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Abréviations

AACR : American association for cancer research
ADCC : Antibody-dependent cellular cytotoxicity
AE : Adverse event - Effet indésiable

Ag : Antigéne

AMM : Autorisation de mise sur le marché

APAFI1 : Apoptotic protease activating factor 1

ASCO : American society of clinical oncologie - Société américaine d’oncologie clinique

AUC : Area under the curve
BIM : Bcl-2-like protein 11

BSC : Best supporting care

CARD : Caspases Activation and Recruitment Domaine

CAR T : Chimeric antigen receptor T

CCL21 : Chemokine (C-C motif) ligand 21

CDN : Dinucléotides cycliques

cDNA : complementary DNA

CEA : Carcinoembryonic antigen

CED : Convection-enhanced delivery

cGAMP : Guanosine monophosphate cyclique
cGAS : Guanosine monophosphate cyclique synthase
CLR : C-type lectin receptor

CMC : Complement-mediated cytotoxicity

c-MET : Mesenchymal epithelial transition factor
CNBPC : Cancers bronchiques non a petites cellules

CPA : Cellule présentatrice d’antigénes

CPIs : Checkpoints inhibitors - Inhibiteurs des checkpoints

CR : Complete response - Réponse complete
CRPC : Castration resistant prostate cancer

CSCC : Cutaneous squamous cell carcinoma
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CT : Computerized tomography

CTCAE : Common Terminology Criteria for Adverse Events
CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CVA21 : Coxsackievirus A21

DAMPs : Damage-associated molecular patterns

Dbait : DNA strand break bait

DLT : Dose limiting toxicity

DNA : Deoxyribonucleic acid

DRR : Durable response rate

DT-A : Chaine A de la toxine de la diphtérie

EGF : Epidermal growth factor

EGEFR : Epidermal growth factor receptor

EGFR-TK : Epidermal growth factor receptor tyrosine kinase
ESMO : European Society for Medical Oncology

FasL : Fas Ligand

FIH : First in human

GBM : Glioblastome multiforme

GCV : Ganciclovir

GM-CSF : Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
GSC : Gliomasphere-forming cell

HCC : Hepatocellular carcinoma

hGM-CSF : Humanized GM-CSF

HIT-IT : Human intratumoral immunotherapie

HMGBI : High mobility group box 1

HNSCC : Head and neck squamous cell carcinoma

HSP70 : Heat shock protein 70

HSP90a : Heat shock protein 90 alpha

HSV-1 : Herpes simplex virus 1

HVEM : Herpes virus entry mediator
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ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule

ICI : Immunes checkpoint inhibiteurs

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygenase

IFN : Interferon

IL : Interleukine

IP : Investigational product

IRF3 : Interferon Regulatory Factor 3

irIL-12 : recombinant humain de I’interleukine-12
IRM : Imagerie a résonnance magnétique

irPFS : Immune-related progression free survival
irSD : Immune-related stable disease

IT : Intratumoral

ITK : Inhibiteur des tyrosines kinases

LD : Long diameter

LEC : Local Effect Cohort

LT : Lymphocytes T

MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MCC : Merkel cell carcinoma

MEK : Mitogen-activated protein kinase kinase
MMP-9 : Matrix metallopeptidase 9

mRECIST : modified RECIST

mRNA : messenger ribonucleic acid

MTD : Maximal tolerated dose

NF«B : Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NK : Natural killer

NLRs : Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors
NT : Non-Toxic

NSCLC : Non-small cell lung cancer

ORL : Oto-rhino-laryngée

Page 8 sur 131



ORR : Overall response rate

OS : Overall survival

P53 : protéine P53

PAMPs : Pathogen-associated molecular patterns

PCD : Programmed cell death

PD : Progressive disease

PD : Pharmacodynamic

PD-1 : Programmed death - 1

PDL-1 : Programmed death ligand 1

PK : Pharmacokinetics - Pharmacocinétique

PKC : Protéine kinase C

PLC : Phospholipase C

PR : Partial response - réponse partielle

PRR : Pattern recognition receptors

PT : Peritumoral

Q3W : Every 3 weeks

R2PD : Recommanded phase 2 dose

RCC : Renal cell carcinoma

RCP : Résumé des caractéristiques du produit

RECIST : Response Evaluation Criteria in Solid Tumours
rhIL-12 : Interleukine 12 recombinante humaine

RIG-1 - Retinoic acid-inducible gene I

RLR - RIG-I-like receptor

RTK : Recepteur tyrosine kinases

rtPCR : Reverse transcription polymerase chain reaction
SAE : Serious adverse event

SCCHN : Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck
SCLC : Small cell lung cancer - Cancer du poumon a petites cellules

SD : Stable disease - Maladie stable
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SITC : Society for Immunotherapy of Cancer
SOS : Son of Sevenless

SSX-2 : Synovial sarcoma X breakpoint 2
STING : Stimulator of interferon genes

TAA : Tumor Associated Antigen

TCID : Tissue culture infective dose

TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3
TLR : Toll-like receptors

TNBC : Triple negative breast cancer

TNF : Tumor necrosis factor

TTF : TTF : Time to Treatment Failure
T-VEC : Talimogene laherparepvec

VEGF : Vascular endothelial growth factor
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Avant Propos

