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CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CXCL9 -10 -13 : C-X-C motif chemokine ligand 9-10-13
DC : Cellule dendritique

DROM : Départements et régions d’outre-mer

EGFR : Epidermal growth factor receptor

El : Evenement indésirable

ESMO : European society for medical oncology

FAS : Fibroblast Activated Sequence

FGFR : fibroblast growth factor receptor

FOXP3 : Forkhead box P3
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GRADE SBR : Grade de Scarff-Bloom et Richardson
HER2 : Human epidermal growth factor receptor 2
HLA : Human leucocyte antigen

HMGB1 : High—mobility group box 1

HR : Hazard ratio

HRD : Homologous recombination deficiency

IC: Immune cell

IHC : Immunohistochimie

ITT : Intention de traiter

LAG-3 : Lymphocyte activation gene 3

LBA : Late breaking abstract

MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cells

Ml : Microenvironnement immunitaire

MSI : Microsatellite instability

NK : Natural killer

NRLP3 : Nucleotide-binding domain leucin-rich repeat [LRR] and pyrin-containing receptor 3
OR : Odds radio

PCI : Point de contrdle immunitaire

IC : Intervalle de confiance

IFN : Interferon

IL : Interleukine

IPCI : Inhibiteur de point de contréle immunitaire
mTOR : Mechanistic target of rapamycin

PARP : Poly(ADP-ribose) polymérase

PD-1: Programmed cell death 1

PD-L1 : Programmed cell death ligand 1

PD-L2 : Programmed cell death ligand 2

PI3K : Phosphatidylinositol 3-kinase

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
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P2RX7 : P2X purinoceptor 7

QP : quadruple positive

qRT-PCR : Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR
RCB : Residual cancer burden

RE : Récepteur aux cestrogenes

RH : Récepteurs hormonaux

RHC : Réponse histologique compléte

RP : Récepteur a la progestérone

SG : Survie globale

SIR : rapport standardisé d’incidence

SMR : rapport standardisé de mortalité

SSE : survie sans événement

SSM : Survie sans maladie

SSP : Survie sans progression

TAM : Tumor associated macrophage

TC: Tumor cell

TCR : T cell receptor

T-DM1 : Trastuzumab emtansine

Th : Lymphocyte T helper

TIGIT : T-cell immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif [ITIM] domain
TILs : Lymphocytes infiltrant la tumeur

TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing molecule 3
TLR3 : Toll-like receptor 3

TLR4 ou TLR4R : Toll-like receptor 4

TMB : Tumor mutational burden

TNM : Tumor node metastasis

Treg : Lymphocyte T régulateur

Trm : Tissue resident memory

TSM : Taux standardisé monde
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Partie | : revue de la littérature

« Les cancers du sein triple négatifs »
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Introduction

Dans cette premiére partie de revue de la littérature est présenté un état des lieux des
connaissances concernant le cancer du sein triple négatif, avec une attention particuliere
concernant les données publiées sur I’environnement immunologique de ces tumeurs et sur
I'influence que la chimiothérapie cytotoxique peut avoir sur lui.

A- Epidémiologie, classification moléculaire et pronostic des cancers du sein (1)

Al- Une incidence en augmentation et une mortalité en baisse

Dans le monde, on estime a 2,08 millions le nombre de nouveaux cas survenus en 2018. Les

taux d’incidence les plus élevés sont observés dans les pays les plus développés. On estime
gu’une femme sur 8 aura un cancer du sein au cours de sa vie (2). L'incidence mondiale est en
augmentation. On a ainsi constaté un accroissement de 3,1% par an entre 1980 a 2010, passant
de 641000 cas a 1,6 millions de cas annuels. En 2030, le nombre de cancers du sein
diagnostiqués dans le monde devrait étre aux alentours de 3,2 millions de cas (2).

En termes de mortalité, 626 000 déces ont été relevés en 2018. Les taux de mortalité sont les
plus élevés dans les pays les moins développés.

Au sein de I'Union européenne, la France se situe au 8¢ rang parmi les pays ayant le plus haut

niveau d’incidence et au 11° rang parmi les pays ayant les taux de mortalité les plus élevés.

En France métropolitaine (tableau 1)

e Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent devant les cancers de la prostate, du
poumon et colorectal, et représente la 3°™¢ cause de mortalité par cancer.

e Cest le cancer le plus fréquent chez la femme et la 1 cause de décés par cancer
féminin.

e L’incidence (taux standardisé) du cancer du sein a augmenté entre 1990 et 2018 (+1,1 %
par an en moyenne, passant de 72,8 nouveaux cas pour 100 000 femmes a 99,9) alors
gue la mortalité (taux standardisé) a diminué (-1,3 % par an en moyenne, passant de
20,2 déceés par cancer du sein pour 100 000 femmes a 14,0) (figure 1).
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Figure 1 - Taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein en France métropolitaine selon
I’année (Taux Standardisé Monde — TSM) — Echelle logarithmique (selon santepubliquefrance.fr

(1)

Les données des registres des cancers montrent que :

e 6 cancers du sein sur 10 sont diagnostiqués a un stade précoce
e 3 sur 10 aun stade intermédiaire (extension loco-régionale)
e 1sur10aun stade avancé.

Ces chiffres sont stables sur toute la période allant de 2009 a 2012.

Les cancers précoces sont diagnostiqués plus fréquemment chez les femmes d’age compris
entre 50 et 74 ans (65%) contre 59 % chez les moins de 50 ans et 42 % chez les plus de 74 ans.
Les cancers les plus avancés sont diagnostiqués plus fréguemment chez les femmes de plus de
74 ans.
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Incidence Mortalité Survie Prévalence Prévention

et
dépistage
58 459 12 146 87 % ab5ans 219 756 cas 50,3% des
diagnostiqués femmes
Nouveaux cas déces par an lors des cing dépistées
par an dernieres dans le
années et cadre du
toujours programme
vivants de
dépistage
organisé
France France Zone registres, France France
métropolitaine, métropolitaine, personnes diagnostiquées métropolitaine,  entiere,
2018 2018 en 2005-2010 2008 2018

Tableau 1 - Les chiffres clés du cancer du sein en France (d’aprés santepubliquefrance.fr (1))

Les disparités régionales et départementales d’incidence du cancer du sein sont peu marquées.
Toutefois, il existe une sous incidence qui dépasse les 10% par rapport a la moyenne nationale
dans le Jura, le Territoire de Belfort, le Doubs, le Finistére, les Cotes-d’Armor, en Ariége et en
Correze. Paris est le seul département en sur-incidence qui dépasse les 10 % (Figure 2a).

Les disparités régionales et départementales de mortalité par cancer du sein sont plus
prononceées : il existe une surmortalité qui dépasse les 10% par rapport a la moyenne nationale
dans tous les départements des Hauts-de-France, dans les Ardennes, la Marne, en Seine-
Maritime et dans I'Yonne alors que la mortalité est inférieure a la moyenne nationale dans de
nombreux départements du Sud de la France et de Bretagne. Au total, 10 départements ont
une mortalité inférieure d’au moins 10% a la moyenne nationale (Figure 2b).
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Figure 2 — Incidence (a) et mortalité (b) départementales du cancer du sein en France. SIR =
rapport standardisé d’incidence. SMR = rapport standardisé de mortalité.

En Occitanie

Les estimations mettent en évidence une faible sous-incidence par rapport a la France
métropolitaine chez les femmes sur la période 2007-2016 (SIR : 0,97 [0,95 ; 0,99]. Sur cette
méme période, le nombre moyen de nouveaux cas de cancer du sein est estimé a 4886 par an
avec un taux d’incidence standardisé monde (TSM) de 96,4 pour 100000 personnes-années.
L’'Ariege est le seul département de la région qui présente une sous-incidence importante par
rapport a la moyenne nationale (SIR : 0,89 [0,84 ; 0,95]).

Pour la période 2007-2014, le nombre moyen de déceés annuel par cancer du sein est estimé a
1038. La mortalité par cancer du sein y est légérement plus basse que la moyenne nationale
(SMR : 0,92 [0,90 ; 0,94]). Tous les départements ont une mortalité basse mais seuls trois
présentent une sous-mortalité importante (plus de 10%) par rapport a la France métropolitaine
: la Haute-Garonne, les Pyrénées-Orientales et le Tarn.

Ces résultats ne concordent que partiellement avec les taux généralement bas de participation
au programme de dépistage organisé dans la plupart des départements de notre région. Il est
possible que cette faible participation explique la sous-incidence mais la situation de la
mortalité devrait alors étre moins favorable du fait de diagnostics plus tardifs. Or, ce n’est pas
ce que |'on observe.
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A2- Une survie qui s’"améliore

La survie a 5 ans des femmes atteintes d’un cancer du sein s’est améliorée au cours du temps,
passant de 80 % pour celles concernées entre 1989 et 1993 a 87 % entre 2005 et 2010 (survie
nette standardisée) (tableau 1). Cette amélioration est liée d’'une part, a une plus grande
précocité des diagnostics (en lien avec le développement des pratiques de dépistage, mais
également avec I'amélioration des pratiques et techniques diagnostiques) et, d’autre part, aux
progres thérapeutiques de ces derniéres années.

La France se situe parmi les pays avec les taux de survie les plus élevés d’Europe.

A3- Une participation au programme de dépistage dont la baisse ralentit

En 2018, le taux national de participation était de 50,3 %, soit environ 2 595 000 femmes d’age
compris entre 50 et 74 ans dépistées au cours de I'année dans le cadre du programme national
de dépistage organisé. Ce taux est relativement stable dans le temps depuis 2004. Concernant
la région Occitanie, le taux de participation était de 47,7 % en 2017 et 47,4 % en 2018 (Haute-
Garonne : 39,7 % en 2017 et 38,4 % en 2018).

Les données des structures de gestion du dépistage montrent qu’apres avoir augmenté
jusqu’en 2011-2012 pour atteindre un pic a 52,7 %, la participation au programme de dépistage
organisé est depuis lors en diminution. Les derniers chiffres indiquent que cette diminution
semble cependant se ralentir.

Ce ralentissement s’observe pour toutes les tranches d’age et dans la plupart des régions, a
I’exception des Pays de la Loire et de la Bretagne ou, les taux de participation continuent de
baisser alors qu’ils étaient parmi les plus élevés. A I'inverse, en Auvergne-Rhone-Alpes et dans
le Grand-Est, les taux de participation augmentent. Dans les Départements et Régions d’Outre-
Mer (DROM), des baisses importantes sont observées.

L’hétérogénéité de la participation au dépistage organisé sur le territoire frangais constatée les
années précédentes, perdure pour la période 2017-2018, avec des écarts entre les régions
allant de 35,2 % en Corse et 39,1 % en lle de France, a 58,2 % dans les Pays de la Loire et 58,6 %
en Centre-Val-de-Loire. En Qutre-mer, les taux varient de 26,1 % en Guyane a 47,3 % a la
Réunion. Cette hétérogénéité géographique se retrouve également a I'échelle départementale
avec des taux variant de 28,5 % a Paris a 62,4 % en Indre-et-Loire (figure 3).
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Figure 3 — Programme de dépistage organisé du cancer du sein : taux de participation
départementaux standardisés 2018 (population de référence : France 2009), d’aprés
santepubliquefrance.fr (1).

Il est difficile d’interpréter les tendances récentes de ces taux de participation au dépistage
organisé (qui ne tienne pas compte du dépistage individuel). La baisse observée a partir de
2011-2012 pourrait étre liée, pour partie, a la controverse sur les bénéfices et les risques du
dépistage du cancer du sein. Sous cette hypothese, le ralentissement en 2017-2018 montrerait
qgue I'effet de la controverse sur la participation tend a s’estomper.

Il convient par ailleurs de comprendre ce qui se passe dans les régions ou la participation
continue de baisser alors que les niveaux de participation étaient relativement élevés et
d’étudier ce qui se passe dans les régions d’Outre-mer.

Enfin, il est urgent de disposer d’outils permettant de mesurer précisément le recours au
dépistage individuel afin de décrire d’éventuels phénomenes de transfert entre dépistage
organisé et individuel, et de suivre les tendances globales de recours au dépistage du cancer du
sein.
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Une étude clinique de dépistage personnalisé, dénommée MyPeBS (My Personal Breast
Screening), est actuellement en cours (ClinicalTrials.gov, identifiant : NCT03672331). Ce projet
coordonné par le Dr Suzette Delaloge (Institut Gustave Roussy) pour la France et financé par
I’'Union européenne a pour but d’évaluer I'intérét d’'un dépistage personnalisé chez les femmes
d’age compris entre 40 a 70 ans en Europe. MyPeBS compare la méthode de dépistage
organisée en cours dans chacun des pays participants a une nouvelle approche de dépistage
personnalisé basée sur I'estimation du risque individuel. L’étude est mise en ceuvre dans 5 pays
(France, Belgique, ltalie, Israél, Royaume-Uni) et I'objectif est de recruter 85 000 femmes
volontaires. Le risque individuel est évalué par I'histoire personnelle et familiale de chaque
femme, la densité mammaire mais aussi un test salivaire pour génotypage (analyse de 313
polymorphismes de I’ADN intégrés dans un score de risque).

A4- Classification moléculaire et pronostic des cancers du sein

Des classifications moléculaires, prenant en compte des analyses transcriptomiques,
permettent de classer les cancers du sein en 4 groupes distincts (3) :

- Luminal A: tumeurs de bas grade (grade SBR 1 ou 2), exprimant le récepteur aux
cestrogenes et a la progestérone, HER2 négatives, avec un index de prolifération faible
(Ki67 < 15-20 %).

- Luminal B: tumeurs de haut grade (grade SBR 2 ou 3), exprimant le récepteur aux
cestrogeénes +/- celui a la progestérone, HER2 négatives ou positives, avec un index de
prolifération plus élevé (Ki67 > 15-20 %).

- HER2 enrichis: tumeurs n’exprimant pas les récepteurs hormonaux, mais qui
surexpriment et/ou amplifient HER2.

- Basal-like, caractérisées par une absence d’expression des récepteurs hormonaux et de
HER2 non surexprimé et non amplifié, dites « tumeurs triple-négatives », objet de ce
travail de these.

Les tumeurs « luminal A » sont celles qui ont le meilleur pronostic. Les tumeurs « luminal B »
sont de pronostic intermédiaire. Les tumeurs HER2 enrichies ou basal-like sont celles qui ont le
plus mauvais pronostic (si I'on tient compte de I'histoire naturelle) (Figure 3). Les traitements
anti-HER2, en particulier le trastuzumab et plus récemment le pertuzumab et le T-DM1 ont trés
nettement amélioré le pronostic des tumeurs HER2-enrichies et luminales B HER2-positives (4—
6).

30



Figure 4 - Pronostic des cancers du sein selon leur classification moléculaire, en tenant compte
de leur histoire naturelle (d’apres T. Sorlie et al. (3)). A gauche, la survie sans métastase. A
droite, la survie globale.

B- Les cancers du sein triple négatifs : incidence, pronostic, classification moléculaire

et traitements médicaux :

Les cancers du sein triple négatifs (CSTN), représentent environ 15% des adénocarcinomes
infiltrants et sont définis par I'absence d’expression du récepteur alpha aux cestrogenes, a la
progestérone, et I'absence de surexpression ou d’amplification de HER2. Ce sous-type est
associé a une évolutivité agressive et a un pronostic défavorable (7).

En effet, plus d’un tiers des patientes avec un CSTN localisé vont présenter des récidives loco-
régionales non opérables et/ou des métastases a distance. Le risque de rechute est maximal 1 a
3 ans apres le diagnostic et quasi nul au-dela de 5 ans. Dans la série publiée par R. Dent, 100%
des rechutes sont survenues a 8 ans et la tres grande majorité dans les 3 ans post-diagnostic
(8). Les métastases ganglionnaires, pulmonaires, hépatiques et cérébrales sont trés fréquentes.
Les métastases osseuses sont plus rares.

Le pronostic d’'un CSTN de stade IV est redoutable avec une médiane de survie globale
d’environ 15 mois (9). La médiane est de 21 mois dans les séries les plus récentes, avec

I'incorporation de I'immunothérapie (10).

L’age médian au diagnostic est plus jeune (53 ans dans la série de R. Dent) que pour les autres
sous types et la taille plus volumineuse (30 mm dans la série de R. Dent) (8).
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Les CSTN sont enrichis de femmes ayant une prédisposition héréditaire pour BRCA, surtout
BRCA1 (11,12). Une prédisposition BRCA1 est en effet retrouvée chez 15% des patientes ayant
un CSTN et ce pourcentage augmente d’autant plus que la patiente est jeune. En cas de CSTN
isolé sans antécédents familiaux, on retrouve une mutation constitutionnelle de BRCA dans
32.9% des cas avant 30 ans, 20.4% chez les trentenaires, 11.6% chez les quadragénaires et 6-
7% au-dela (12). De plus, on estime que 80% des femmes ayant une prédisposition BRCA1
auront un CSTN au cours de leur vie.

Du fait d’une définition purement négative, la chimiothérapie a été le seul traitement pour les
CSTN pendant tres longtemps. Cependant, ceci pourrait prochainement changer avec
I'incorporation des inhibiteurs de PARP pour les patientes présentant une mutation germinale
BRCA, et également avec les résultats de la combinaison d’une chimiothérapie avec
I'immunothérapie chez les patientes présentant une tumeur PD-L1 positive en métastatique
(10,13), voire en néoadjuvant (14).

Les cytotoxiques les plus actifs sont les taxanes (paclitaxel, docétaxel), les anthracyclines
(doxorubicine, épirubicine) et les alkylants dont le cyclophosphamide et les sels de platine. Les
autres chimiothérapies pouvant étre prescrites sont le 5-fluorouracile, la capécitabine,
I’éribuline, la gemcitabine, la vinorelbine, le méthotrexate, I'étoposide et I'ixabepilone (pas
d’AMM en France).

Cependant, il existe une importante hétérogénéité moléculaire et pronostic des CSTN. Plusieurs
sous-groupes ont été identifiés permettant d’affiner le pronostic et dans I'espoir de proposer
des traitements plus adaptés aux altérations moléculaires et génétiques identifiées (15).

Récemment, une classification moléculaire des CSTN, simplifiée par rapport a celle de BD.
Lehmann publiée en 2011 (16) a été proposée, permettant de subdiviser les CSTN en 4 sous-
groupes (17,18) :

- Basal-like (75% des cas), avec une activation des voies de signalisation du cycle
cellulaire, de la réponse aux dommages de I"ADN (ex: ATR, BRCA) et de la division
cellulaire.

- Mesenchymal, avec une activation de la mobilité cellulaire, de l'interaction avec la
matrice extra-cellulaire, de la transition épithélio-mésenchymateuse et de voies de
signalisation de facteurs de croissance.

- Luminal Androgen Receptor, avec une expression du récepteur aux androgenes
(tumeurs dites « apocrines »).

