdominaux pelviens pré-
thérapeutiques. Le diagnostic tomodensitométrique d’une adénopathie est aisé mais la
détermination de sa nature maligne ou bénigne est beaucoup plus difficile et donc a I’origine
de biais de classement non différentiel. Le seul critere fiable de la nature maligne d’un
ganglion en tomodensitométrie est I’observation d’un franchissement capsulaire ou d’une
infiltration périganglionnaire en faveur d’une carcinose locale. Tous les autres signes sont
discutables et notamment la taille des ganglions. Les criteres RECIST fixent un seuil de
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malignité a 1,5 cm dans le plus petit axe de mesure, cependant il existe de nombreux faux
positifs et faux négatifs. La mesure du diamétre doit également s’accompagner d’une analyse
d’autres parametres tels que la forme du ganglion (un ganglion normal est plat; des petits
ganglions arrondis de 5 mm de diametre peuvent étre néoplasiques alors que des ganglions
plats de 2,5 cm ne le seront pas) ou encore la nécrose, autre signe en faveur de la malignité
néanmoins dont la spécificité reste trés insuffisante (tuberculose par exemple).

Par ailleurs, une autre limitation imputable a I’analyse des scanners thoraco-abdominaux
pelviens pré-thérapeutiques est le manque de donnée disponible concernant I’évaluation des
ganglions cervicaux hauts, sub-mandibulaires ou cruraux étant donné que ces derniers sont
situés en dehors des régions anatomiques normalement balayées par les TDM thoraco-
abdomino-pelviens. Il est donc possible que la population de patients présentant des
localisations ganglionnaires ait été sous-estimee.

Notre étude a été conduite sur une population hetérogéne de patients (statuts OMS, taux
de LDH, historique thérapeutique...). Cette population est représentative des patients vus
quotidiennement en consultation dans les centres d’oncodermatologie, et nos résultats
refletent au moins partiellement I’effet thérapeutique induit par I’ipilimumab en conditions
dites de « vie-réelle ». Nous n’avons pas exclu de I’étude les patients décédés dans les 3
premiers mois de traitement du fait d’une maladie trés avancée, et mené nos analyses en
intention de traiter. A la lumiere des connaissances actuelles ces patients n’auraient
probablement pas dd étre traités par ipilimumab du fait de leur espérance de vie limitée au
moment de Iinitiation du traitement. Ce « sur-traitement» s’explique par le manque
d’alternative thérapeutique prometteuse a I’époque ou I’ipilimumab était la seule molécule
inhibitrice de checkpoint immunologique accessible en pratique courante, et la connaissance
imparfaite du fonctionnement de la molécule. Nous émettons I’hypothese qu’actuellement
plusieurs de ces patients ne seraient pas traités par ipilimumab en premiére intention et que les
résultats observés avec cette molécule soient encore différents de ceux que nous rapportons.

Enfin, du fait de I’absence de groupe contrble notre étude ne permet pas d’établir si les
associations mises en évidence sont des marqueurs pronostiques de la maladie
indépendamment des modalités de traitement ou des facteurs prédictifs de la réponse au
traitement.
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5 Conclusion

Notre étude ne met pas en évidence de différence significative de réponse a I’ipilimumab
selon le patron métastatique ganglionnaire. En contrepartie, un antécédent de traitement par
interféron semble associé a un taux de réponse plus important a cette molécule. Nos résultats
doivent étre ponderés par des effectifs restreints justifiant des évaluations complémentaires de
nos résultats avec une puissance statistique accrue.

Ce résultat suggeére cependant un intérét nouveau pour le traitement adjuvant par
interféron des situations meétastatiques ganglionnaires régionales apres résection complete.
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Annexe 1 : Stadification de la sévérité des effets indésirables selon la classification NCI

CTCAE V4.0.