- Immune-enriched, avec un enrichissement en génes responsables de la réponse
immunitaire anti-cancéreuse.
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Le phénotype basal-like peut étre identifié en immunohistochimie grace a la positivité du
marquage EGFR (epidermal growth factor receptor) et/ou CK5/6 (cytokeratines 5/6). Les
tumeurs négatives pour 'EGFR et le CK5/6 sont considérées comme de phénotype non basal
(19). Ce phénotype basal-like permet d’identifier des tumeurs de mauvais pronostic parmi les
CSTN (19).

Cette classification moléculaire ouvre des perspectives thérapeutiques adaptées pour chacun
des sous types moléculaires :

- Pour le groupe basal-like, pour lequel il existe des défauts de la recombinaison homologue,
un ciblage des voies de signalisation de la réponse aux dommages a I’ADN semble pertinent,
avec par exemple I'utilisation des sels de platine ou des inhibiteurs de PARP.

Les genes BRCA codent pour des protéines qui participent aux réparations des cassures double
brins de I'ADN, dans le cadre du systeme de recombinaison homologue. Ainsi, les cellules
porteuses d’'une mutation délétere pour BRCA ont un défaut de leur systeme de réparation de
I’ADN.

Les sels de platines sont des agents alkylants, qui exercent leurs effets en se liant a I’ADN et en
induisant de multiples cassures simple brins, qui conduit a I'apoptose et a la mort cellulaire. Ces
agents sont donc particulierement efficaces contre les tumeurs ayant des défauts de réparation
de I’ADN, et donc les tumeurs ayant des protéines BRCA non fonctionnelles. Le carboplatine a
ainsi montré sa supériorité par rapport au docétaxel dans le traitement des CSTN métastatiques
chez les femmes ayant une mutation germinale BRCA (20).

De méme, les protéines du groupe PARP sont impliquées dans la réparation des cassures simple
brin de I'ADN. Ainsi, les essais cliniques avec des inhibiteurs de PARP ont montré une
supériorité par rapport a la chimiothérapie dans le traitement des CSTN métastatiques chez des
femmes ayant une prédisposition héréditaire BRCA, avec un allongement significatif de la survie
sans progression (21,22).

- Pour le groupe mesenchymal, il a été proposé |'utilisation d’inhibiteurs de mTOR et d’AKT
(23,24) car ces cancers ont une activation de la voie PI3K/AKT, secondaire a des mutations de
PIK3CA, d’AKT et/ou a des pertes de PTEN. Il a également été proposé une chimiothérapie par
éribuline, qui est efficace contre la transition épithélio-mésenchymateuse (25), ou l'utilisation
d’inhibiteur de FGFR (fibroblast growth factor receptor).

- Pour le groupe Luminal Androgen Receptor, il a été proposé des traitements bloquants le
récepteur aux androgenes, comme |’enzalutamide ou le bicalutamide (26-28). Il existe de
surcroit dans ce sous-groupe, également souvent des mutations de PIK3CA, permettant
d’envisager des combinaisons entre inhibiteurs de PIK3CA et blocage du récepteur aux
androgenes.
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- Pour le groupe Immune-enriched, les patientes pourraient bénéficier des traitements par
immunothérapies modernes, par exemple les inhibiteurs de points de contréle immunitaires tel
que PD-(L)1.

C- La chimiothérapie néo-adjuvante dans les cancers du sein, en particulier triple
négatifs :

C1- Indications et modalités dans les cancers du sein

Outre qu’elle autorise souvent une chirurgie conservatrice qui d’emblée ne I'est pas en raison
du rapport entre la taille de la tumeur et de la taille du sein, la chimiothérapie néo-adjuvante
permet d’identifier les patientes qui ne sont pas en réponse histologique complete (RHC) et
donc plus a risque de rechute. Ces patientes peuvent alors bénéficier, apres la chirurgie, d'une
stratégie de rattrapage éventuellement dans le cadre d’un essai clinique. Cette adaptation du
traitement a la maladie résiduelle n’est pas possible si la chimiothérapie est effectuée apres la
chirurgie (chimiothérapie adjuvante). De fait, la plupart des tumeurs triple négatives (et HER2
positives) sont désormais traitées par une chimiothérapie premiere, méme si elles sont
d’emblée opérables au diagnostic, dés le stade pT2pNO (29).

Le schéma standard consiste en I'administration séquentielle d’une chimiothérapie a base
d’anthracycline, de cyclophosphamide et de taxane, selon préférentiellement un schéma dose-
dense pour les CSTN.

Les taux de RHC sont meilleurs pour les tumeurs triples négatives et HER2-enrichies (avec ajout
de trastuzumab) que pour les cancers du sein luminaux, atteignant jusqu’a 39% de RHC (30).
Mais il existe une importante hétérogénéité du taux de RHC selon le sous-groupe moléculaire
des CSTN : basal 36% contre non-basal 20% (31).

Les indications actuelles de la chimiothérapie néo-adjuvante sont donc les suivantes (32,33) :
- Cancer du sein localisé triple négatif > 2 cm et/ou N+ (dés le stade Il)
- Cancer du sein localisé HER2 positif = 2 cm et/ou N+ (dés le stade Il)
- Cancer du sein localisé localement évolué et potentiellement chimiosensible, dans le
but de permettre une chirurgie conservatrice
- Cancer du sein non opérable d’emblée (cancer du sein inflammatoire).



C2- Méthodes d’évaluation de la réponse histologique a la chimiothérapie néo-adjuvante

Les classifications anciennement proposées par Chevallier et Sataloff ne sont plus utilisées
actuellement.

Aujourd’hui, on évalue la maladie résiduelle :

- Soit selon le RCB (« Residual Cancer Burden »), qui est un index continu combinant la mesure
de la tumeur primitive (taille et cellularité) et des métastases ganglionnaires (nombre et taille).
Cet index est ensuite divisé en 4 classes : RCB-0 a RCB-III. Le RCB-0 indique une RHC et le RCB-IlI
une importante maladie résiduelle. Ces différentes classes de RCB sont fortement corrélées a la
survie sans rechute a distance (risque tres faible pour les classes RCB-0 ou |, intermédiaire pour
le RCB-Il et important pour le RCB-III) (34).

- Soit selon la classification TNM effectuée apres la chimiothérapie néo-adjuvante (appelée

ypTNM) permettant d’identifier les tumeurs en RHC (ypTO/is et ypNO) et celles non en RHC
(tous les autres cas) (35).

C3- La réponse histologique compléte (RHC) : un biomargueur pronostique

La RHC a la chimiothérapie néo-adjuvante, définie par un statut anatomopathologique ypTO/is
et ypNO, c’est-a-dire I'absence de cellules tumorales infiltrantes dans le sein et dans les
ganglions axillaires, est associée a une amélioration nette de la survie sans événement (HR
0,18-0,24) et de la survie globale (HR 0,16-0,20) pour les CSTN. C’'est également le cas pour les
cancers HER2 enrichis qui regoivent du trastuzumab en termes de survie sans évenement (HR
0,15-0,31) comme de survie globale (HR 0,08-0,13) (36,37).

C4- Stratégies de rattrapage apres chimiothérapie néo-adjuvante

En cas de réponse histologique incompléte a la chimiothérapie néo-adjuvante, il peut étre
proposé une chimiothérapie adjuvante pour les CSTN par capécitabine pour 6 a 8 cycles. Cette
derniére augmente la survie sans maladie a 5 ans (69,8% vs 56,1%, HR = 0,58 ; 95% IC, 0,39-
0,87), et la survie globale a 5 ans (78,8% vs 70,3%, HR = 0,52 ; 95% IC, 0,30-0,90) dans une
analyse en sous-groupe d’une étude clinique prospective asiatique non dédiée aux CSTN (38).
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Actuellement, des essais cliniques prospectifs évaluent d’autres stratégies de rattrapage pour
les CSTN, par exemple :

- SWOG 1418 : Phase Ill, R1:1 (stratification selon le statut PD-L1), observation versus
pembrolizumab (1an) en adjuvant post-néoadjuvant si résidu >10 mm et/ou pN+

- A-BRAVE : Phase lll, R1:1 observation versus avélumab (1 an) pour les CSTN a haut risque (2
4AN+)

- ECOG-ACRIN 1131: Phase Illl, capécitabine versus sel de platine, en adjuvant post
néoadjuvant si résidu > 10mm et/ou pN+, pour les CSTN basal-like (selon la signature
moléculaire PAMS50)

- OLYMPIA : +/- olaparib en cas de prédisposition héréditaire BRCA (résultats attendus pour fin
2020)

Concernant les tumeurs HER2 positives, il doit étre proposé en l'absence de RHC apres
chimiothérapie néo-adjuvante comprenant du trastuzumab, un traitement par T-DM1 pour 14
cycles, permettant de diminuer le risque de rechute de 50% par rapport a la poursuite du
trastuzumab pour 14 cycles. La survie sans maladie invasive a 3 ans est de 88,3% avec le T-DM1
contre 77% avec le trastuzumab (HR 0,50, 95% IC 0,39-0,64, p < 0,001) (6).

D- Le microenvironnement immun tumoral

D1- Généralités

Le systeme immunitaire est capable de reconnaitre les tumeurs et élimine de nombreuses
cellules malignes précoces. Cependant, les tumeurs évoluent pour échapper a la réponse
immunitaire et le microenvironnement tumoral devient immunosuppresseur.

Les réponses immunitaires sont régulées par un certain nombre de points de contréle
immunitaires qui limitent l'intensité et la durée des réponses immunitaires physiologiques,
réduisant les dommages tissulaires liés a la réponse immunitaire, controlant la résolution de
I'inflammation et maintenant la tolérance pour prévenir l'auto-immunité. Les tumeurs
exploitent ces voies inhibitrices pour échapper au systeme immunitaire. Ainsi, le blocage des
points de controle PD-1 (Programmed cell death 1) et CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) s’est révélé étre une stratégie d’'immunothérapie anticancéreuse efficace
et durable chez un sous-ensemble de patients présentant une variété de types de tumeurs, et
des combinaisons entre différentes immunothérapies améliorent les taux de réponse (39).
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Le microenvironnement tumoral est composé :

- de cellules anti-tumorales (ou immuno-activatrices): les lymphocytes T CD8+, les
lymphocytes de type NK (Natural Killer), les lymphocytes T CD4+ de type helper (Th), les
macrophages de type 1 et les cellules dendritiques (cellules présentatrices d’antigenes -
CPA);

- mais aussi de cellules pro-tumorales (ou immuno-suppressives) : lymphocytes T CD4+ de
type régulateur (Foxp3+ ou Treg), macrophages associés aux tumeurs (macrophages de
type 2, TAM ou M2), de cellules myéloides appelées MDSC (Myeloid-Derived Suppressor
Cells) et de fibroblastes associés aux tumeurs (CAFs = Cancer Associated Fibroblasts).

Il apparait également que l'infiltration lymphocytaire par les lymphocytes infiltrant la tumeur
(TILs) est plus importante au niveau de la tumeur primitive qu’au niveau des métastases dans
les cancers du sein, indiquant un probable réle de I'’échappement au systeme immunitaire dans
la progression métastatique de ces cancers (40). Ceci a été particulierement bien décrit pour les
CSTN, ou il apparait que l'infiltrat immunitaire de la tumeur primitive est plus important qu’au
niveau des métastases (réduction par rapport aux métastases du nombre de lymphocytes T
CD8+, de lymphocytes T CD8+ PD-1+ et de lymphocytes T PD-1+). Ceci est en faveur d’une
utilisation préférentiellement précoce de 'immunothérapie dans les CSTN (41).

La progression du cancer du sein a également été montré comme associée a une diminution de
la fonction des lymphocytes NK infiltrant la tumeur (42).

Bien que souvent plus efficaces et mieux tolérés que les thérapies traditionnelles et ciblées, de
nombreux patients ont une résistance innée ou acquise aux inhibiteurs de points de contréle
immunitaires (IPCl). L'immuno-édition du cancer est le processus par lequel le systéme
immunitaire peut a la fois contraindre et favoriser le développement tumoral, qui se déroule en
trois phases appelées élimination, équilibre et évasion. Tout au long de ces phases,
I'immunogénicité tumorale est éditée et les mécanismes immunosuppresseurs qui permettent
la progression de la maladie sont acquis (43). Les IPCI sont donc d’autant plus efficaces qu’ils
sont administrés tét dans la prise en charge (1°° ligne métastatique), les mécanismes
immunosuppressifs étant alors moindres.

D2- Les points de contrdle immunitaires (PCl) et I'avenement des inhibiteurs de points de

contrdle immunitaires (IPCI)

La capacité du systeme immunitaire a reconnaitre et a éliminer les cellules tumorales
naissantes, et donc la surveillance du développement tumoral a été reconnu il y a pres d'un
siecle par Paul Ehrlich (1957) puis étudié plus en détail par Lewis Thomas et MacFarlane Burnet
(Burnet, 1957; Lawrence, 1959). Etant donné la fonction physiologique de suppression
tumorale par un systeme immunitaire sain, un diagnostic de cancer peut également étre
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considéré comme un diagnostic d'un systeme immunitaire dysfonctionnel. L'évolution des
interactions immuno-tumorales — de protection anti-tumorale a pro-tumorale - pendant la
progression du cancer a été conceptualisée dans la théorie de l'immuno-édition par Robert
Schreiber, par laquelle le systéme immunitaire, qui contrdle initialement et élimine les cellules
malignes, exerce inévitablement un effet de pression sélectif favorisant la croissance de clones
peu immunogenes qui peuvent échapper a la reconnaissance immunitaire.

Des approches pour réactiver les fonctions immunitaires anti-tumorales et améliorer la capacité
du systeme immunitaire a reconnaitre les tumeurs malignes ont ainsi été congues pour tenter
d’éradiquer le cancer (immunothérapie anti-cancéreuse). Les rémissions de tumeurs obtenues
par la stratégie de William Coley en injectant des tumeurs avec un mélange de bactéries dans le
but de réactiver les fonctions immunitaires anti-cancéreuses, constituent la premiére preuve
gue I'évasion immunitaire des tumeurs peut étre un processus réversible (Coley, 1891).

L'immunothérapie contre le cancer a été profondément inspirée par les études immunitaires
dans deux domaines principaux : les maladies infectieuses et la greffe de moelle osseuse
allogénique. Ces études ont fourni la preuve, respectivement, que le systéme immunitaire
humain peut étre « formé » pour reconnaitre et éliminer les agents pathogenes par le
développement d’une immunité spécifique, et qu'un systeme immunitaire allogénique peut
induire des réponses immunitaires anti-tumorales et des rémissions cliniques dans un hoéte
différent (a savoir les effets du greffon contre la leucémie). Ces deux observations indiquent
clairement que I'immunité peut étre établie avec succes
contre des « cibles » d’origines différentes (différents organismes ou individus).
La reconnaissance que les cellules tumorales constituent une altération d’'une forme du « soi »
a donc conduit a l'utilisation de matériel antigénique tumoral comme stratégie de vaccination
contre le cancer pour favoriser les réponses et I'éradication des maladies par les cellules T
spécifiques des tumeurs. Cependant, en dépit de sporadiques activités dans des sous-groupes
de patients atteints de certaines tumeurs malignes, les vaccins anti-cancer ont largement
échoué a avoir un important impact dans les essais cliniques de phase tardive.

Le développement ultérieur d'une approche alternative pour susciter des réponses
immunitaires anti-tumorales en inactivant les récepteurs immunitaires inhibiteurs (points de
controle immunitaires = PCl) a récemment permis de démontrer que l'immunothérapie peut
contréler durablement le cancer avancé. La désinhibition des réponses immunitaires
préexistantes en bloquant le PCI CTLA-4 et / ou PD-1 (ou son ligand PD-L1) pour permettre
I'activation immunitaire prolonge considérablement la survie des patients atteints de certains
cancers avancés.

Les succes du blocage des PCI, initialement obtenus chez les patients atteints de mélanome
avancé, se sont rapidement étendus aux patients atteints d'autres types de tumeurs solides et
méme pour certaines hémopathies. A ce jour, le traitement par blocage des PCl fait partie des
standards de soins pour les patients atteints de mélanome avancé, de cancer du poumon non a
petites cellules, de carcinomes épidermoides de la téte et du cou, de carcinomes urothéliaux,
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de cancers du rein a cellules claires, de cancers avec une instabilité microsatellitaire élevée
(MSI) (tels que le cancer colorectal a indice MSI élevé) et du lymphome hodgkinien réfractaire.
De nombreux autres cancers, dont le cancer du sein, font |'objet actuellement d’essais
cliniques. Ces résultats positifs, en plus de raviver l'enthousiasme et l'intérét pour
I'immunothérapie anticancéreuse, ont souligné le fait que, chez une fraction substantielle des
patients, le systéeme immunitaire peut toujours reconnaitre les cellules tumorales si
suffisamment de signaux co-stimulants sont correctement délivrés. La réduction de la
suppression immunitaire en bloquant les PCl peut ainsi fournir une stimulation immunitaire
suffisante pour déclencher une immunité thérapeutique anti-tumorale. Cependant,
I'expérience clinique accumulée jusqu'a présent avec le blocage des PCl a également clairement
montré que la résistance tumorale primaire et la résistance tumorale acquise a ces agents sont
des facteurs communs qui empéchent I'obtention d'un bénéfice clinique prolongé pour Ia
majorité des patients. En outre, les événements indésirables d'origine immunitaire de haut
grade, en particulier avec le double blocage CTLA-4 et PD-1, doivent étre pris en compte lors de
la prise de décisions thérapeutiques (44).

L'expression et la fonction de CTLA-4 sont intrinsequement liées a I'activation des lymphocytes
T. CTLA-4 est immédiatement régulé a la hausse apres I'engagement du récepteur des cellules T
(TCR) (signal 1), son expression atteignant un pic 2 a 3 jours apres l'activation. CTLA-4 atténue la
signalisation TCR par compétition avec la molécule co-stimulatrice CD28 avec les ligands B7 :
B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86), pour lesquels CTLA-4 a une avidité et une affinité plus élevées.
Parce que B7-1 et B7-2 fournissent tous deux des signaux de co-stimulation positifs via CD28
(signal 2), l'inhibition compétitive des deux molécules par CTLA-4 est nécessaire pour atténuer
efficacement |'activation des lymphocytes T (Figure 5).

Les fonctions biologiques primaires de PD-1 sont de maintenir la tolérance périphérique ainsi
qgue les réponses des lymphocytes T dans une plage physiologique souhaitée. Parce que le
systeme régulateur PD-1 / PD-L1 est induit par les réponses immunitaires, cela forme une
boucle de rétroaction négative pour atténuer les réponses locales des lymphocytes T et
minimiser les dommages tissulaires. PD-1 régule I'activation des cellules T par l'interaction avec
PD-L1 et PD-L2. PD-1 est exprimé lors de l'activation des lymphocytes T et B. En raison de
I'expression de ses ligands, qui sont largement exprimés dans les tissus non lymphoides, PD-1
agit principalement en atténuant I'activation des lymphocytes T a la périphérie (Figure 5).

L'inhibition de PD-1 (ou PD-L1) et de CTLA-4 permet de restaurer la réponse immunitaire qui a
été inhibée (45). Des anticorps monoclonaux ont ainsi été développés, d’abord dirigés contre
CTLA-4, puis contre PD-1 (ou son ligand PD-L1), pour lever ce frein immunologique et permettre
une réponse immunitaire anti-tumorale efficace et durable (46) (Figure 6).

39



Figure 5 - Mécanismes d'action de CTLA-4 et PD-1. CTLA-4 agit de facon compétitive avec les
ligands activateurs (B7-1 et B7-2) en se liant de facon inhibitrice au récepteur co-activateur
CD28. La liaison de PD-1 avec son ligand PD-L1, exprimé dans les tissus périphériques (et dans
les tumeurs), délivre un signal inhibiteur sur le TCR (récepteur des lymphocytes T) et sur le
récepteur de co-stimulation CD28 (d’apres R. Zappasodi et al. (43)).
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Figure 6 - Mécanismes d'action des inhibiteurs de point de contréle immunitaire. L'inhibition
des points de contréle immunitaires CTLA-4 et PD-1 (ou PD-L1) par des anticorps monoclonaux
(appelés « inhibiteurs des points de controle immunitaires ») permet de restaurer la réponse
immunitaire anti-cancéreuse (d’aprés R. Zappasodi et al. (43)).

Des études plus récentes ont montré que PD-1 et CTLA-4 ne sont pas les seuls PCl présents a
la surface des cellules immunitaires, et qu’il existe également d’autres points de controles
dits « secondaires », tels que : TIGIT (T-cell immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif [ITIM] domain), TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain-
containing molecule 3) et LAG-3 (Lymphocyte activation gene 3) (47,48).

Parmi les lymphocytes T CD8 infiltrant la tumeur, certains, identifiés par la présence du
marqueur CD103 et du marqueur CD39, représentent une catégorie de cellules mémoires
présentes dans les tissus et faiblement dans la circulation sanguine, qui pourraient étre la
catégorie ayant le plus grand potentiel de rejet des tumeurs. Toutefois, leurs fonctions
tumoricides sont inhibées au sein de I'environnement tumoral (49).
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Une étude trés récente, publiée par C-C. Balanga et al. en 2020 (50), a montré que les
lymphocytes T CD8+ mémoires spécifiques des antigenes tumoraux, acquierent de fagon
séquentielle au site tumoral les différents PCl (PD-1 et TIGIT, puis CTLA-4 et enfin TIM-3),
conduisant a l'acquisition d’un phénotype « exhausted » (épuisement cellulaire). Les cellules
acquiérent également des marqueurs de lymphocytes « tissue resident memory — Trm » tels
gue CD103 et CD39 (CD39 étant davantage présent sur les cellules spécifiques de I'antigene),
leur permettant de rester au sein de la tumeur (acquisition d’'un phénotype dit « Trm-like »). Ce
sont ces cellules qui ont le plus grand potentiel cytotoxique au sein de la tumeur, mais elles
sont inhibées du fait de I'expression des PCIl. L'utilisation d’un anticorps anti-PD-1 permet de
libérer leur potentiel cytotoxique au sein de la tumeur et d’augmenter la prolifération des
lymphocytes T CD8+ mémoires spécifiques de la tumeur dans la circulation sanguine. Les
cellules spécifiques de I'antigéne tumoral au sein de la tumeur, exprimant les 4 PCl sont
nommeées « cellules quadruple-positives (QP) Trm-like », et seraient les cellules avec le
potentiel immunologique anti-tumoral le plus important au sein de la tumeur. Ces cellules
peuvent étre identifiées par le marqueur TIM-3 en immunohistochimie (IHC) sur la tumeur.
Dans une cohorte de 30 patients avec un cancer ORL en rechute ou métastatique, traités par
immunothérapie anti-PD-(L)1, une forte infiltration (égale ou supérieure a la médiane) par des
lymphocytes CD8+ TIM-3+ était significativement corrélée a une meilleure réponse et a une
meilleure survie globale, alors que linfiltrat total en cellules CD8+ ne [I'était pas
significativement. Cette étude identifie donc une nouvelle population de lymphocytes T CD8+
spécifiques de la tumeur, ayant un fort potentiel immunologique anti-tumoral, pouvant étre ré-
activée par I'immunothérapie anti PD-(L)1 (prolifération des cellules T mémoires circulantes qui
viendront renforcer la réponse immunitaire au site tumoral, et réversion de I'épuisement
lymphocytaire des cellules QP Trm-like au site tumoral), permettant de renforcer le contréle
immunitaire anti-tumoral.

TIM-3 a également été rapporté comme un marqueur d’exhaustion (épuisement) des
lymphocytes T CD4 follicular helper, avec une fréquente co-expression de PD-1 (51).

Des données préliminaires (52) montrent que les lymphocytes CD4 infiltrants les tumeurs
pourraient étre définis par un haut niveau d’expression de PD-1 et de CD39. Contrairement aux
lymphocytes CDS8, I'épuisement des lymphocytes CD4 s’installerait indépendamment de TIM-3.
Un traitement par anti-PD-1 permet, in vitro, d’activer ces lymphocytes, permettant
d’améliorer la maturation des cellules dendritiques et par conséquence une plus importante
prolifération des lymphocytes CD8 spécifiques de la tumeur.

Enfin, des données in vitro montrent que le blocage d’un autre point de controle secondaire,
TIGIT, majore I'effet anti-tumoral immunitaire contre des lignées de cellules de cancer du sein
(53).
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D3- Valeur pronostigue du microenvironnement tumoral immun dans les CSTN

1) TILs : valeur pronostique

Actuellement, I’évaluation du nombre de TILs dans les tumeurs mammaires peut étre réalisée
selon une méthode décrite par Salgado et al. en 2015 (54) et mise a jour par Dieci et al. en 2018
(55). Cette méthode constitue la référence pour le compte des TILs par les
anatomopathologistes.

Des TILS sont souvent présents dans les CSTN, ce qui en fait une tumeur d’intérét pour le
développement de traitement par immunothérapies (7). Une revue systématique de la
littérature, réalisée par S. E. Stanton et al., incluant 15 études (13 914 patientes), a montré
que c’est dans les CSTN qu'’il existe la plus importante proportion de tumeurs mammaires
fortement infiltrées en TlLs, contrairement aux tumeurs RH positives/HER2 négatives qui en ont
une faible proportion. Les tumeurs HER2 positives en ont un niveau intermédiaire par rapport
aux autre types de cancers du sein (56).

Mais s’il existe un consensus pour la quantification des TILs, il n'y a cependant pas de standard
pour la définition d’'une tumeur faiblement ou fortement infiltrée en TILs. Les différentes
études utilisent des seuils souvent arbitraires : 30% (57,58), 50% (59) ou 60% (60), ou dans
d’autres études, les TILs sont utilisés comme une variable continue (57,58,60,61).

Ceci pose des problemes pour |'utilisation des TILs pour définir le pronostic ou pour prédire la
RHC. Il n’est pas établi si les TILs doivent étre utilisés comme un marqueur continu (comme
pour le Ki67), ou bien avec un seuil défini. Ceci explique que le compte des TILs ne soit
actuellement pas utilisé pour la décision thérapeutique en routine.

Si la densité de TILs est un facteur de bon pronostic, la répartition joue également un réle
important. En effet, une répartition diffuse des TILs dans les CSTN est un facteur de bon
pronostic également (par rapport a une répartition hétérogene, ou uniquement périphérique
par exemple) (62).

L'organisation des lymphocytes dans la tumeur, en structure lymphoides tertiaires, est un
élément qui semble positivement corrélé avec la densité d’infiltration lymphocytaire dans la
tumeur (densité de TILs), mais son impact propre sur le pronostic, tout comme la réponse au
traitement, n’est pas connu pour les cancers du sein (63).

De fagon intéressante, il a également été montré qu’il existe une plus forte densité de TILs dans
les biopsies de cancer du sein chez les patientes fumeuses, que chez les patientes non ou peu
fumeuses. Les patientes fumeuses avaient un taux plus élevé de RHC aprés chimiothérapie néo-
adjuvante, mais la survie sans rechute et la survie globale n’étaient pas différentes (64).
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En situation adjuvante :

Dans I’étude de M. V. Dieci et al. (57), les auteurs ont étudié les TILs, PD-L1, CD8 et Foxp3 chez
244 patientes avec un CSTN localisé, ayant recu une chimiothérapie adjuvante (n = 145) ou néo-
adjuvante (n =99).

Les TILs étaient significativement associés a une amélioration de la survie sans maladie (SSM),
avec un HR = 0,81 (p = 0,006) pour chague augmentation de 10% des TILS. Les patientes avec
plus de 30% de TlLs avaient une SSM a 5 ans a 89,5% contre 70% pour les patientes avec < 30%
de TILs (p = 0,002). PD-L1 (évalué sur les cellules stromales) était également un facteur de bon
pronostic, en utilisant un seuil a 21%. En effet, les patientes avec un PD-L1 > 21% avaient une
SSM a 5 ans de 87,1% contre 70,3% si < 21%.

Concernant les patientes ayant recu une chimiothérapie néo-adjuvante, I'augmentation des
TILs sur la microbiopsie (par tranche de 10%) était associé a une augmentation de la RHC.
Concernant la SSM, elle était meilleure en cas d’augmentation des TILs, de TILs élevés (> 30%)
et de PD-L1 élevé.

Concernant les patientes n’ayant pas une RHC aprés chimiothérapie néo-adjuvante (72
patientes), il y avait une augmentation significative de PD-L1 en post chimiothérapie par
rapport en pré-chimiothérapie. Une augmentation des TILs était associée a une meilleure SSM.

Plusieurs autres études ont confirmé le bon pronostic des TILs en situation adjuvante
(58,59,65).

Dans la méta-analyse de S. Loi et al. (58), les données de 2148 patientes avec un CSTN issues
de 9 études de chimiothérapie adjuvante ont été collectées. Chaque augmentation de 10%
des TILs était significativement associée a une amélioration de la survie sans maladie invasive
(HR 0,87), de la survie sans maladie a distance (HR 0,83) et de la survie globale (HR 0,84). La
médiane des TlLs était de 15%. Le bon pronostic des TILs était également retrouvé de facon
significative en prenant un seuil a 30% (= 30% de TILs).

Concernant les tumeurs HER2-positives, le pourcentage de TILs avant chimiothérapie adjuvante
a également été décrit comme indépendamment associé a une meilleure survie sans rechute a
distance. La survie a 5 ans sans rechute a distance était ainsi de 91,1% pour les patients avec
moins de 20% de TILs, contre 95,7% pour ceux avec 20% ou plus de TILs (p = 0.025) (66).

En situation de néo-adjuvante :

Une large étude récente, conduite par C. Denkert et al. (60), a confirmé le bon pronostic des
TILs évalués sur la biopsie avant chimiothérapie néo-adjuvante. L'analyse compilée de 6 larges
essais cliniques randomisés de chimiothérapie néo-adjuvante, regroupant 3771 patientes (dont
906 CSTN), a confirmé une amélioration de la SSM pour les CSTN pour chaque augmentation



des TILs par tranche de 10% (HR 0,93, p = 0,011). |l existait également une amélioration de la
survie globale (HR 0,92, p = 0,032). L'augmentation des TILs était également corrélée a une
augmentation du taux de RHC a la chimiothérapie néo-adjuvante, pour les patientes ayant un
fort infiltrat en TILs (= 60 %), avec un taux de RHC de 50% contre 31% (p < 0.001).

Une signature génétique a été développée dans les CSTN pour prédire a partir de la tumeur
initiale chez quelles patientes sera obtenu un enrichissement en TILs dans la tumeur résiduelle
apres chimiothérapie néo-adjuvante a base d’anthracyclines, dans une population non en RHC.
Cette signature était associée a un bon pronostic (réduction de la survie sans rechute a
distance) (67).

Pour les patientes ayant un CSTN, chez qui une RHC n’a pas été obtenu par une chimiothérapie
néoadjuvante, un nombre élevé de TILs au sein de la tumeur résiduelle est un facteur de bon
pronostic (68), permettant d’affiner le pronostic a partir de la classification RCB (en particulier
pour les classes RCB-Il et RCB-III) (69), aussi bien pour la survie sans rechute a distance que pour
la survie globale (70).

L'étude de V. Pelekanou et al. (71), publiée en 2017, s’est intéressé aux modifications du micro-
environnement immun induites par la chimiothérapie néo-adjuvante et leur impact sur le
pronostic. Cinquante-huit patientes ont été incluses (les patientes avec une RHC ont été
exclues). Il a été réalisé un compte des TILs dans le stroma et un marquage de PD-L1. Pres de
80% des patientes avaient une tumeur qui exprimaient les récepteurs hormonaux, et 20,6% une
tumeur HER2+. Une augmentation du nombre de TILs aprés chimiothérapie était
significativement associée avec une meilleure survie sans rechute (HR = 3,9; IC = 1,17-15,39).
On observe également une diminution significative de I'expression de PD-L1 (stromal et
tumoral) apres la chimiothérapie, mais sans impact sur le pronostic.

Au total, de nombreuses études et de larges méta-analyses ont confirmé le réle pronostic
favorable d’un fort infiltrat en TILs, que ce soit en situation adjuvante ou néo-adjuvante
(avant ou apres chimiothérapie), avec une amélioration du taux de RHC, de la SSM et de la
survie globale (SG).

Cependant, il n’est pas clairement défini si les TILs doivent étre utilisés comme un marqueur
continu, ou avec un seuil (30 ou 60 % par exemple).
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2) Sous-types de TILs : valeur pronostique

La présence d’un fort infiltrat en lymphocytes T CD8 est associée a une meilleure survie
spécifique si I'on considére I'ensemble des cancers du sein localisés (72). Plus spécifiquement,
dans les CSTN de stade localisé, un faible infiltrat en TILs ou en CD8+ est un facteur
indépendant de plus forte mortalité alors qu’une proportion élevée de CD8+ parmi les TlLs est
associée a une meilleure survie (73).

Tsiatas et al. ont quantifié I'’expression de CD3 et de CD8 par gRT-PCR et étudié leur association
avec la survie sans maladie dans les cancers du sein. En analyse univariée, une forte expression
de 'ARNm CD3 et CD8 était associée a une augmentation de la survie sans maladie (p = 0,007
et p = 0,016 respectivement). Mais, en analyse multivariée, seule |'expression élevée de ’ARNm
CD8 est associée significativement a une augmentation de la survie sans maladie (HR=0,77, p =
0,048) (74).

Si les lymphocytes T CD8 sont associés a un bon pronostic, ce n’est pas le cas de tous les
lymphocytes T CD4 : en effet, certains sont associés a un bon pronostic (lymphocytes Thl), et
d’autres sont associés a un pronostic variable selon les études (parfois considérés comme de
bon, de mauvais ou sans incidence sur le pronostic): lymphocytes Th2, Thl7 et Treg (T
régulateurs) (75). Apres chimiothérapie néo-adjuvante, les lymphocytes CD4 semblent étre
associés a un bon pronostic (69).

Certaines sous-populations de lymphocytes CD4, comme les lymphocytes CD4 follicular helper
CXCL13+ (impliqués dans le développement des centres germinatifs et la maturation des
lymphocytes B spécifiques de I'antigenes en cellules mémoires sécrétrices d’anticorps), sont
associées a un meilleur pronostic et a une meilleure réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante
(76,77).

En cas de chirurgie d’emblée, le ratio CD8+/Foxp3+ dans la tumeur est significativement plus
élevé chez les patientes qui n‘ont pas de métastases ganglionnaires, et qui ont un stade
tumoral plus précoce (stade IA versus stade Il ou Ill) (78).

Il a été rapporté qu’un taux élevé de lymphocytes T régulateurs (Treg) est associé a un grade
tumoral plus élevé et a la négativité d’expression des récepteurs aux cestrogenes. De plus, il a
été montré une corrélation positive avec I'expression d’"HER2 et un phénotype basal. En analyse
univariée, un taux élevé de cellules Treg est associé a un plus mauvais pronostic selon
Mahmoud et al. (mais pas en analyse multivariée) (79). Le pronostic péjoratif lié a une forte
infiltration en lymphocytes Treg a également été rapporté dans une étude publiée par Bates et
al., ou un fort infiltrat en lymphocytes Foxp3+ était associé a une survie sans rechute et une
survie globale plus courtes (80). Enfin, une méta analyse a été réalisée retrouvant qu’un infiltrat
élevé en TILs Foxp3+ était associé a une survie globale moins bonne, a un statut HER2 positif, a
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la présence de métastases ganglionnaires et a une négativité d’expression des récepteurs
hormonaux dans les cancers du sein (81).

Le role des lymphocytes B n’a été que peu exploré, mais pourrait avoir un réle anti-tumoral
également (82,83). Ces lymphocytes B se localiseraient dans les structures lymphoides tertiaires
au sein des tumeurs (83). Une étude a notamment montré qu’une infiltration élevée par des
lymphocytes B était associée a une meilleure survie spécifique et une meilleure survie sans
maladie pour les cancers du sein localisés (84).

Il a par ailleurs été montré qu’un fort infiltrat en CD8 et faible en Foxp3 (rapport CD8/Foxp3
élevé) aprés chimiothérapie néo-adjuvante pour un cancer du sein était significativement
associé a un taux plus élevé de RHC (p < 0.0001), a une meilleure survie sans rechute (p = 0,02)
et a une meilleure survie globale (p = 0,002) (85).

Dans I'étude de M.Miyashita et al., publiée en 2015, les modifications du microenvironnement
immun (marqueurs CD8 et Foxp3) induites par la chimiothérapie néo-adjuvante (a base
d’anthracycline et de taxane) ont été analysé chez 131 patientes. Les marquages ont été
effectués chez celles n’ayant pas obtenu une RHC (101 patientes, dont 78 paires biopsie et
piece opératoire). Un nombre élevé de CD8+ et un ratio élevé CD8+/Foxp3+ apres la
chimiothérapie étaient significativement associés a une meilleure réponse a la chimiothérapie
(score RCB plus faible), a une meilleure survie spécifique et a une meilleure survie sans rechute.
En analyse multivariée, CD8+ et le rapport CD8+/Foxp3+ étaient des marqueurs indépendants
de meilleure survie sans rechute, et de survie spécifique pour CD8. Enfin, chez les patientes qui
avait un taux élevé de modification de CD8 et du ratio CD8+/Foxp3+ comparativement avant et
apres la chimiothérapie (une forte augmentation), la survie sans rechute était significativement
meilleure, et pour le rapport CD8+/Foxp3+ la survie spécifique était meilleure également (86).

Au total, les lymphocytes CD8 et CD4 (de type helper) semblent associés a un bon pronostic,
alors que les lymphocytes CD4 Foxp3+ (lymphocytes Treg) semblent associés a un mauvais
pronostic. Le ratio CD8+/Foxp3+ peut étre utilisé, permettant de rendre compte de ces deux
populations lymphocytaires.