Grade 1

Léger ; asymptomatique ou symptémes légers ; diagnostic a I’examen clinique
uniguement ; ne nécessitant pas de traitement

Grade 2 Modéré ; nécessitant un traitement minimal, local ou non-invasif ; interférant
avec les activités instrumentales de la vie quotidienne*

Grade 3 Sévére ou médicalement significatif mais sans mise en jeu immediate du
pronostic vital ; indication d’hospitalisation ou de prolongation
d'hospitalisation ; invalidant ; interférant avec les activités élémentaires de la
vie quotidienne**

Grade 4 Mise en jeu du pronostic vital ; nécessitant une prise en charge en urgence

Grade 5 Déces lié a I’El

*Les activités instrumentales de la vie quotidienne font référence a la capacité a préparer ses repas, faire
les courses (alimentation, vétements), utiliser un téléphone, gérer son argent...

**Les activités élémentaires de la vie quotidienne font référence a la capacité de faire sa toilette, de
s’habiller et se déshabiller, manger seul, aller aux toilettes, prendre ses médicaments et ne pas rester alité.

D’aprés Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) Version 4.0 May 28, 2009
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Annexe 2 : critéres recueillis pour I’étude

Données démographiques
- Age au diagnostic
- Sexe
- Poids, taille

Données concernant la tumeur primitive

- Date de diagnostic

- Localisation: téte et cou, membre supérieur, membre inférieur, tronc,
muqueuse, sans primitif connu

- Type histologique : SMM, nodulaire, inclassable, acral, desmoplasique, dubreuilh,
muqueux

- Breslow

- Présence ou non d’une ulcération

- Index mitotique

- Présence ou non d’'une mutation (BRAF, NRAS, c-kit...)

- Stade TNM au diagnostic

Histoire de la maladie cancéreuse
- Prescription d’interféron en adjuvant
- Date de premiere métastase
-  TNM et stade a premiere métastase
- Type de premieére ligne
- Date de progression apres premiere ligne

Etat de la maladie a I’initiation du traitement par ipilimumab
- Nombre d’organes atteints a I'initiation
- Présence ou non de métastase cérébrale a I'initiation
- TNM al'initiation
- Evaluation radiologique
Déroulement du traitement par ipilimumab
- Numéro de ligne de traitement
- Date de premiére injection
- Nombres d’injections d’ipilimumab recues
- Toxicités
- Efficacité du traitementa 16 semaines : progression, stabilité, rémission
complete, rémission partielle

Devenir

- Date de progression apres ipilimumab

- Traitement systémique ou non apres ipilimumab

- Traitement interventionnel ou non apres ipilimumab e

- Date de dernieres nouvelles

- Etatau derniére nouvelle : vivant, décédé
Si vivant: statut de la maladie: progression, stabilité, rémission compléte,
rémission partielle

- Sidéces: cause

- Traitement aux dernieres nouvelles
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Annexe 3 : grilles de lecture des scanners avant traitement par ipilimumab
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Annexe 4: évaluation scannographique avant traitement par ipilimumab : métastases

ganglionnaires actives.

Ganglions Population Non répondeur | Répondeur P value
globale (n=40) (n=18)
Totaux Non | 32 (55 %) 23 (57,5 %) 9 (50 %) 0,5952
=58
(n ) Oui [ 26 (45 %) 17 (42,5 %) 9 (50 %)
Sus-diaphragmatiques | Non | 36 (62 %) 26 (65 %) 10 (55,6 %) 0,4928
(n=58)
Oui [ 22 (38 %) 14 (35 %) 8 (44,4%)
Sous- Non | 44 (77,2 %) 30 (76,9 %) 14 (77,8 %) 1,000
aoh i
?r']af ;%gma 1ques Oui | 13 (22,8%) 9 (23.1%) 4 (22.2%)
ND |1 1 0
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Annexe 5 : évaluation scannographique avant traitement par ipilimumab : métastases autres

que ganglionnaires.