3) PD-L1:valeur pronostique

Pour PD-L1, contrairement au TILs, il n'y a pas de méthode consensuelle pour évaluer ce
marqueur pour les cancers du sein. Selon les études, il peut étre évalué sur les cellules
tumorales, sur les cellules immunes ou sur les deux. Plusieurs anticorps peuvent étre utilisés,
aucun d’entre eux ne faisant référence, et plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour la
guantification (pourcentage de cellules marquées, détermination d’un score combiné comme le
CPS « Combined Positive Score », ou encore par analyse semi-quantitative en classes de
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positivité). Enfin, il n’y a pas de seuil de positivité clairement établi, mais le seuil de positivité le
plus communément utilisé est de 1%.
Ainsi, la comparaison entre les différentes études doit étre réalisée avec précaution.

L'expression de PD-L1, le plus souvent évaluée en immunohistochimie (IHC), est hétérogene
dans les cancers du sein. Elle est associée a l'existence de caractéristiques histo-cliniques
défavorables tels qu'un grade tumoral élevé, la négativité d’expression des récepteurs aux
cestrogenes, un phénotype triple négatif et un envahissement ganglionnaire métastatique plus
fréquent (87). La corrélation de PD-L1 avec un index de prolifération élevé et des sous-types
plus proliférants pourrait s'expliquer par une charge mutationnelle plus importante des cellules
tumorales hyperproliférantes, potentiellement responsable d'une immunogénicité plus forte
par apparition rapide de néo-antigénes. A noter également que les lignées cellulaires de
cancers du sein basales ou mésenchymales surexpriment plus fréquemment PD-L1 que les
lignées luminales (88). Du fait de cette association avec des critéres clinico-pathologiques
défavorables, la méta-analyse de M. Zhang et al. montre que I'expression de PD-L1 est
associée a un pronostic plus défavorable en terme de survie globale pour les cancers du sein
dans leur ensemble (HR = 1,76, p = 0,02) (87).

Malgré les différences en termes d’évaluation de PD-L1, sa positivité semble de bon pronostic
dans les CSTN :

- Deux études rapportent qu’une proportion élevée (> 50%) de TlLs PD-L1+ (PD-L1 > 1%)
est associé avec une meilleure survie chez les patientes ayant un CSTN. Chez ces
dernieres, la présence de TILs et I'expression de PD-L1 ne semblent pas corrélés au
statut BRCA1/2 muté, ni a la charge mutationnelle (89,90).

- Une étude montre qu’un nombre élevé de cellules immunitaires PD-1+ dans la tumeur
serait un facteur de bon pronostic en cas de chimiothérapie adjuvante (a noter qu’un
infiltrat élevé en TILs est corrélé a une forte expression en PD-1 sur les cellules immunes
et en PD-L1 sur les cellules immunes et les cellules tumorales) (91).

- Une étude montre que I'expression de PD-L1, évaluée par une autre méthode (quantité

de ARNm PD-L1), est également associée de fagon significative avec un plus grand
nombre de TlLs, et une meilleure survie sans rechute (92).

Au total, dans les cancers du sein triple négatifs, PD-L1 serait associé a un meilleur pronostic.
Cela pourrait s’expliquer par la corrélation avec le nombre de TILs.
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4) PCl secondaires : valeur pronostigue :

Bottai et al ont réalisé les marquages de certains PCl sur les TILs de CSTN rapportant que 30%
des patientes ont une tumeur PD-L1 positive (> 5% des TlLs PD-L1+), 18% LAG-3 positive (= 5%
des TILs LAG-3+), et que 15.4% ont des tumeurs positives pour les 2. Cependant, leur
expression n’était pas corrélée au pronostic (93).

Le PCI TIM-3 (T-Cell immunoglubulin and mucin domain-containing molecule 3) et son ligand
Galectin-9 sont plus souvent exprimés par les tumeurs du sein que dans le tissu mammaire sain,
indiguant sa probable implication dans I'inhibition de la réponse immune anti-tumorale (94).
Une premiére étude rapporte que TIM-3 exprimé par les TILs intra-tumoraux (avant traitement
systémique) est un facteur indépendant de bon pronostic dans le cancer du sein localisé, en
particulier RE-négatif (95). En 2018, Kyung Do Byun et al. (96) ont étudié I'expression de TIM-3
comme facteur pronostic dans une cohorte de 109 CSTN localisés, avant traitement
systémique. Une forte expression de TIM-3 était significativement associée a un age plus jeune,
a un stade tumoral plus avancé, a une infiltration plus forte en TILs, a une expression plus
importante de PD-L1 sur les cellules tumorales et de PD-1 par les TlLs. Dans cette étude, les
patientes ayant une tumeur avec une forte expression de TIM-3 avaient significativement un
meilleur pronostic en termes de survie sans maladie et de survie globale. C’'était également le
cas pour les patientes avec un niveau élevé de TILs et de PD-1, mais cela n’était pas significatif
pour PD-L1 (malgré une tendance en faveur d’un meilleur pronostic). En analyse multivariée,
TIM-3 restait significativement associé de facon indépendante a une meilleure survie sans
maladie et une meilleure survie globale (alors que les TILs, PD-1 et PD-L1 ne I'étaient plus).
Cette étude souligne I'intérét pronostic de TIM-3 dans les CSTN localisés.

La présence d’un infiltrat en TILs LAG-3 positifs (> 1 cellule marquée/0.3 mm?) intra-tumoral
serait également un facteur de bon pronostic dans les cancers du sein, en particulier chez ceux
n’exprimant pas le récepteur aux cestrogenes (97).

Au total, les PCI TIM-3 et LAG-3, évalués avant chimiothérapie, pourraient étre associés a un
bon pronostic dans les CSTN.

En synthése :
- Les TILs sont associés de fagon démontrée a un bon pronostic dans les CSTN.

- Certains marqueurs seraient associés a un bon pronostic : PD-L1, CD8, CD4 (Th), TIM-3 et
LAG-3
- Un marqueur serait associé a un mauvais pronostic : Foxp3 (Treg)
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D4- Valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante du microenvironnement

tumoral immun dans les CSTN

1) TILs : valeur prédictive :

Un micro-environnement tumoral riche en TILs, constitue un facteur prédictif de RHC a la
chimiothérapie néo-adjuvante dans les cancers du sein (60,98,99) et plus particulierement pour
ceux de phénotype triple négatifs et HER2 positifs (100,101).

Dans une méta-analyse publiée en 2014 par Y. Mao et al. (102), incluant 13 études,
regroupant 3251 patientes, un pourcentage élevé de TILs sur la biopsie réalisée avant la
chimiothérapie néo-adjuvante était un facteur prédictif indépendant d’un taux plus élevé de
RHC en analyse multivariée (OR = 1,41, 95% IC 1,19-1,66) pour I'ensemble des cancers du sein,
gu’il soit étudié dans le stroma, dans la tumeur, ou dans les deux. Concernant les différents
sous-types de cancers du sein, un pourcentage élevé de TlLs était significativement prédictif de
la RHC pour les CSTN (OR = 2,49, 95% IC 1,61-3,83) et pour les tumeurs HER2+ (OR = 5,05, 95%
IC 2,86-8,92), mais pas pour les tumeurs exprimant le récepteur aux ocestrogenes (OR = 6,21,
95% IC 0,86-45,15).

Dans un article publié en 2018 par V. Pelekanou et al. (61), les auteurs ont analysé une cohorte
de cancers du sein localement avancés HER2 négatifs, traités par chimiothérapie néo-adjuvante
(comprenant du nab-paclitaxel, de la doxorubicine, du cyclophosphamide, et pour la moitié
d’entre eux du bevacizumab) et étudié plusieurs éléments : I'association entre le nombre de
TILs et I'expression de PD-L1 avant chimiothérapie et la RHC, les modifications du nombre de
TILs et d’expression de PD-L1 induites par la chimiothérapie et enfin I'association entre ces
marqueurs immunitaires et la survie sans événement et la survie globale. Cent trente-quatre
biopsies avant chimiothérapie étaient disponibles, et 63 pieces opératoires post
chimiothérapie, comprenant 59 paires (biopsie et piece opératoire pour la méme patiente). Le
compte des TILs a pu étre effectué sur 59 paires, mais le marquage PD-L1 (anticorps 22C3)
uniguement sur 39 paires. Parmi la cohorte, 30,6% des patientes avaient un CSTN et 69,4% une
tumeur qui exprimaient au minimum I'un des récepteurs hormonaux (RE+ et/ou RP+). Les
principaux enseignements de cette étude ont les suivants :

- Un nombre plus élevé de TILs (évalué comme une variable continue) et une expression
positive (> 1% des cellules tumorales et/ou stromales) ou plus élevée (selon une variable
continue) de PD-L1 avant la chimiothérapie étaient significativement associés au taux de
RHC, mais n’étaient pas associés a la survie sans évenement, ni a la survie globale (avec
les limites du petit nombre de patients).

50



- Il existait une baisse moyenne de 15% du nombre de TILs aprés chimiothérapie, mais
I’expression de PD-L1 restait stable.

- La variation du nombre de TILs et de I'expression de PD-L1 n’était pas associée au taux
de RHC.

Cette étude suggére donc que le nombre de TILs et I'expression initiale de PD-L1 sont
importants pour prédire la RHC.

Dans un article publié en 2016, C. A. Castaneda et al. (103) ont étudié les variations du micro-
environnement immun induites par la chimiothérapie néo-adjuvante (taxane, adriamycine et
cyclophosphamide) chez 98 patientes ayant un CSTN (nombre de paires non précisé). lls ont
guantifié le nombre de TILs, et ont réalisé les immunomarquages suivants : CD3, CD4, CD8 et
Foxp3. Les principaux messages sont les suivants :

- Un pourcentage plus élevé de TILs avant chimiothérapie était la encore
significativement associé, en analyse univariée, au taux de RHC (40% vs 30%), a la survie
sans maladie (40% vs 20%) et a la survie globale (40% vs 30%).

- Il existait (comme dans I'étude précédemment citée) une diminution significative de la
médiane du pourcentage de TILs aprés chimiothérapie (-20 %) mais il n’y avait pas de
corrélation entre la variation de TILs et la RHC.

- Il n’a pas été constaté de variation significative de I’expression des différents sous-types
de marqueurs immunologiques aprés la chimiothérapie (CD3, CD4, CD8 et Foxp3).

- Un nombre plus élevé de CD3, CD4, CD8 et Foxp3 avant chimiothérapie était associé a
une survie sans maladie plus longue, et pour CD3 une meilleure survie globale.

- Le nombre plus élevé de CD4 apres chimiothérapie était associé a la RHC, ainsi qu’un
ratio plus élevé CD8/CD4 avant et apres la chimiothérapie.

- Un ratio plus élevé CD4/Foxp3 avant la chimiothérapie était associé avec une survie sans
maladie plus longue.

- Enfin, un ratio plus élevé CD4/Foxp3 et CD4/CD3 apreés la chimiothérapie était associé a
la RHC.

Cette étude montre elle aussi le role prédictif, mais aussi le réle pronostique du nombre de
TILs avant la chimiothérapie néo-adjuvante dans les CSTN.
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H. Lee et al.,, dans un article publié en 2020 (104), se sont intéressés aux modifications de
I'infiltrat en TILs induites pas la chimiothérapie néo-adjuvante dans les CSTN. Une évaluation
des TILs a été réalisée sur 157 biopsies et sur 104 pieces opératoires (évaluation uniquement
pour les patientes non en RHC). Les conclusions sont les suivantes :

- La encore, en pré-chimiothérapie, l'infiltrat en TILs était significativement plus
important pour les patientes qui ont ensuite obtenu une RHC, et la survie sans
maladie était meilleure. De méme, un infiltrat plus important en TiLs aprés la
chimiothérapie était associé a une meilleure survie sans maladie.

- Une modification de [linfiltrat en TILs (augmentation ou diminution) était
significativement associée a un meilleur pronostic (meilleure survie sans maladie) que
I’'absence de changement (stabilité du nombre de TILs). On observait dans le groupe
avec une augmentation du nombre de TILs une meilleure survie sans maladie par
rapport au groupe avec une diminution du nombre de TILs, mais de facon non
significative.

Une densité élevée de TILs et le statut HRD (Déficit de Recombinaison Homologue), sont
associés a une meilleure réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante. Toutefois, la densité de
TILs n'est pas associée au statut HRD, suggérant que ces biomarqueurs doivent étre étudiés
séparément (90).

Au total, un important infiltrat en TILs est pour les cancers du sein au stade précoce (en
particulier TN et HER2 positifs) un facteur de bon pronostic et prédictif d’'une bonne réponse
a la chimiothérapie néo-adjuvante (105).

2) Sous-types de TiLs : valeur prédictive

Dans une étude publiée en 2016, un ratio élevé de lymphocytes T CD8+/lymphocytes T Foxp3+
(Treg) sur la biopsie était significativement associé a un taux plus élevé de RHC (106). C'est
également la conclusion de I’étude de M. Miyashita et al. ou le ratio CD8+/Foxp3+, associé a un
Ki67 élevé, semblait fortement prédictif d’'une RHC (107).

L'impact positif sur la RHC d’un fort infiltrat en lymphocytes CD8+ semble perdu si la tumeur
n‘exprime que faiblement ou a perdu l'expression de I'HLA de classe 1 (qui permet la
présentation de I'antigene aux cellules CD8+) (108).

Dans un article publié en 2019, A. G. Waks et al. (109) ont étudié les modifications du
microenvironnement immunitaire induites par la chimiothérapie néo-adjuvante (adriamycine,
cyclophosphamide et paclitaxel) dans une cohorte de cancers du sein RH+/HER2-. Environ la
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moitié des patientes avaient également recu du bevacizumab. Un marquage CD8, CD68
(marqueur macrophagique) et PD-L1 a été réalisé en IHC, et un compte des TILs a été effectué
dans le stroma. Quatre-vingt-seize patientes ont été incluses, presque toutes n’ayant pas
obtenues une RHC apres la chimiothérapie. Les enseignements sont les suivants :

- Tous les biomarqueurs immuns étudiés étaient corrélés a un meilleur score de réponse
a la chimiothérapie (score RCB).

- Enrevanche, le score RCB n’était pas corrélé aux modifications des biomarqueurs avant
et aprés chimiothérapie.

- Les biomarqueurs étudiés n’étaient pas corrélés a la survie sans maladie.

- Concernant les modifications apres la chimiothérapie néo-adjuvante (étudiés
uniguement chez les patientes ayant recu du bevacizumab), il était constaté une
diminution significative apres la chimiothérapie du nombre de TILs dans le stroma et de
lymphocytes T CD8+ ainsi qu’une tendance non significative a la diminution pour PD-L1
sur les cellules tumorales et pas de modification pour CD68.

Une étude de I'expression génique (étude de I'expression de I’ARN) chez I'ensemble des
patientes a également été réalisée pour étudier les différents types de macrophages : apres la
chimiothérapie, il y avait une augmentation d’expression des genes associés aux macrophages
de type M2. L’étude de signatures immunologiques (signatures d’expression génique) montrait
guant a elle, une diminution de la signature associée aux lymphocytes T régulateurs, et une
augmentation des signatures pour les macrophages, les cellules dendritiques ainsi que les
cellules myéloides aprés la chimiothérapie. Cette étude suggére donc un réle des cellules
immunosuppressives du micro-environnement tumoral dans la chimio-résistance des
tumeurs RH+/HER2-.

Dans I'étude de Sylvain Ladoire et al., publiée en 2008 (110), 56 patientes avec un cancer du
sein localisé ont été incluses. Les patientes ont recu une chimiothérapie néo-adjuvante
(chimiothérapie a base d’anthracycline et de trastuzumab pour les tumeurs HER2+). Un
marquage CD3, CD8 et Foxp3 a été réalisé avant et apres chimiothérapie.

- Une expression élevée de CD8 avant et apres la chimiothérapie était associée a un taux
plus élevé de RHC.

- Une expression plus faible de Foxp3 apres la chimiothérapie était également associée a
un taux plus élevé de RHC.

- Les patientes répondeuses (en RHC) étaient caractérisées par une diminution apres la
chimiothérapie de Foxp3 et une augmentation du ratio CD8/Foxp3 (par rapport a
I’expression avant la chimiothérapie), alors que les patientes non répondeuses avaient
une expression stable de Foxp3 et du ratio CD8/Foxp3.
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Enfin, Y. Hou et al., dans une étude publiée en 2018 (111), se sont intéressés aux cancers du
sein HER2+. L’étude a inclu 64 patientes ayant regu une chimiothérapie néo-adjuvante avec
traitement anti-HER2, et un marquage PD-L1, CD8 et CD163 a été réalisé sur les biopsies pré-
chimiothérapie. En analyse multivariée, il existait un taux de RHC significativement plus élevé
pour les tumeurs infiltrées en CDS.

Au total, les CD8 semblent étre prédictifs de la RHC pour les cancers du sein traités par
chimiothérapie néo-adjuvante.

3) PD-L1:valeur prédictive

Il existe une corrélation entre I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales et I'expression de
PD-1 par les TlLs. L'expression de PD-L1 et celle de PD-1 sont toutes deux significativement
corrélées a une infiltration plus importante en TILs, et a un taux plus élevé de RHC (112,113).

Dans I’étude de Y. Asano et al., publiée en 2018, 177 patientes ayant un cancer du sein localisé
traitées par chimiothérapie néo-adjuvante ont été incluses (schéma séquentiel : 4 cycles de
FEC100 puis 12 injections de paclitaxel hebdomadaires avec +/- trastuzumab si tumeur HER2+).
Les tumeurs ont été marquées avec PD-1, PD-L1 et PD-L2 sur les biopsies avant la
chimiothérapie. Parmi les patientes, 61 avaient une tumeur de phénotype triple négatif. Pour
ces patientes, les auteurs ont observé un taux significativement plus faible de RHC, et une
survie sans maladie plus courte, en cas d’expression élevée de PD-1 et PD-L1 au niveau de la
tumeur primitive. En analyse multivariée, seul PD-L1 était un facteur pronostic indépendant de
survie sans maladie. Cette étude suggere qu’une expression élevée de PD-1 et de PD-L1 avant
la chimiothérapie néo-adjuvante est un facteur prédictif de mauvaise réponse a la
chimiothérapie, et un facteur de mauvais pronostic. A noter que I'expression de PD-L1 a été
évalué sur les cellules tumorales (avec le clone 27A2) (114).

A linverse, dans I'étude de H. Wimberly et al., publiée en 2015, qui portait sur 94 biopsies de
patientes (tout phénotype immunohistochimique confondu) avant chimiothérapie néo-
adjuvante, PD-L1 (évalué sur les cellules tumorales et les cellules stromales) était prédictif de la
RHC (115).



Deux études plus récentes se sont intéressées a la question et ont été communiquées sous
forme de poster lors de ’ASCO 2020 :

A) Dans un 1°" poster présenté par G. Bianchini et al. (116), les CSTN PD-L1 positifs (IC> 1 %
en IHC) avaient un taux de RHC significativement supérieur (54,7 vs 32,5 %, p = 0,004),
et ceci restait significatif apres ajustement sur le taux de TILs dans le stroma.

B) De facon intéressante, dans un autre poster présenté par C. Yam et al. (117), 4 éléments
évalués sur la biopsie prétraitement étaient associés significativement a la RHC :

- la positivité de PD-L1 (IC2> 1 % en IHC),

- une plus grande clonalité du répertoire des lymphocytes T,

- une plus grande proximité des lymphocytes T avec les cellules tumorales,

- et enfin un ratio lymphocytes T (CD3+) sur macrophages (CD68+) plus important.

Au total, PD-L1 (évalué sur les cellules immunes dans le stroma) semble prédictif de la RHC
dans les CSTN.

4) PCl secondaires : valeur prédictive

La valeur prédictive de réponse a la chimiothérapie néo-adjuvante n’a pas été évaluée pour les
PCl secondaires (comme TIM-3 et LAG-3).

En synthése, les facteurs suivants sont associés a une meilleure réponse a la chimiothérapie
néo-adjuvante (association a la RHC) :

- Uninfiltrat important en TILs

- Un infiltrat important en lymphocytes CD8+ et faible en lymphocytes Foxp3+ (ratio
CD8+/Foxp3+ élevé)

- La positivité de PD-L1 (lorsqu’elle est évaluée sur les cellules immunes dans le stroma)
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D5- Effets immunogénes des cytotoxigues et des thérapies ciblées dans les cancers du sein

La réduction de la masse tumorale par la chimiothérapie peut avoir deux effets favorisant la
réponse immune anti-tumorale : d’abord la réduction de I'immuno-suppression induite par la
tumeur et ensuite, la libération d’antigenes tumoraux. De plus, certains agents ont montré des
capacités plus spécifiques d’immuno-modulation, comme I'augmentation de la présentation
antigénique, l'activation de I'immunité anti-tumorale, ou encore l'inhibition de mécanismes
immunosuppressifs (44).

La chimiothérapie est une thérapie systémique avec des effets secondaires lympho / myélo-
ablatifs. Cependant, au cours des dix derniéres années, il est devenu clair que les cytotoxiques
qui entrainent la mort des cellules tumorales peuvent différer dans leur capacité a fournir des
signaux immunogenes.

Certaines chimiothérapies induisent les cellules tumorales mourantes a exposer des chaperons
moléculaires immunogénes a la surface des cellules (telle que la calréticuline) et a libérer des
médiateurs immunogénes solubles (tels que HMGB1) qui attirent et activent les cellules
présentatrices de I'antigéne (CPA) pour une présentation croisée efficace aux lymphocytes T
des antigénes tumoraux. L'effet de la chimiothérapie en détruisant directement la tumeur de
maniére immunogéne peut conduire a une vaccination in vivo, qui peut étre renforcée par les
inhibiteurs des points de contréle immunitaires (IPClI) (figure 7). En accord avec cette
hypothese, il a été démontré que l'oxaliplatine, le cyclophosphamide, la doxorubicine et le
paclitaxel, qui ont tous démontré ces caractéristiques immunogenes, potentialisent I'activité du
blocage des PCl dans plusieurs modéles de tumeurs précliniques de souris. La FDA a récemment
approuvé l'utilisation du pembrolizumab en association avec la chimiothérapie pour le
traitement de premiére ligne du le carcinome bronchique non a petites cellules (CBNPC) (44).

La chimiothérapie a aussi la capacité d’augmenter la libération d’antigénes tumoraux, et donc
d’augmenter 'immunogénicité des tumeurs (Figure 7).

Dans le CSTN, il a été montré dans des modeles murins que la chimiothérapie pouvait avoir une
influence sur les cellules immunitaires circulantes, mais aussi sur les cellules immunitaires intra-
tumorales (118).

Une partie de l'effet anti-tumoral des anthracyclines est di a l'induction de la réponse
immunitaire innée et de la réponse lymphocytaire T anti-tumorale, via notamment Ia
production d’interféron de type 1 par les cellules tumorales, suite a I'activation du TLR3 (Toll-
like receptor 3), conduisant au relargage de chemokine CXCL10 par les cellules tumorales (119)
(Figure 7).

Le paclitaxel, I'étoposide et le 5-Fluorouracile ont été décrits comme pouvant induire
I’expression de PD-L1 a la surface des cellules de cancer du sein (120). Le docétaxel (dans le
cancer du sein et de prostate métastatiques) et I'association cisplatine + vinorelbine (dans le
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cancer du poumon non a petites cellules) ont montré une capacité a augmenter
significativement le ratio entre lymphocytes T effecteurs et lymphocytes T régulateurs, et a
réduire I'activité immunosuppressive des lymphocytes T régulateurs (121).

Les chimiothérapies peuvent également moduler la réponse immunitaire anti-tumorale, par des
mécanismes distincts de la mort cellulaire immunogene, via notamment : 'augmentation de
I'activation des cellules dendritiques, I'augmentation de la présentation antigénique, la
réduction de I'activité des cellules immunosuppressives (comme les lymphocytes Treg et les
MDSC) (Figure 8).

Certaines thérapies ciblées, utilisées dans le cancer du sein, sont également intéressantes,
comme les inhibiteurs de CDK4/6, qui ont montré qu’ils permettaient le recrutement des TlLs
dans le contexte néo-adjuvant, ou encore les inhibiteurs de PARP, qui ont montré leur capacité
a augmenter I'expression de PD-L1 sur des modeles de cancers du sein (122).

Des points de controle immunitaire secondaires, comme TIM-3, pourraient permettre
d’augmenter la réponse a la chimiothérapie. En effet, les cellules dendritiques intra-tumorales
expriment fortement TIM-3, et dans un modéle murin de cancer du sein, I'utilisation d’un
anticorps monoclonal anti-TIM-3, en combinaison avec une chimiothérapie par paclitaxel,
permet d’augmenter la fonction des lymphocytes T CD8+ (via I'augmentation d’expression de
CXCL9 par les cellules dendritiques), et ainsi d’augmenter I'efficacité du paclitaxel (123).
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Figure 7 - Meécanismes de mort immunogene des cellules tumorales induite par la
chimiothérapie (d’aprés L. A. Emens et G. Middleton (124))

Certains agents de chimiothérapie peuvent provoquer la mort cellulaire immunogene par
diverses voies : (A) Les anthracyclines, le cyclophosphamide et I'oxaliplatine induisent la mort
immunogene des cellules par la libération d'antigénes tumoraux, la translocation de la CRT (un
signal pour la phagocytose par les DC) a la surface cellulaire et la sécrétion des molécules
associées au danger HMGB1 et ATP (un signal de recherche de phagocytose par les DC). Ces
molécules associées a la mort cellulaire se lient a leurs récepteurs respectifs, le récepteur de la
calréticuline (CRTR), le récepteur TLR4 (TLR4R) et le récepteur P2RX7. Cela entraine I'activation
de l'inflammasome NRLP3, la production de pro-IL1B, la maturation des DC et la sécrétion
d'IL1B pour soutenir I'évolution des cellules T CD8 + spécifiques de la tumeur. (B) La mort des
cellules tumorales induite par les anthracylines entraine la libération d'ARNdb, qui se lie au
TLR3 et entraine la sécrétion autonome par les cellules tumorales des IFN de type |. Cette voie
est analogue a la réponse a une infection virale et soutient I'évolution de l'immunité anti-
tumorale. Abréviations : CRT = calreticuline ; DC = cellules dendritiques ; HMGB1 = high mobility
binding box 1 ; ATP = adenosine triphosphate ; TLR = toll-like receptor ; IFN = interferon ; IL =
interleukine ; NRLP3 = inflammasome.
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Figure 8 - La chimiothérapie module l'immunité tumorale par des mécanismes distincts de la
mort cellulaire immunogéne (d’aprés L. A. Emens et G. Middleton (124)).

Divers médicaments de chimiothérapie peuvent moduler I'activité de sous-ensembles de
cellules immunitaires distinctes ou le phénotype immunitaire des cellules tumorales en
améliorant la présentation de l|'antigene, en améliorant |'expression des molécules co-
stimulantes, notamment B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86), régulant a la baisse les molécules des
points de contr6le comme PD-L1 ou en induisant la mort des cellules tumorales par les voies
fas, perforine ou granzyme B. Abréviations: DC = cellules dendritiques ; MDSC = myeloid-
derived suppressor cell ; Treg = lymphocyte T régulateur.
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E- Traitement par immunothérapie des cancers du sein triple négatifs :

E1- Résultats des essais clinigues en phase métastatique et en néo-adjuvant

1) En phase métastatique :

En ce qui concerne les CSTN métastatiques, le taux de réponse aux anti-PD-(L)1 en

monothérapie varie de 5,3 a 24% selon les études. Le taux de réponse est plus élevé si le

traitement est délivré en 1% ligne et quand la tumeur est PD-L1 positive (122,125-129).

Les CSTN affichent un taux de réponse faible aux anti-PD-1 en monothérapie (Tableau 2), mais il
a été suggeré dans une étude de phase Il qu’une courte induction par 2 semaines de

chimiothérapie peut permettre de majorer les taux de réponse (sans induction = 17%, avec
cisplatine = 23%, avec doxorubicine = 35%) (130).

Etude Phase Molécule Patientes Nombre | Taux deréponse | Réf.
de
patientes
JAVELIN Phase 1b Avelumab Cancers du 158 (dont 3% (global) (125)
sein 58 CSTN) 5,2% (CSTN)
métastatiques 16,7% (PD-L1+)
multitraités 22,2% (CSTN PD-
L1+)
KEYNOTE-012 | Phase 1b | Pembrolizumab CSTN 32 18,5% (126)
métastatiques
multitraités,
PD-L1+
KEYNOTE-086 Phase 2 Pembrolizumab CSTN 170 5,3% (global) (127)
(cohorte A) métastatiques, 5,7% (PD-L1+)
2°™€ ligne ou +
KEYNOTE-086 Phase 2 Pembrolizumab CSTN 84 21,4% (128)
(cohorte B) métastatiques,
1% ligne,
PD-L1+
NCT01375842 Phase 1 Atezolizumab CSTN 116 24% (1% ligne) (129)

métastatiques

6% (> 2°™ ligne)
12% (PD-L1+)

Tableau 2 - Résumé des résultats des essais cliniques d’'immunothérapie en monothérapie dans

les cancers du sein triple négatifs métastatiques.
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En raison de ces faibles taux de réponse, I'approche a ensuite été de combiner les IPCI a la
chimiothérapie conventionnelle, dans I'objectif de transformer des tumeurs non immunogénes
(tumeurs froides) en tumeurs qui le sont (tumeurs chaudes) afin d’améliorer les résultats.

Ainsi, les premieres études de phase | dans le cadre de la maladie métastatique ont montré une
augmentation du taux de réponse jusqu’a 26,4 a 42%, avec des combinaisons a des
chimiothérapies (nab-paclitaxel, éribuline, capécitabine) (122). En phase Il, en association avec
la capécitabine, le taux de réponse n’était que de 13% (131).

Récemment, I'étude de phase Ill IMPASSION130 (10,132), étude randomisée contre placebo,
a évalué l'intérét de I'ajout de I'atézolizumab a la chimiothérapie par nab-paclitaxel, chez des
patientes ayant un CSTN métastatique ou localement avancés en 1% ligne. L’étude a inclus
902 patientes (451 dans chaque groupe). Elle avait un double objectif primaire : la survie sans
progression (SSP) et la survie globale (SG) pour I'ensemble de la population et pour la
population ayant une tumeur PD-L1+ (au moins 1% de cellules immunes PD-L1+ en IHC réalisée
avec I'anticorps Ventana SP142). Le plan d’analyse statistique prévoyait d’analyser la différence
en SSP et en SG d’abord pour I’ensemble de la population puis pour celle ayant une tumeur PD-
L1+ uniquement en cas de différence significative pour I'ensemble de la population. Les
résultats actualisés de I’étude ont montré apres un suivi médian de 18 mois (8,4-22,8) que :

- Dans la population en intention de traiter :
* |a médiane de SSP était de 7,2 mois avec I'atézolizumab contre 5,5 mois avec le placebo
(HR=0,80;95% IC 0,69-0,92, p = 0,0021)
* la médiane de survie globale n’est pas significativement allongée par
I'atézolizumab puisqu’elle passait de 18,7 mois dans le groupe placebo a 21 mois pour le

groupe atézolizumab (HR = 0,86 ; 95% IC, 0,72-1,02 ; p = 0.078).

- Malgré tout, I'analyse a été effectuée chez les patients ayant des tumeurs PD-L1+ :

* la médiane de SSP était de 7,5 mois contre 5,3 mois (HR 0,53 ; 95% IC 0,50-0,80, p <
0.0001)

* |a médiane de SG était de 25 mois contre 18 mois (HR = 0.71 ; 95% IC 0.54-0.94).
Ces résultats ne respectant pas le plan d’analyse statistique initial, doivent étre considérés avec
prudence, mais semblent tout de méme témoigner du fait qu’une proportion de patientes
ayant un CSTN métastatique pourrait bénéficier de I'atézolizumab.
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Actualité ESMO 2020 :

Lors de I'ESMO 2020, les résultats actualisés de I'étude IMPASSION 130 ont fait I'objet d’une
présentation orale (LBA16). Avec une médiane de suivi de 20 mois, la médiane de SG n’est pas
significativement allongée dans la population globale : 21 mois contre 18.7 mois, soit +2.3 mois
(HR 0.87; IC 95% 0.75-1.02 ; p = 0.077). Si I'on considére les patientes PD-L1+, la médiane de
SG reste allongée dans les mémes proportions que lors de I’analyse précédente : 25.4 mois
contre 17.9 mois, soit +7.5 mois (HR 0.67 ; IC 95% 0.53-0.86). Le bénéfice en SG de I'ajout de
I'atézolizumab au nab-paclitaxel se maintient donc dans le temps dans la population PD-L1+.

Une autre étude, conduite avec le pembrolizumab cette fois, vient d’étre présentée au
congres de ’ASCO 2020 (13) : les patientes ont été randomisées 2:1 entre pembrolizumab +
chimiothérapie (nab-paclitaxel ou paclitaxel ou gemcitabine + carboplatine) ou placebo +
chimiothérapie jusqu'a un maximum de 35 administrations de pembrolizumab / placebo ou
jusqu'a progression / toxicité non acceptable. Les patientes ont été stratifiés par type de
chimiothérapie (taxane vs gemcitabine + carboplatine), statut PD-L1 (CPS =1 vs <1) et
traitement (neo)adjuvant antérieur avec une chimiothérapie de méme classe (oui versus non).
Les criteres d'évaluation primaires étaient la SSP et la SG pour I'’ensemble des patientes et selon
I’expression tumorale de PD-L1 (CPS 210 et 21).

Le suivi médian était de 17,5 mois pour les patientes du bras pembrolizumab (n = 566) et de
15,5 mois pour les patientes du bras placebo (n = 281). Le pembrolizumab a significativement
amélioré la SSP par rapport a la chimiothérapie seule chez les patients avec des tumeurs CPS 2
10 (tableau), répondant a I'un des objectifs principaux définis par le protocole. Bien que la
limite d'un avantage statistiquement significatif de I'ajout du pembrolizumab chez les patientes
avec des tumeurs CPS > 1 n'ait pas été respectée et qu'aucun test formel en ITT n'ait été
effectué, |'effet du traitement par pembrolizumab a augmenté avec I'enrichissement en PD-L1
(tableau). Les données en termes de SG ne sont pas matures. Les taux d'événements
indésirables (El) liés au traitement de grade 3 a 5 étaient de 68,1 % dans le bras pembrolizumab
(2 déces) contre 66,9 % dans le bras placebo (0 déces) ; les taux d'El immuno-médiés de grade
3-4 et les réactions a la perfusion étaient de 5,5% vs 0%.
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Les résultats de 2 études de phase lll supplémentaires dans la méme indication sont en
attente :
- IMPASSION 131 qui évalue atézolizumab + paclitaxel
- IMPASSION 132 qui évalue atézolizumab + chimiothérapie (carboplatine + gemcitabine,
ou capécitabine)

Actualité ESMO 2020 :

Lors de 'ESMO 2020, les premiers résultats de I'étude IMPASSION 131 ont fait I'objet d’une
présentation orale (LBA15). Il s’agit d’une étude qui évalue I'ajout de I'atézolizumab au
paclitaxel (et non au nab-paclitaxel comme dans IMPASSION 130), en 1% ligne de traitement
des CSTN métastatiques. L'objectif principal était la SSP dans la population PD-L1+. Aprés un
suivi médian court de 8.6 mois, les résultats sont décevants puisque la médiane de SSP n’est
pas allongée dans le groupe atezolizumab chez les patientes PD-L1+ : elle passe de 5.7 a 6
mois (HR = 0.82; 95% IC 0.60-1.12; p = 0.20). L’étude est donc négative pour son objectif
principal. Si I'on considere I'ensemble de la population, la médiane de SSP était respectivement
de 5.5 et 5.7 mois dans les bras atézolizumab et placebo. Les données en termes de SG ne sont
pas totalement matures mais la 1° analyse affiche une tendance, certes non significative, a une
meilleure SG dans le bras placebo. La médiane est de 19.2 versus 22.8 mois (HR 1.31)
respectivement avec et sans atézolizumab pour les patientes PD-L1+, ainsi que de 18.1 versus
22.8 mois (HR 1.11) pour I'ensemble des patientes. L’exposition au paclitaxel a été la méme
dans les deux bras ne pouvant pas expliquer les résultats obtenus et trés peu d’effets
secondaires séveres en lien avec 'immunothérapie ont été rapportées; la toxicité la plus
fréquente étant une dysthyroidie (13% versus 4%). Cette étude échoue donc a montrer un
bénéfice a I'ajout de I'atézolizumab au paclitaxel, source d’un retrait de I’ATU en France. Se
pose la question des raisons de la discordance avec les résultats obtenus dans I'étude
IMPASSION 130, méme si cette derniéere reste critiquable sur le plan méthodologique.

2) Entraitement néo-adjuvant : (Tableau 3)

Une étude de phase Il (I-SPY2) de combinaison du pembrolizumab a la chimiothérapie néo-
adjuvante a montré une augmentation du taux de RHC qui passait de 22,3% sans IPCl a 62,4%
avec le pembrolizumab (133).

Cependant, une autre étude conduite avec le durvalumab (GeparNuevo) n’a pas montré de

différence significative en terme de RHC sauf si I'immunothérapie était débutée avant de
débuter la chimiothérapie (mais il s’agissait d’'une analyse exploratoire) (134).
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Récemment, il a été présenté lors du congres de 'ESMO 2019 les résultats de I'étude
KEYNOTE-522 (135). Ces résultats ont ensuite fait I'objet d’une publication dans le New
England Journal of Medicine en février 2020 (14).

Il s’agit d’une étude de phase lll, qui a évalué I'ajout du pembrolizumab a une chimiothérapie
néo-adjuvante par 4 cycles de carboplatine + paclitaxel puis 4 cycles de doxorubicine (ou
épirubicine) + cyclophosphamide, sur le taux de RHC. Apreés la chirurgie, les patients recevaient
9 cycles supplémentaires en adjuvant de pembrolizumab ou placebo. Mille cent soixante-
guatorze patientes ont été randomisées dans I'étude.