Organe Population Non répondeur | Répondeur P value
globale (n=40) (n=18)

Foie (n = 57) Non (n = 42) 27 (69,2 %) 15 (83,3 %) 0,342
Oui (n = 15) 12 (30,8 %) 3 (16,7 %)
ND (n = 1) 1 0

Poumon (n = 58) Non (n = 35) 22 (55 %) 13 (72,2 %) 0,215
Oui (n = 23) 18 (45 %) 5 (27,8 %)

Os (n =57) Non (n = 50) 34 (87,2 %) 16 (88,9 %) 1,000
Oui (n =7) 5 (12,8 %) 2 (11,1 %)
ND (n = 1) 1 0

Tissus mou (n = 57) Non (n =37) 25 (64.1%) 12 (66.7%) 0,850
Oui (n = 20) 14 (35.9%) 6 (33.3%)
ND (n = 1) 1 0

Crane (n = 58) Non (n = 48) 32 (80 %) 16 (88,9 %) 1,000
Oui (n = 10) 8 (20 %) 2 (11,1%)

Glande surrénale (n = 57) Non (n = 52) 34 (87.2%) 18 (100.0%) 0,168
Oui (n = 5) 5 (12.8%) 0 (0.0%)
ND (n = 1) 1 0

Carcinose péritonéale (n =57) | Non (n = 45) 30 (76.9%) 15 (83.3%) 0,734
Oui (n = 12) 9 (23.1%) 3 (16.7%)
ND (n =1) 1 0

Sein (n = 58) Non (n = 53) 37 (92.5%) 16 (88.9%) 0,641
Oui (n = 5) 3 (7.5%) 2 (11.1%)
ND (n=1) 1 0

Rate (n = 57) Non (n = 55) 38 (97.4%) 17 (94.4%) 0,536
Oui (n = 2) 1 (2.6%) 1 (5.6%)
ND (n=1) 1 0

Pancréas (n = 57) Non (n = 54) 37 (94.9%) 17 (94.4%) 1,000
Oui (n = 3) 2 (5.1%) 1 (5.6%)
ND (n=1) 1 0
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Annexe 6 : Survie globale a 6 mois en fonction de I’atteinte ganglionnaire

Ganglion EvVt/N Surv (t=6) 1C95% P value
Non 21/32 58,81 % [39,78 ; 73,65] | 0,5781
Oui 15/26 61,09 % [39,71; 76,87]
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RESUME EN FRANCAIS :

L’ipilimumab est un anticorps monoclonal anti-CTLA-4 qui a montré son efficacité dans le mélanome.
Alors que de plus en plus de molécules sont disponibles, lidentification de facteurs prédictifs de
réponse est un enjeu majeur. Lipilimumab agit sur le compartiment lymphatique de I'immunité. Nous
avons mené une étude rétrospective afin d’évaluer si le statut ganglionnaire était prédictif de la
réponse a I'IPl. Les scanners de référence étaient relus afin d’identifier, mesurer et localiser
anatomiquement 6 cibles ganglionnaires tumorales principales et les localisations des organes
profonds. Le statut ganglionnaire était confronté a la réponse thérapeutique observée. 58 patients ont
été inclus, 26 avaient des métastases ganglionnaires. Dix-huit patients étaient répondeurs (réponse
partielle, compléte, stabilité), 40 en progression. 9 (50 %) patients répondeurs avait au moins une
cible ganglionnaire contre 17 (42,5 %) non-répondeurs (NS). Un traitement adjuvant par INF était
significativement plus fréquent chez les répondeurs (53,3 % vs 18,4 % ; p = 0.0179). Notre étude n’a
pas permis de mettre en évidence de réponse thérapeutique a I'ipilimumab statistiquement associée a
un patron métastatique ganglionnaire possiblement du fait d'un manque de puissance. Nous
observons cependant que les répondeurs semblaient avoir plus fréequemment recu de I'lFN adjuvant.
Les résultats de notre étude suggérent l'intérét d’'une évaluation plus large de la valeur prédictive d’'un
traitement préalable par I'INF et du patron métastatique sur la réponse a l'ipilimumab.
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