Apres un suivi médian de 15,5 mois (2,7-25 mois), I'ajout du pembrolizumab a montré une
augmentation significative du taux de RHC (ypTO/Tis et ypNO) : 64,8 % vs 51,2 %, p < 0.001 (la
majoration du taux de RHC était visible aussi bien dans le groupe PD-L1 positif que négatif).
L’étude n’est pas encore suffisamment mature pour les résultats de survie sans évenement
(SSE), mais il existait une tendance en faveur du pembrolizumab, avec une survie sans
événement a 18 mois de 91,3% contre 85,3% avec le placebo (HR 0,63 [95% IC, 0,43-0,93]).

Enfin, I'essai clinique NeoTRIP, présentée par Luca Gianni au congrés San Antonio Breast Cancer
Symposium (SABCS) en 2019 (136), portant sur un nombre de patientes plus modeste (n = 280)
ne montre pas de gain en termes de RHC a 'addition de I'atézolizumab a une chimiothérapie
néo-adjuvante par carboplatine + nab-paclitaxel pour le traitement des CSTN (43,5 % vs 40,8 %,
NS). A noter que l'objectif principal de cette étude n’était pas la RHC, mais la survie sans
évenement (évaluation en cours). On notera enfin que dans cette étude, la chimiothérapie par
anthracyclines (4 cycles) était délivrée apreés la chirurgie.



Etude Phase Molécule Patientes RHC Survie
I-SPY2 Phase 2 | Pembrolizumab 104 22,3% (controle) En cours
62,4% (Pembro)
GeparNuevo | Phase2 Durvalumab 174 44,2% (controle) En cours
53,4% (Durva)
KEYNOTE-522 | Phase 3 | Pembrolizumab 1174 51,2% (controle) En cours.
64,8% (Pembro) Résultats
P <0.001 préliminaires
(NS) :
SSE a 18 mois :
85,3% (controle)
91,3% (Pembro)
NeoTRIP Phase 3 | Atezolizumab 280 40,8% (controle) En cours
43,5% (Atezo)
NS

Tableau 3 - Résumé des résultats des essais cliniques d'immunothérapie associée a la
chimiothérapie néo-adjuvante dans le traitement des CSTN.

Actualité ESMO 2020 :

Lors de 'ESMO 2020, les premiers résultats de I'étude IMPASSION 031 ont fait I'objet d’une
présentation orale (LBA11). Il s’agit d’une étude de phase 3 randomisée (1:1), en double
aveugle contre placebo. L'objectif principal était le taux de RHC dans la population en intention
de traiter (ITT) et PD-L1+. L'atézolizumab était délivré toutes les 2 semaines en néo-adjuvant
(avec une chimiothérapie dose dense par nab-paclitaxel puis adriamycine et
cyclophosphamide), puis en adjuvant pour 11 injections supplémentaires toutes les 3 semaines.
Trois cent trente-trois patientes ont participé a cette étude. En ITT, le taux de RHC était majoré
par I'adjonction de I’atézolizumab de 16.5% (IC 95% : 5.9-27.1; p = 0.0044) passant de 41.1 a
57.6%. La différence est a peu pres la méme si I’'on considere la population de patientes PD-L1+
:+ 19.5% (IC 95% : 4.2-35.8 ; p = 0.021), le taux de RHC passant de 49.3 a 68.8%. Contre toute
attente, 'amélioration du taux de RHC est observée quel que soit le sous-groupe de patientes
et notamment le statut PD-L1 avec un delta de +13.3% pour les patientes PD-L1 <1%. Aprés un
suivi médian un peu inférieur a 20 mois, I'analyse préliminaire de la survie sans événement
montre une tendance a I'amélioration dans le bras atézolizumab avec 17/165 (10.3%)
événements dans ce bras contre 22/168 (13.1%) dans le bras placebo. Les données de tolérance
sont sans surprise : la toxicité de la chimiothérapie (principalement hématologique) n’est pas
majorée par lI'immunothérapie et les effets secondaires en lien avec cette derniére sont

65




essentiellement des rashs cutanés (48%) et des dysthyroidies (10%). Ces résultats ont été
publiés dans le Lancet (137). Il s’agit donc de la deuxieme étude prospective qui, apres la
KEYNOTE-522, montre un bénéfice en taux de RHC a l'adjonction d’un anti-PD-(L)1 a la
chimiothérapie, mais un suivi plus long est nécessaire avant de les incorporer dans notre
pratique courante car nous ne disposons pas encore de données matures en survie sans
évenement. La meilleure chimiothérapie partenaire reste également a définir : carboplatine ou
pas ? paclitaxel ou nab-paclitaxel ? Un autre enseignement important de cet essai est que la
valeur prédictive du statut PD-L1 pour la sensibilité a I'atézolizumab pourrait ne pas étre la
méme a la phase précoce et métastatique des CSTN.

E2- Biomarqueurs de réponse aux inhibiteurs de points de contréle immunitaires dans les CSTN

1) Le TMB (« Tumor Mutational Burden », ou charge mutationnelle tumorale)

Les CSTN ont le plus haut niveau de charge mutationnelle tumorale (« TMB ») parmi I'ensemble
des sous-types de cancer du sein. Un plus grand nombre de mutations peut conduire a plus de
protéines anormales, qui peuvent étre reconnues comme néo-antigenes par les CPA, ce qui
peut aboutir a l'initiation d’'une réponse immunitaire anti-tumorale. Les tumeurs qui ont un
systeme de recombinaison homologue déficient (HRD, tumeurs mutées BRCA par exemple) ont
une instabilité génomique plus importante qui conduit a la création d’un plus grand nombre de
néo-antigénes pouvant étre présentés pas la tumeur, et donc potentiellement a une réaction
immunitaire plus importante (138).

A I'ASCO 2020, une communication a rapporté l'intérét du TMB dans la population de I'essai
KEYNOTE-119 (139) :

Dans I'étude randomisée, ouverte, de phase 3 KEYNOTE-119, la SG n'était pas significativement
différente avec le pembrolizumab délivré en monothérapie par rapport a une chimiothérapie
de deuxieme ou troisieme ligne en traitement des CSTN métastatiques. Cependant, |'effet du
traitement par pembrolizumab augmentait avec I'enrichissement en PD-L1. L'étude a évalué
I'association du TMB avec |'efficacité du pembrolizumab par rapport a la chimiothérapie.
L'objectif était I'association de la réponse avec le TMB, tel que mesuré par Foundation One CDx
(Foundation Medicine). Les estimations de I'efficacité basées sur le TMB ont utilisé un seuil
prédéterminé de 10 mut / Mb.

Les données de TMB étaient disponibles pour 253/601 (42,1%) patientes traitées
(pembrolizumab, n = 132 ; chimiothérapie, n = 121). Vingt-six patients avaient un TMB 210 mut
/ Mb. Ainsi, la prévalence d’'un TMB >10 mut / Mb était d'environ 10%. Les résultats basés sur le
TMB sont rapportés dans le tableau ci-dessous. Les données de cette analyse exploratoire de
I’étude KEYNOTE-119 suggérent une association positive potentielle entre le TMB et le
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bénéfice clinique obtenu avec le pembrolizumab mais pas avec la chimiothérapie. Bien que la
précision soit limitée par la taille de I'échantillon et le nombre de patientes avec un TMB 210
mut / Mb, le taux de réponse et les HR pour la SG suggérent une tendance vers un bénéfice
accru du pembrolizumab par rapport a la chimiothérapie chez les patientes avec un TMB >10
mut / Mb.

2) LesTILs:

Lors de ’'ESMO 2020, G. Bianchini a présenté une analyse complémentaire de I'essai clinique
NEOTRIP (LBA13). Dans cet essai d’ajout de I'atézolizumab a la chimiothérapie néo-adjuvante
dans les CSTN, une analyse de TILs a été réalisé sur les biopsies avant traitement. Un nombre
élevé de TILs était significativement associé avec la RHC dans le groupe atézolizumab, mais pas
dans le groupe chimiothérapie.

Dans I'étude GeparNuevo (134), les auteurs ont réalisé une analyse similaire, et les TILs était
prédictif de la RHC dans les 2 bras de I'étude (chimiothérapie néo-adjuvante avec ou sans

durvalumab).

La valeur prédictive des TILs pour la réponse a I'immunothérapie doit donc encore faire I'objet
d’explorations complémentaires.

3) L'expression de PD-L1 :

L'expression de PD-L1 en IHC est également un outil utile, prédictif de la réponse a
I'immunothérapie. Cependant, cet outil n'est pas parfait, car des tumeurs PD-L1 négatives
peuvent également présenter des réponses aux immunothérapies anti-PD-1 (122). De plus, le
seuil n’est pas clairement défini et differe entre les différentes études, tout comme les
techniques de sa réalisation : différences entre les anticorps utilisés et différences dans la
définition de la positivité (pourcentage ou CPS).
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Pour mémoire, anticorps utilisés en IHC :

SP142 = utilisé pour IMPASSION 130 (Atézolizumab)
22C3 = utilisé pour KEYNOTE-522 (Pembrolizumab)
SP263 = utilisé pour GeparNuevo (Durvalumab)
28-8 = utilisé pour le Nivolumab

Au congrés de I'ESMO 2019, M. Scott a présenté les différences d’identification des
populations de CSTN en fonction de l'anticorps anti-PD-1 et de la méthodologie utilisée
(ABSTRACT 556) : 196 cas de CSTN ont été marqués par IHC en utilisant les tests VENTANA PD-
L1 (SP263), VENTANA PD-L1 (SP142), Dako PD-L1 IHC 28-8 pharmDx et Dako PD-L1 IHC 22C3
pharmDx. Les tests SP263, 22C3 et 28-8 ont montré une bonne corrélation analytique pour la
coloration des cellules tumorales (TC) (p = 0,84-0,89), mais inférieure pour SP142 (0,44-0,46),
tandis que tous les tests ont montré une bonne corrélation pour cellules immunitaires (IC)
(0,77-0,96) et le CPS [score combiné] (0,78-0,95). Les performances analytiques entre SP263,
22C3 et 28-8 étaient tres similaires ; SP142 colorait moins de TC et d’IC. Contrairement a
d'autres types de cancer, dans le CSTN, les scores TC sont inférieurs et les scores IC sont plus
élevés. Des précautions doivent étre prises lors de I'échange de tests PD-L1 et de
I'interprétation des données d'efficacité qui en découlent dans les CSTN. Alors que SP263
identifierait en grande partie la méme population de patients PD-L1 que sur KEYNOTE-086, il
pourrait potentiellement identifier 22% de cas supplémentaires comme PD-L1 élevé que sur
IMPASSION 130.

Au congrés de 'ESMO 2019, H. S. Rugo a présenté I'impact de I'évaluation de PD-L1 sur la
réponse au traitement (140): dans une analyse post-hoc exploratoire, I'étude a évalué la
concordance analytique de SP142 avec 2 autres tests IHC PD-L1, et leur capacité a prédire
I'activité clinique. Les échantillons disponibles d'IMPASSION 130 ont été évalués pour le statut
PD-L1 en utilisant le test VENTANA SP142 ou SP263 (IC = 1%, SP142+ ou SP263+) ou Dako PD-L1
IHC 22C3 (score de proportion combiné [CPS] > 1, 22C3+). 614 patientes (68% de la population
en ITT) était évaluable pour le statut PD-L1 en utilisant les 3 tests. La prévalence de positivité
de PD-L1 était de 46% pour SP142, 81% pour 22C3 et 75% pour SP263. 98% de marquages
SP142 positifs étaient identifiés par chacun des deux autres tests. Le HR pour la SSP (IC a 95%)
était de 0,60 (0,47-0,78) pour les patientes SP142 positives, 0,68 (0,56-0,82) pour les patientes
22C3 positives, et 0,64 (0,53-0,79) pour les patientes SP263 positives.

Le HR pour la survie globale (IC a 95%) était de 0,74 (0,54-1,01) pour les patientes SP142
positives, 0,78 (0,62-0,99) pour les patientes 22C3 positives, et 0,75 (0,59-0,96) pour les
patientes SP263 positives. Aux seuils évalués, les tests 22C3 et SP263 ont identifié plus de
patientes avec des tumeurs PD-L1+. Les patientes dans la population SP142 PD-L1 positif, qui
est incluse dans les populations 22C3 et SP263 PD-L1 positives, ont obtenu le plus grand
bénéfice clinique avec I'ajout de I'atézolizumab.

68



Au total, il ressort que le test SP142 identifie moins de patientes comme PD-L1+ que les
autres tests, mais ces patientes ont le plus de bénéfice a I'ajout de I'immunothérapie
(atézolizumab) a la chimiothérapie.

Comme nous l'avons vu précédemment, PD-L1 a montré ses limites pour identifier les patientes
avec un CSTN susceptibles de répondre a I'immunothérapie. En phase métastatique, PD-L1
n’était pas prédictif de la réponse a I'atézolizumab dans I’étude IMPASSION 131, et en phase
néo-adjuvante, PD-L1 n’était pas prédictif de la réponse au pembrolizumab dans I'essai
KEYNOTE-522 et dans l'essai IMPASSION 031. De nouveaux biomarqueurs sont donc
nécessaires pour mieux prédire la réponse a 'immunothérapie dans les CSTN.

4) L'Amplification du géne CD274 :

L'étude SAFIR02-BREAST IMMUNO a récemment montré, dans une analyse exploratoire, que
I’'amplification du gene CD274 (qui code pour PD-L1) était fortement prédictif de la réponse au
durvalumab (HR = 0,17, 95% IC [0,05; 0,55], logrank test p = 0.0009), alors que d’autres
marqueurs immunitaires (marquage en IHC de CD8, Foxp3 et CD103), et le déficit de
recombinaison homologue ne I'étaient pas (141).

En synthése, il n’y a actuellement pas de biomarqueur clairement validé pour prédire la
réponse a 'immunothérapie. C’est actuellement PD-L1 qui est le plus utilisé, mais sa méthode
d’évaluation n’est pas standardisée et varie selon les études.
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Introduction

Comme nous I'avons vu dans la premiere partie de ce manuscrit (revue de la littérature), il
existe un intérét grandissant pour l'incorporation de I'immunothérapie dans le traitement des
cancers du sein triple négatifs, que ce soit en phase métastatique, ou plus récemment en néo-
adjuvant pour les stades précoces. |l semble évident que la prescription des anticorps anti-PD-
(L)1 soient utiles a certaines patientes, mais que d’autres y résistent de facon primaire ou
secondaire. De plus, le biomarqueur « PD-L1», dont les regles d’interprétation de son
expression au niveau des tumeurs n’est pas consensuel, en tant que parametre prédictif de
sensibilité au traitement a montré ses limites. Il est peu discriminant en phase métastatique, et
ne I'est pas en phase précoce. Enfin, la question d’'une éventuelle synergie entre les ou certains

cytotoxiques et les IPCI (anti-PD-(L)1) reste d’actualité.

Il est donc nécessaire de mieux connaitre le micro-environnement immunitaire des cancers du
sein triple négatifs, au-dela du comptage des TlLs et de I'expression de PD-(L)1, mais aussi de
mieux comprendre l'influence des cytotoxiques sur ce micro-environnement (du moins au
stade précoce) afin d’obtenir un rationnel a tester de nouvelles stratégies thérapeutiques
(quelle combinaison thérapeutique et a quel moment ?).

Dans ce contexte, nous avons conduit une étude rétrospective, a partir d’une cohorte de
patientes traitées pour un cancer du sein triple négatif par chimiothérapie néo-adjuvante a
I'lUCT-Oncopole avec pour objectif primaire de décrire les modifications du
microenvironnement immun de ces tumeurs induites par la chimiothérapie néo-adjuvante pour
I’ensemble des patientes (qu’elles soient ou non en réponse histologique compléete), en termes
de quantification des TILs et des sous-types de TILs (CD4 et CD8) ainsi que d’expression de
trois points de controle immunitaires que sont PD-L1 mais aussi TIM-3 et LAG-3. Ces deux
derniers ont été sélectionnées en raison de leur intérét croissant et de leur implication
potentielle dans la résistance aux anti-PD-(L)1. Les principaux objectifs secondaires étaient de :

- Décrire le micro-environnement immun des cancers du sein triple-négatifs avant tout
traitement.

- Décrire le micro-environnement immun des cancers du sein triple-négatifs apres la
chimiothérapie néo-adjuvante pour I'ensemble des patientes, mais aussi celles en
réponse histologique compléte ou pas.

- Comparer les modifications du micro-environnement immun, induites par |la
chimiothérapie néoadjuvante selon que patientes sont en réponse histologique
compléte ou pas.

- Etablir une corrélation entre ces biomarqueurs immuns (sur la microbiopsie) et la
qualité de la réponse histologique (RHC ou non).

- Etudier I'association entre ces biomarqueurs immuns (leur expression avant et apres
chimiothérapie, mais aussi leur variation induite par la chimiothérapie) et la survie sans
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maladie ainsi que la survie globale pour 'ensemble de la population mais pour chaque
groupe (réponse histologique compléte ou non).

Nous avons construit cette étude que nous avons appelé « MIMOSA » et répondu a des appels
a projets pour la financer.

Nous avons ainsi recu un double financement de la part de la Ligue régionale contre le cancer,
et par l'appel a projet interrégional en cancérologie (API-K) « incitation a la recherche en
cancérologie », édition 2019, du Cancéropdle Grand Sud-Ouest (GSO).

Nous avons choisi de présenter la méthodologie déployée et les principaux résultats obtenus
sous forme d’un article en anglais, afin de pouvoir le soumettre a publication rapidement. En
effet, cette étude est la premiere dans la littérature a s’étre intéressée aux changements
d’expression de LAG-3 et de TIM-3 sous l'effet d’une chimiothérapie néo-adjuvante dans les
cancers du sein triple négatifs et a en avoir étudié le lien avec le pronostic.

Dans cette deuxieme partie du manuscrit sont donc présentés les résultats de I'étude
« MIMOSA ».

83



Immune microenvironment changes induced by neoadjuvant chemotherapy in
triple negative breast cancers: the MIMOSA-1 study

Victor SARRADIN?, Amélie LUSQUE?, Thomas FILLERON?, Florence DALENC?, Camille FRANCHET3

! Department of Medical Oncology, Institut Claudius Regaud, Institut Universitaire du Cancer de
Toulouse, IUCT-Oncopole, Toulouse, France

2 Department of Biostatistics, Institut Claudius Regaud, Institut Universitaire du Cancer de Toulouse,
IUCT-Oncopole, Toulouse, France

3 Department of Pathology, Institut Claudius Regaud, Institut Universitaire du Cancer de Toulouse, IUCT-
Oncopole, Toulouse, France



Abstract

Background: The immune microenvironment (IME) of triple negative breast cancers (TNBCs)
and its modifications by neoadjuvant chemotherapy (NACT) remains to be fully characterized.
Our current study aims to evaluate NACT induced IME changes and assess the prognostic value
of specificimmune biomarkers.

Methods: Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) were identified from hematoxylin-eosin stained
sections of paired pre- and post-NACT tumor tissue samples from a TNBCs cohort (n=66) and
expression of PD-L1, TIM-3 and LAG-3 evaluated by immunohistochemistry.

Results: Overall TILs count and PD-L1 expression did not differ pre-and post-NACT, but there
was a response-specific statistically significant difference. TILs count decreased in 65.5% of
patients who achieved a pathological complete response (pCR) and increased in 56.8% of no-
pCR patients (p=0.0092). Baseline PD-L1 expression was more significantly frequently lost in
pCR than in no-pCR patients (41.4% vs 16.2%, p=0.0020). TIM-3 expression was significantly
higher after NACT (p<0.0001) and occurred more frequently in no-pCR than in pCR patients
(51.4% vs 31%, p=0.3580). LAG-3 expression significantly decreased after NACT, but there was
no difference between response groups. Before NACT, high TILs count (>10%) was significantly
associated with better overall survival (0S), p=0.0112. After NACT, PD-L1 positivity and TIM-3
strong positivity (>25%) were independently associated with significantly worse OS (p=0.0055
and p=0.0274, respectively). Patients positive for both PD-L1 and TIM-3 had the worse
prognosis (p=0.0020), even regarding patients who did not achieve pCR only, p=0.0479.

Conclusions: NACT induces significant IME changes in TNBC. PD-L1 and TIM-3 expression post
NACT may present strong prognostic information.

Keywords: triple negative breast cancer; neoadjuvant chemotherapy; immune
microenvironment; tumor infiltrating lymphocytes; TILs; PD-L1; TIM-3; LAG-3; immune
checkpoint
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Article

1. Introduction

Neoadjuvant chemotherapy (NACT) is increasingly used to treat early stage triple negative
breast cancers (TNBCs), and NACT response yields important prognostic information, in
particular because the extend of residual disease (1,2). Treatment responses differentiate two
groups of patients: those who achieve a pathologic complete response (pCR) with a good
prognosis and those with residual invasive disease (no-pCR) and a high risk of relapse. Patients
with no-pCR either receive adjuvant capecitabine treatment (3) or are considered for inclusion
in clinical trials.

Several TNBCs studies have highlighted the association between tumor infiltrating lymphocytes
(TILs) with a good prognosis (4—13) and with a higher pCR rate after NACT (4-8,13-18).
Although TILs count is standardized (19,20) and routinely assessed, it currently does not
contribute to treatment strategy.

In addition to increase TILs count, expression of the immune checkpoint (ICP) Programmed
Death Ligand 1 (PD-L1) appears to be associated with a higher pCR rate (14,21-25) and better
DFS (4). Other novel immunological breast cancer (BrCa) targets, such as T-cell immunoglobulin
and mucin domain-containing molecule 3 (TIM-3) (26,27) and lymphocyte activation gene 3
(LAG-3) (28,29) may yield additional prognostic information.

Despite preclinical evidences supports that antitumor activity of anthracyclines and alkylating
agents may be partially mediated through the modulation of the anti-tumor immune response
(30-32), only few studies have addressed this concern in TNBCs (33). To unveil the impact of
NACT on the TNBCs immune microenvironment (IME) may improve the design of future
adjuvant clinical trials for patients exhibiting no-pCR and may lead to the development of novel
biomarkers.

The primary objective of this study was to evaluate IME changes induced by NACT in TNBCs.
The prognostic value of immune biomarkers (TILs, PD-L1, TIM-3 and LAG-3) in terms of overall
survival (OS) and their association with pathological response were also evaluated as part of the
secondary objectives.

2. Methods

2.1. Population
We retrospectively identified 212 TNBCs out of a total of 666 early BrCa patients treated with
NACT between June 2012 and October 2018 in our Comprehensive Cancer Center. TNBC was
defined as estrogen and progesterone receptor expression <10% and negative HER2 status.

86



Only patients with both available formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) diagnostic biopsies
as well as surgical tissue samples excised after NACT were included in the study (n=66). Clinico-
pathological, treatment and follow-up data were extracted from patients’ medical records.

2.2. Pathology assessments
pCR was defined as the absence of residual invasive cancer cells both in the breast (ypTO or
ypTis) and the axilla (ypNO).

For patients who achieved pCR, we evaluated immune biomarkers in the tumor bed area.
Lymphocytic infiltrates in non-carcinomatous lesions and normal breast structures were
ignored.

Stromal TILs scores were determined from hematoxylin-eosin stained tissue sections and
defined as the percentage of the tumor stromal area comprising mononuclear inflammatory
cells, according to the International TlLs Working Group guidelines for assessment before (19)
and after NACT (20).

The following antibodies were used to characterize the immune infiltrate by immunochemistry:
PD-L1 clone SP142 (Ventana Medical Systems), TIM-3 clone AF2365 (R&D Systems) and LAG-3
clone NBP1-85781 (Novus Biologicals) dilution 1:500 Dako Flex (Dako). TIM-3 positive cells were
guantified as the proportion of stained cells in stromal regions.

Immune cell PD-L1 SP142 staining was quantified (IC score) using the 4-classes classification,
according to the manufacturer’s recommendation. The proportion of tumor area occupied by
PD-L1 expressing tumor-infiltrating immune cells was scored as follows: ICO= <1%; IC1= 1-4%;
IC2= 5-9%; I1C3= 210%.

LAG-3-positive cells were reported as the number of stained cells in 10 high-power fields (x400
magnification) in the strongest staining areas.

2.3. Statistical analysis

Categorical variables were described by frequencies and percentages and compared using the
x* test or Fisher’s exact test. Quantitative variables were summarized by median and range
(min-max) and compared with the Mann-Whitney test. Comparisons between the level of
immune markers before and after NACT were performed using Wilcoxon signed rank test for
paired data for quantitative variables and McNemar’s test for categorical variables. For each
continuous immune marker, the change post NACT was determined as the difference in
expression level before and after NACT.

Overall survival (OS) was defined as the time from surgery to death from any cause or the last
follow-up (censored data). Survival curves were estimated using the Kaplan-Meier method and
compared using the log-rank test. For survival analyses, TILs (cut-off >10% or >30%), PD-L1
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(negative= 1CO versus positive= IC1, IC2 and IC3), LAG-3 (cut-off > 1 or 210) and TIM-3 (cut-off
>1% or 25%) were considered as categorical variables. TIM-3 was considered positive when 21%
and LAG-3 when 21.

We used a composite criterion to identify patients who were PD-L1 positive (21%) and strongly
TIM-3 positive (25%). We refer to this population as PD-L1+/TIM-3+.

All statistical tests were two sided, and a p-value<0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were performed using the STATA software version 16 (StataCorp LLC,
College Station, TX).

3. Results

3.1.  Patients characteristics (Suppl. table 1)
Our study included 66 patients who received sequential NACTs. No patient received adjuvant
capecitabine. Twenty-nine (43.9%) achieved pCR (pCR group) and 37 did not (56.1%; no-pCR

group).

3.2. Immune micro-environment before neoadjuvant chemotherapy (Table 1)
Before treatment, the median TILs count was 10% (range 1.0-95.0) and 10 patients (15.2%) had
>30% TILs. Thirty-one patients were negative (47.0%) and 35 positive (53.0%) for PD-L1. Forty-
five patients were negative (68.2%) and 21 positive (31.8%) for TIM-3. Nine patients (13.6%)
exhibited strong TIM-3 staining (=25%). Fifteen patients were negative (22.7%) and 51 positive
(77.3%) for LAG-3. Seventeen patients (25.8%) exhibited strong LAG-3 staining (210 positive
cells).

LAG-3 was the only immune biomarker significantly associated with the pCR rate. The pCR of
LAG-3 positive and negative patients was 53% and 13.4% respectively (p = 0.0066) (Suppl. table
2).

3.3. Immune changes induced by chemotherapy (Table 1, figures 1 and 2)

Post NACT, median TILs count of the entire cohort remained unchanged at 10% (range: 1-70)
(table 1). However, TILs count differed significantly as a function of NACT response (p = 0.0026),
with the median number of TILs 5% lower (range of change: -94:60) in the pCR group and 4%
higher (range of change: -45:55) in the no-pCR group (p=0.0026) (Suppl. table 3). After NACT,
there was a statistically significant difference between the number of TILs scored in the pCR
and no-pCR groups (median (range) post-NACT: 5% (1:70) in the pCR group and 15% (5:70) in
the no-pCR group, p= 0.0062). After NACT, 8 patients (12.1%) had >30% TILs (6 in the no-pCR
and 2 in the pCR groups) (Suppl. table 4).
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There was no significant difference in PD-L1 expression pre- and post-NACT in the entire cohort,
with 42.4% (n=28) of patients PD-L1 positive and 57.6% (n=38) PD-L1 negative after NACT
(p=0.1936) (table 1). This is in contrast to the large and significant difference detected between
the pCR- and no pCR-groups after chemotherapy, with 23 no-pCR patients (62.2%) and only 5
pCR patients (17.2%) PD-L1 positive after NACT (p = 0.0002) (Suppl. table 4).

There was a significant increase in TIM-3 expression after chemotherapy: TIM-3 was negative in
21 (31.8%) and positive in 45 (68.2%) patients (p<0.0001). After chemotherapy, 22 patients
(33.3%) exhibited strong TIM-3 staining (> 5%) (p=0.0093) (Table 1). The increase was seen in
both groups but was significantly greater in no-pCR patients, with 45.9% of patients staining
strongly (> 5%) after NACT, compared to 17.2% in the pCRgroup (p = 0.0141) (Suppl. table 4).

After NACT, 12 patients (32.4%) were PD-L1+/TIM-3+ in the no-pCR and none in the pCR group
(p=0.0007) (Suppl. table 4).

After NACT, LAG-3 expression was not different than before NACT, with 55 positive patients
(83.3%) (p= 0.3173). Eight patients (12.1%) exhibiting strong staining (Table 1). There were no
significant differences of changes between pCR or no-pCR groups (p=0.1323) (Suppl. table 3).

3.4. Immune biomarkers and association with outcomes
After a median follow-up of 35.4 months [95% Cl: 26.5-44.4], 17 patients had relapsed (25.8%)
and 13 patients died (19.7%).

The overall cohort survival at 3 years (3yr-OS) was 76.3%, with significantly higher OS in the pCR
group compared to the no-pCR group (87.5% vs 68.9%, p=0.0430) (figure 3A). The presence of
vascular emboli on the surgical tissue sample was a strong poor prognostic factor (3yr-OS:
33.3% vs 80.7%; p<0.0001) (Suppl. table 5).

Immune biomarkers before chemotherapy (Suppl. table 2)

The only significant prognostic factor associated with a good prognosis was a >10% TILs count
compared to patients with TILs count of 0-10% (3yr-OS: 91.2% vs 63.4%, p=0.0112) (figure 3B).
For 10 patients with >30% TILs, the 3yr-OS was 100%. PD-L1 positivity tended to be associated
with a better prognosis (3yr-0S: 88.4% vs 63.8%) but did not reach statistical significance
(p=0.1111).
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Immune biomarkers after chemotherapy (Table 2, figure 3)

After chemotherapy, TlLs count had no prognostic value.

PD-L1 positivity was associated with a significantly worse prognosis (3yr-OS: 57.4% vs 89.4%,
p=0.0055) (figure 3C). Strong TIM-3 positivity was also significantly associated with poor
prognoses (3yr-0S: 58.0% vs 87.1%, p=0.0274) (figure 3D).

Patients with PD-L1+/TIM-3+ tumors had significantly worse prognoses (3yr-OS: 45.5% vs
84.6%, p=0.0020) (figure 3E).

Interestingly, patients who were PD-L1 negative on biopsy but became positive after NACT had
extremely poor prognoses (3yr-OS: 19.9%, n=11) (data not shown).

We observed a similar worse prognostic associated with PD-L1 positivity (3yr-OS: 58.0% vs
84.6%, p=0.1186) or with a strong TIM-3 positivity (3yr-0S: 50.0% vs 88.7%, p=0.0702) in the
no-pCR group, but this did not reach statistical significance. However dual PD-L1 and TIM-3
positivity identified a no-pCR subpopulation with poor prognoses. Indeed, PD-L1+/TIM-3+ no-
PCR patients had significantly worse survival (3yr-OS: 45.5% vs 81.3%, p=0.0479) (figure 3F).

Patients in the no-pCR group who were PD-L1 negative on core biopsy but became positive
after NACT also had poor prognoses (3yr-0S: 29.2%, n=8) (data not shown).

4. Discussion
Our study did not only examined modifications in both TILs count and PD-L1 expression levels
before and after NACT in 66 TNBC patients but is, to the best of our knowledge, the first study
that also evaluated changes in TIM-3 and LAG-3 expression as well as their association with pCR
and OS.

Our study detected an overall cohort median TILs count of 10% at baseline, and 15.2% of TNBCs
exhibited more than 30% TILs. These results are consistent with several reports in the literature
(12-14), whereas other studies nevertheless report higher median TILs count (5,7).

PD-L1 expression was observed in 53% of cases, which is similar than in other reports using the
Ventana SP142 antibody (34,35). In our cohort, 32% and 77% of tumors expressed TIM-3 and
LAG-3, respectively. Considering TIM-3, Burugu et al. (26) found similar results (28% of TIM-3
positivity). However, in terms of LAG-3, reported results by Burugu et al. and Bottai et al. (33%
and 18% respectively) differs from ours (28,29). Nevertheless, the methodology applied to
quantify LAG-3 was different. TNBC IME appears to be very heterogeneous regarding these
data, thereby supporting the rationale for combination ICP inhibitor and cytotoxic treatments
to increase pCR rates (34-37).

TILs count before NACT is both a strong prognostic factor for OS (4-13) and an established
predictor of pCR (4-8,13—18), which supports the fact that chemotherapy response is at least
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partially mediated by the immune system (30—33). Our study detected no significant increased
baseline TILs count in patients who achieved pCR, possibly due to a lack of power.

We reported a trend of PD-L1 positivity before NACT to yield improved prognoses. However
there was no association with pCR, may be due to our small sample, although several other
studies have reported it for DFS (4) or for pCR (14,21-25).

Importantly, we observed that baseline LAG-3 expression but not TIM-3 was associated with an
increased probability of achieving pCR. We are, to the best of our knowledge, the first to report
these data. Obviously, these finding must be considered with caution because of the small size
of our cohort and larger study will be required to confirm our observations.

Although several studies have previously reported changes in TILs count before and after NACT
and the prognostic significance of such changes (4,5,7,12,14), most of these studies were not
restricted to TNBCs (12,14). The current literature therefore provides no definitive results
regarding the prognostic value of TILs count in TNBCs. We report that a decrease in TlLs was
significantly more frequently associated with pCR and conversely, that an increase in TILs was
more often associated with residual disease (Suppl. table 3). We found that the number of TILs
before (but not after) NACT was a prognostically significant marker of 3yr-OS, an association
that persisted (close to significance) even when the pCR group was considered on its own (data
not shown). Our findings are consistent with observations reported by Castaneda et al. in 98
TNBC patients, of which 30% achieved pCR after NACT (7). In a cohort of 72 TNBC patients Dieci
et al. (4) observed an increase in TILs in residual disease after NACT which was associated with
improved disease-free survival. Lee et al (5) reported that, compared to stable cases, a
significant change in TILs count between biopsy and residual tumor after NACT was associated
with a better prognosis in a cohort of 104 patients with TNBC. Despite its statistical significance,
this effect may be attributed to the over representation of cases with an increased TILs count
under NACT. These data suggest that patients with increased TILs who do not achieve pCR after
NACT, may benefit from adjuvant ICP inhibitor therapy. Nonetheless, a better characterization
of TlLs is required to optimize therapeutic strategies.

With regards to PD-L1 expression changes in TNBCs after NACT, Dieci et al. (4) found a
significant increase of PD-L1 expression in residual disease which was associated with an
improved DFS of borderline statistical significance. Pelekanou et al. detected decreased PD-L1
expression in a cohort encompassing all BrCa phenotypes and with no-pCR (12). In another
study, the same authors found no altered PD-L1 expression after NACT, but a 15% mean
decrease in TILs (14). We found no significant change in PD-L1 expression after NACT in our
entire cohort, but an increase in PD-L1 expression in the no-pCR group. We also observed that
PD-L1 positivity after NACT was significantly associated with worse OS in the entire cohort
(p=0.0055) and with a trend in the no-pCR group (p=0.1186). The lack of standardized PD-L1
protocols makes it difficult to draw any conclusions from these studies and it is quite possible
that the anti-PD-L1 VENTANA SP142 antibody we used identify fewer PD-L1 positive patients
(38).
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Importantly, our study is the first to report on modifications of TIM-3 and LAG-3 expression
before and after NACT in TNBCs and their predictive and prognostic values. We found a
significant increase in TIM-3 expression after NACT and a strong TIM-3 expression post-NACT
which was a significant poor prognostic indicator in the entire population (p=0.0274), and
showed a similar trend in the no-pCR group (p=0.0702). Interestingly, in the overall population
as well as the no-pCR group, patients whose residual disease expressed with both PD-L1 and
TIM-3 had the worse prognoses (3yr-0S: 45.5%).

These observations suggest that TNBCs remain immunogenic after NACT and may continue to
be subject to antitumor immuno-surveillance, but that TILs are exhausted. This hypothesis
provides a rationale to explore reactivation of these lymphocytes in residual disease using
adjuvant immunotherapy, such as in the current anti-PD-L1 antibody trial (NCT02954874). In
light of strong TIM-3 expression being predictive of a good anti-PD-(L)1 immunotherapy
response in a cohort of 30 head and neck cancers patients (39) and that anti-TIM-3 antibodies
are being evaluated alone or in combination with anti-PD-(L)1 therapy in several phase 1 trials
(40), our own findings, should they be confirmed by larger multicentric studies, support the
rational for testing immunotherapy in adjuvant treatment specifically in patients that have not
achieved pCR.

Our study is nevertheless limited by its small size and monocentric nature which reduces its
statistical power and prevented more substantial subgroup and multivariate analyses to be
performed.

In conclusion, TNBCs have heterogeneous IMEs which are profoundly changed by NACT. After
NACT, the cohort of patients positive for both PD-L1 and TIM-3 had a significantly worse
prognose and importantly this correlation also persisted regarding only the group of patients
who did not achieve pCR.
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Before Chemo After Chemo

(n=66) (n=66)
TILs (%) p=0.5598
Median 10.0 10.0

(Range) (1.0-95.0) (1.0-70.0)

TILs (cl) p=0.8474
0-10% 36 (54.5%) 35 (53.0%)
>10% 30 (45.5%) 31 (47.0%)

TILs (cl) p=0.5930
0-30% 56 (84.8%) 58 (87.9%)
>30% 10 (15.2%) 8(12.1%)

PD-L1 p=0.1936
Negative (1C0) 31 (47.0%) 38 (57.6%)
Positive (IC1/2/3) 35 (53.0%) 28 (42.4%)

TIM-3 (cl) p< 0.0001
<1% 45 (68.2%) 21 (31.8%)
21% 21 (31.8%) 45 (68.2%)

TIM-3 (cl) p=0.0093
0-4% 57 (86.4%) 44 (66.7%)
25% 9 (13.6%) 22 (33.3%)

PD-L1 and TIM-3 p=0.0209
Others 62 (93.9%) 54 (81.8%)
PD-L1+/TIM-3+ 4 (6.1%) 12 (18.2%)

LAG-3 (%) p=0.0389

Median 2.5 3.0

(Range) (0.0-37.0) (0.0-23.0)

LAG-3 (cl) p=0.3173
0 15 (22.7%) 11 (16.7%)
>0 51 (77.3%) 55 (83.3%)

LAG-3 (cl) p=0.0126
0-9 49 (74.2%) 58 (87.9%)
>10 17 (25.8%) 8 (12.1%)

Table 1 — Description of the IME characteristics before and after neoadjuvant chemotherapy in
the entire population (comparison with paired-test).
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Evt/N 3yr-0S 95% CI

All patients

PD-L1 p= 0.0055
Negative (1C0) 4 /38 89.4% 70.6-96.5
Positive (IC1/2/3) 9/28 57.4% 33.2-75.5

TILs p=0.6312
0-10% 6/35 79.6% 57.0-91.2
>10% 7/31 72.5% 50.6-85.9

TIM-3 p=0.0840
<1% 2/21 93.8% 63.2-99.1
1% 11 /45 67.0% 48.0-80.5

TIM-3 p=0.0274
0-4% 5 /44 87.1% 68.6-95.1
>5% 8/22 58.0% 33.1-76.4

LAG-3 p=0.7750
0 2/11 88.9% 43.3-98.4
>0 11 /55 73.5% 56.9-84.5

PD-L1 and TIM-3 p=0.0020
Others 7 /54 84.6% 68.5-92.9
PD-L1+/TIM-3+ 6/12 45.5% 16.7-70.7

No-pCR group

PD-L1 p=0.1186
Negative (1C0) 3/14 84.6% 51.2-95.9
Positive (IC1/2/3) 8/23 58.0% 33.0-76.5

TILs p=0.8008
0-10% 5/16 72.0% 41.1-88.6
>10% 6/21 65.7% 38.8-83.0

TIM-3 p=0.0702
0-4% 3/20 88.7% 61.4-97.1
>5% 8/17 50.0% 24.5-71.0

PD-L1 and TIM-3 p=0.0479
Others 5/25 81.3% 57.3-92.6
PD-L1+/TIM-3+ 6/12 45.5% 16.7-70.7

Table 2 — Overall survival at 3 years according to the immune biomarkers on the surgical
specimen (after chemotherapy) for all patients and for the no-pCR group only.
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Figure 1 — Changes of the tumor immune microenvironment induced by neoadjuvant
chemotherapy. A. Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) changes from biopsy (pre-
neoadjuvant) to surgical tissue sample (post-neoadjuvant) for each patient, in all cases (left),
in the no-pCR (middle) and in the pCR groups (right). B. Same representation as TILs for TIM-
3 changes. C. Comparison of TILs changes from pre-neoadjuvant to post-neoadjuvant (in %
of change) between the no-pCR and the pCR groups. D. Same representation as TILs for
comparison of LAG-3 changes between the two groups.
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Figure 2 — Representative images of changes of the immune microenvironment induced by
neoadjuvant chemotherapy in one patient who achieved pCR, and was still in remission 5
years after the surgery (TILs: x200 magnification; PD-L1, TIM-3 and LAG-3: x400
magnification). A. Baseline H&E of a significant TILs infiltrate (70%), indicative of a good
prognosis and predicting a pCR. B. Post chemotherapy H&E showing a significant decrease in
TILs but remaining high (15%). C. Strong PD-L1 staining before treatment (IC2). D. PD-L1
staining became negative after chemotherapy (IC0). E. TIM-3 staining before treatment was
negative (<1%). F. TIM-3 after chemotherapy became strongly positive (5%). G. Strong LAG-3
staining before treatment (score = 26). H. LAG-3 staining decreased after chemotherapy
(score =6).
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Figure 3 — Kaplan-Meier curves of Overall Survival (OS) based on - pathologic complete
response (pCR) after neoadjuvant chemotherapy (NACT) (A), - TILs count before NACT (B), -
PD-L1 positivity after NACT (C), - TIM-3 expression after NACT (D), - PD-L1 positivity and TIM-
3 strong expression after NACT (E) and PD-L1 positivity and TIM-3 strong expression after
NACT only in the no-pCR group (F).
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Total No-pCR pCR

(n=66) (n=37) (n=29)
Age at biopsy Median 52.0 54.0 48.0 p=0.0757
(Range) (24.0-71.0) (32.0-71.0) (24.0-68.0)
T T1 7 (10.6%) 2 (5.4%) 5(17.2%) p=0.1568
T2 29 (43.9%) 15 (40.5%) 14 (48.3%)
T3 19 (28.8%) 11 (29.7%) 8 (27.6%)
T4 11 (16.7%) 9 (24.3%) 2 (6.9%)
N NO 32 (48.5%) 15 (40.5%) 17 (58.6%) p=0.1695
N1 26 (39.4%) 15 (40.5%) 11 (37.9%)
N2 1(1.5%) 1(2.7%) 0 (0.0%)
N3 7 (10.6%) 6 (16.2%) 1(3.4%)
Grade SBR lorll 12 (18.5%) 10 (27.8%) 2 (6.9%) p=0.0310
I 53 (81.5%) 26 (72.2%) 27 (93.1%)
Missing 1 1 0
Chemotherapy FEC 1(1.5%) 1(2.7%) 0 (0.0%) p=0.7214
FEC or EC + wP 36 (54.5%) 18 (48.6%) 18 (62.1%)
FEC+D 16 (43.2%) 16 (43.2%) 10 (34.5%)
FEC or EC + D + wP 3 (4.5%) 2 (5.4%) 1(3.4%)
Surgery Mastectomy 33 (50.0%) 22 (59.5%) 11 (37.9%) p=0.0825
Conservative 33 (50.0%) 15 (40.5%) 18 (62.1%)
Lymph nodes No 1(1.5%) 0 (0.0%) 1(3.4%) p=0.3193
procedure Dissection 48 (72.7%) 29 (78.4%) 19 (65.5%)
Sentinel 17 (25.8%) 8 (21.6%) 9 (31.0%)
Radiotherapy No 3(4.5%) 2 (5.4%) 1(3.4%) p=1.0000
Yes 63 (95.5%) 35 (94.6%) 28 (96.6%)

Supplementary table 1 - Patients characteristics. Abbreviations: D= docetaxel 100 mg/m?
(D1=D21), Wp= weekly paclitaxel (80 mg/m?), (F)EC = 5-fluorouracil (500 mg/m?), epirubicin
(100 mg/m?), cyclophosphamide (500 mg/m?).

102



Total No-pCR pCR

(N=66) (N=37) (N=29)
TILs (%) p=0.3523
Median 10.0 10.0 10.0
(Range) (1.0-95.0) (1.0-60.0) (1.0-95.0)
TiLs (cl) p= 0.6836
0-10% 36 (54.5%) 21 (58.3%) 15 (41.7%)
>10% 30 (45.5%) 16 (53.3%) 14 (46.7%)
TiLs (cl) p=0.7383
0-30% 56 (84.8%) 32 (57.1%) 24 (42.9%)
>30% 10 (15.2%) 5 (50.0%) 5 (50.0%)
PD-L1 p=0.4932

Negative (ICO) 31 (47.0%) 16 (51.6%) 15 (48.4%)
Positive (1C1/2/3) 35 (53.0%) 21 (60.0%) 14 (40.0%)

TIM-3 (cl) p= 0.6807
<1% 45(68.2%)  26(57.7%) 19 (42.3%)
>1% 21(31.8%)  11(52.3%) 10 (47.7%)

TIM-3 (cl) p=0.7203
0-4% 57(86.4%)  31(54.3%) 26 (45.7%)
>5% 9 (13.6%) 6 (66.6%) 3(33.4%)

PD-L1 and TIM-3 NA

Others 62(93.9%)  34(54.8%) 28 (45.2%)
PD-L1+/TIM-3+ 4 (6.1%) 3 (75.0%) 1 (25.0%)

LAG-3 (%) p=0.1242

Median 2.5 2.0 3.0

(Range) (0.0-37.0) (1.0-60.0) (0.0-37.0)

LAG-3 (cl) p= 0.0066
0 15(22.7%) 13 (86.6%) 2 (13.4%)
>0 51(77.3%)  24(47.0%) 27 (53.0%)

LAG-3 (cl) p=0.7899
0-9 49 (74.2%) 27 (55.1%) 22 (44.9%)
>10 17 (25.8%) 10 (58.8%) 7 (41.2%)

Supplementary table 2 - Description of the IME characteristics before chemotherapy, for the
entire population, and function of NACT response (pCR group and no-pCR group).
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Total No-pCR pCR

(n=66) (n=37) (n=29)
TiLs (%) p=0.0026
Median 0.0 4.0 -5.0
(Range) (-94.0: 60.0) (-45.0: 55.0) (-94.0: 60.0)
TiLs p=0.0092
Decrease 31 (47.0%) 12 (32.4%) 19 (65.5%)
Stability 8(12.1%) 4 (10.8%) 4 (13.8%)
Increase 27 (40.9%) 21 (56.8%) 6 (20.7%)
PD-L1 p=0.0020
Negative -> Negative 20 (30.3%) 8(21.6%) 12 (41.4%)
Positive -> Negative 18 (27.3%) 6 (16.2%) 12 (41.4%)
Negative -> Positive 11 (16.7%) 8(21.6%) 3(10.3%)
Positive -> Positive 17 (25.8%) 15 (40.5%) 2 (6.9%)
TIM-3 p=0.3580
Negative -> Negative 17 (25.8%) 7 (18.9%) 10 (34.5%)
Positive -> Negative 4(6.1%) 2 (5.4%) 2 (6.9%)
Negative -> Positive 28 (42.4%) 19 (51.4%) 9 (31.0%)
Positive -> Positive 17 (25.8%) 9 (24.3%) 8 (27.6%)
LAG-3 p=0.1323
Median -0.5 0.0 -1.0
(Range) (-27.0: 10.0) (-16.0: 8.0) (-27.0: 10.0)
LAG-3 p=0.0090
Negative -> Negative 5(7.6%) 3(8.1%) 2 (6.9%)
Positive -> Negative 6 (9.1%) 3(8.1%) 3(10.3%)
Negative -> Positive 10 (15.2%) 10 (27.0%) 0 (0.0%)
Positive -> Positive 45 (68.2%) 21 (56.8%) 24 (82.8%)

Supplementary table 3 - Changes of IME characteristics induced by neoadjuvant
chemotherapy in the overall population, in the no-pCR group and in the pCR group.
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Total No-pCR pCR

(N=66) (N=37) (N=29)
TILs (%) p=0.0062
Median 10.0 15.0 5.0
(Range) (1.0-70.0) (5.0-70.0) (1.0-70.0)
TiLs (cl) p=0.0719
0-10% 35 (53.0%) 16 (43.2%) 19 (65.5%)
>10% 31 (47.0%) 21 (56.8%) 10 (34.5%)
TiLs (cl) p= 0.4496
0-30% 58 (87.9%) 31 (83.8%) 27 (93.1%)
>30% 8(12.1%) 6 (16.2%) 2 (6.9%)
PD-L1 p=0.0002

Negative (ICO) 38 (57.6%) 14 (37.8%) 24 (82.8%)
Positive (1C1/2/3) 28 (42.4%) 23 (62.2%) 5(17.2%)

TIM-3 (cl) p=0.1398
<1% 21 (31.8%) 9 (24.3%) 12 (41.4%)
>1% 45(68.2%)  28(75.7%) 17 (58.6%)
TIM-3 (cl) p=0.0141
0-4% 44 (66.7%) 20 (54.1%) 24 (82.8%)
>5% 22(33.3%) 17 (45.9%) 5(17.2%)
PD-L1 and TIM-3 p= 0.0007
Others 54 (81.8%)  25(67.6%) 29 (100.0%)
PD-L1+/TIM-3+  12(18.2%) 12 (32.4%) 0 (0.0%)
LAG-3 (%) p=0.6189
Median 3.0 3.0 3.0
(Range) (0.0-23.0) (0.0-23.0) (0.0-22.0)
LAG-3 (cl) p=1.0000
0 11 (16.7%) 6 (16.2%) 5(17.2%)
>0 55(83.3%)  31(83.8%) 24 (82.8%)
LAG-3 (cl) p=1.0000
0-9 58(87.9%)  32(86.5%) 26 (89.7%)
>10 8 (12.1%) 5 (13.5%) 3(10.3%)

Supplementary table 4 - Description of the IME characteristics after chemotherapy, for the
entire population, and function of NACT response (pCR group and no-pCR group).
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Evt/N 3yr-0S 95% CI
T p=0.6735
T1/T2 6 /36 78.5% 57.6-89.9
T3/T4 7 /30 73.9% 50.8-87.4
N p=0.3466
NO 4 /32 82.4% 59.3-93.0
N+ 9/34 71.9% 51.5-84.9
Grade SBR p=0.2615
lorll 4 /12 67.3% 27.7-88.5
11 9/53 77.6% 61.0-87.8
Emboli p< 0.0001
No 6 /47 80.7% 61.6-90.9
Yes 5/7 33.3% 4.6-67.6
TILs p=0.0112
0-10% 11 /36 63.4% 42.0-78.6
>10% 2/30 91.2% 69.0-97.9
TILs p=0.0815
0-30% 13 /56 72.0% 55.6-83.2
>30% 0/10 100.0% NA
PD-L1 p=0.1111
Negative (1CO) 9/31 63.8% 41.6-79.4
Positive (1C1/2/3) 4 /35 88.4% 68.0-96.2
TIM-3 p=0.4014
<1% 10 /45 74.2% 55.9-85.8
21% 3/21 81.4% 52.6-93.6
TIM-3 NA
0-4% 11 /57 76.8% 60.8-86.9
>5% 2/9 75.0% 31.5-93.1
LAG-3 p=0.1553
0 5/15 61.5% 30.8-81.8
>0 8/51 81.4% 64.5-90.8
LAG-3 p=0.3285
0-9 11 /49 73.0% 55.1-84.6
>10 2 /17 85.1% 52.3-96.1

Supplementary table 5 — Overall survival at 3 years according to clinical characteristics and

to core biopsy immune biomarkers (before chemotherapy).
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Conclusion et perspectives :

L'étude MIMOSA-1 apporte plusieurs enseignements importants. Tout d’abord, elle
confirme que les cancers du sein triple négatifs sont spontanément immunogéenes, avec un
infiltrat en TILs fréquent, mais que la réponse immunitaire est inhibée, en raison de la
fréquente expression des points de contréle inhibiteurs que sont PD-L1 mais aussi TIM-3 et
LAG-3. Ensuite, elle montre que la chimiothérapie a une influence trés importante sur ce
micro-environnement immunitaire et est capable de le modifier. Enfin, elle met en exergue
le fait que l'infiltrat immunitaire a un poids pronostic majeur avec une signification
différente selon qu’il est étudié avant ou apres chimiothérapie.

En effet, notre étude souligne qu’une caractérisation du micro-environnement immunitaire,
au-dela du comptage des TlLs et de I'expression de PD-L1, pourrait étre un parametre
pronostic fort en termes de survie globale aprés chimiothérapie néo-adjuvante, permettant
d’identifier des patientes pour lesquelles un traitement adjuvant est nécessaire. Nous
montrons que I'expression combinée de PD-L1 et de TIM-3 pourrait permettre d’identifier
une population de mauvais pronostic.

Dans un premier temps, nous projetons de confirmer ces données préliminaires sur une
série plus importante de patientes, de fagon multicentrique, en sollicitant nos collegues
d’autres centres de soins, en particulier ceux de la région du grand Sud-Ouest.

Dans un second temps, si ces résultats se confirment, on pourrait envisager de conduire une
étude clinique prospective en adjuvant pour les patientes n’ayant pas obtenue une réponse
histologique complete, sur la base des caractéristiques du micro-environnement
immunitaire déterminées sur la piece opératoire.

D’autre part, il serait intéressant d’évaluer la valeur prédictive de LAG-3 et de TIM-3 dans la
réponse aux anti-PD-(L)1 dans les cancers du sein triple négatifs. Il est en effet possible que
I’expression de LAG-3 et/ou de TIM-3 apporte(n)t une valeur additionnelle a celle de PD-L1
dans la prédiction de la sensibilité/résistance aux anti-PD-(L)1, permettant d’envisager des
associations avec des anti-LAG-3 ou anti-TIM-3, déja en développement dans des études
clinigues de phases I/II.

Au total, notre travail devrait permettre d’améliorer les connaissances dans le domaine de
I'immunologie des cancers du sein triple négatifs, afin d’améliorer la survie de ces patientes.
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Etude des modifications du micro-environnement immun induites par la chimiothérapie néo-
adjuvante dans les cancers du sein triple négatifs : Etude MIMOSA

RESUME EN FRANCAIS :

Contexte : Le microenvironnement immunitaire (Ml) des cancers du sein triple négatifs (CSTN) et ses
modifications induites par la chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) restent a caractériser. L’objectif de
notre étude était de décrire les changements du Ml induits par la CTNA et la valeur pronostique de
biomarqueurs immunitaires spécifiques.

Méthode : une cohorte de 66 patientes avec un CSTN avec des échantillons appariés pré- et post-
CTNA a été constituée. Nous avons évalué les lymphocytes infiltrants les tumeurs (TILs) sur des
lames colorées a [I'hématoxyline-éosine et I'expression de PD-L1, TIM-3 et LAG-3 par
immunohistochimie.

Résultats : le nombre de TILs et I'expression de PD-L1 n'étaient pas significativement différents avant
et aprés CTNA dans la population globale, mais une différence statistiquement significative a été
observée selon la réponse a la chimiothérapie. Le nombre de TILs a diminué chez 65,5% des
patientes ayant obtenu une réponse histologique complete (RHC), alors qu’il a augmenté chez 56,8%
des patientes sans RHC (p=0,0092). La perte d'expression de PD-L1 était plus fréquente chez les
patientes en RHC (41,4% vs 16,2%, p=0,0020). L'expression de TIM-3 était significativement plus
élevée aprés CTNA (p<0,0001) et le gain était plus fréquent chez les patientes sans RHC que chez
celles avec RHC (51,4% vs 31%, p=0,3580). L'expression de LAG-3 a diminué de maniéere
significative aprés CTNA, sans différence selon la réponse a la chimiothérapie. Avant CTNA, un taux
élevé de TILs (>10%) était significativement associé a une meilleure survie globale (SG), p=0,0112.
Aprés CTNA, la positivité de PD-L1 et la forte positivité de TIM-3 (=5%) étaient indépendamment
associées a une SG significativement plus mauvaise (p=0,0055 et p=0,0274 respectivement). Les
patientes positives a la fois pour ces deux biomarqueurs avaient le plus mauvais pronostic (p=0,0020),
y compris tenant compte uniquement des patientes n’ayant pas obtenu de RHC (p=0,0479).
Conclusion : des maodifications significatives du MI sont induits par la CTNA dans les CSTN, et
I'expression de PD-L1 et de TIM-3 aprés CTNA pourraient avoir une forte valeur pronostique.
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