Le manuscrit constituant les pages suivantes est une image de 1’exploration actuelle
d’une approche thérapeutique émergente depuis le début des années 2000. Ce contenu n’est
cependant pas exhaustif, du fait du nombre important d’essais actuellement en cours de
réalisation. Il illustre cependant les avancées majeures réalisées dans ce domaine qui ont été
publiées. La base de données utilisée pour ce travail est constituée a partir des mots-clés : «
intratumoral » « intratumoral injection » « intratumoral immunotherapy » et « oncolytic
virus » utilisés dans PubMed, ainsi que sur le site clinicaltrials.gov recensant I’intégralité des
essais cliniques. Ces recherches s’étendent de novembre 2020 a avril 2021. Les résultats

publiés apres cette date n’y figureront pas, et notamment ceux présentés a I’ASCO 2021.
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Introduction

Le cancer est la deuxiéme cause de décés dans le monde avec environ 10 millions de
morts, soit approximativement un déces sur six, chaque année. En France, il fait ’objet de
pres de 355 000 diagnostics et provoque chaque année pres de 150 000 déces. Les données
d’épidémiologie rapportées par Santé publique France indiquent une incidence de 382 000 cas
en 2018 en France, dont 54% chez I’homme adulte. Chez ’homme, le cancer de la prostate
reste le plus fréquent, suivi des cancers pulmonaire et colorectal. Chez la femme, le cancer du
sein est le plus répandu, suivi des cancers colorectal et pulmonaire (1). Cette maladie reste
donc, en 2021, un enjeu de santé publique majeur qui s’est traduit par I’instauration du 4° plan
cancer par le président de la République Emmanuel Macron, le 4 février dernier. Avec un
investissement sur 5 ans de 1,7 milliard d’euros, soit 20% supplémentaires par rapport au

précédent, il illustre I’importance actuelle de cette prise en charge (2).

La mise au point en 1909 de I’arsphénamine, un dérivé de 1’arsenic utilisé durant la premicre
moiti¢ du 20°¢ siecle pour traiter la trypanosomiase et la syphilis, est considéré comme le
premier agent de chimiothérapie moderne. Il représente une étape essentielle dans le
développement des médicaments de synthése, faisant de Paul Ehrlich (1854-1915), son
inventeur, le « pére de la chimiothérapie ». Depuis, la chimiothérapie constitue toujours le

traitement de référence pour un large panel de cancers.

En 2000, I’autorisation d’utilisation du trastuzumab dans les cancers du sein HER2 positifs
marque un tournant dans la prise en charge des patients, avec désormais cette capacité a
bloquer des mécanismes dysfonctionnels essentiels au développement et a la survie des
cellules tumorales. La recherche de I’expression de ces marqueurs moléculaires constitue
depuis une étape fondamentale dans le choix de la stratégie thérapeutique. Plus récemment, en

2011, P’arrivée d’une nouvelle classe thérapeutique va bouleverser la prise en charge de
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nombreux cancers. L’ipilimumab est le premier agent d’immunothérapie a obtenir I’AMM
pour la prise en charge des mélanomes avancés en 2°¢ ligne. Il sera suivi notamment par le
nivolumab et le pembrolizumab, qui possedent depuis de nombreuses indications en
oncologie. Entre-temps, I’année 2003 marquait le début du premier essai clinique utilisant une
nouvelle technique d’administration: la voie intratumorale. Cette approche a pour but
d’administrer un virus oncolytique destiné a provoquer la lyse tumorale et déclencher une
réponse immunitaire, au sein du microenvironnement tumoral. Cet essai a constitu¢ la

premiere exploration clinique de I’immunothérapie intratumorale (3).

Page 16 sur 131



1. Le concept de 'immunothérapie intratumorale

1.1. L’oncogenese

Le cancer est la multiplication anarchique de cellules anormales, dites malignes, dans le
corps. Ces cellules échappent aux mécanismes de surveillance mis en place par le systéme
immunitaire de 1’hote, originellement destinés a réguler leurs mécanismes de différenciation
et leur multiplication. Elles vont alors envahir la zone située autour, créer des nouveaux
vaisseaux sanguins et migrer via les ganglions vers d’autres zones pour former des
métastases.

L’origine de la formation d’une tumeur, appelé oncogenése provient d’une ou d’un groupe de
cellules, selon qu’il s’agit d’une tumeur mono ou polyclonale, qui va réussir a se diviser tout
en échappant a la régulation immunitaire. Cette croissance incontrolée est le résultat de
réarrangements métaboliques complexes intracellulaires et conduit a la modification des voies
métaboliques et signalétiques. Ces voies impliquent des processus biosynthétiques qui vont
favoriser la prolifération cellulaire, comme la synthése nucléotidique et la production
d’énergie (4). L’oncogenese est divisée en 3 parties: I’initiation, la promotion et la
progression, dont la finalité va étre le développement tumoral au sein de I’hote.

L’initiation est 1’acquisition de propriétés malignes par les cellules, résultat de plusieurs
mutations. Ces mutations sont, dans la majorité des cas, soit repérées et détruites par le
systéme immunitaire, soit non-viables pour la cellule. Lorsque la cellule arrive a survivre, elle
rentre dans un stade quiescent et ne va pas proliférer immédiatement, on la qualifie alors de
cellule initiée.

Lors de la seconde étape, la cellule va commencer a se diviser, c’est la promotion. Cette étape
est le résultat de mutations successives dans le génome cellulaire lequel va produire, soit un
amas de cellules contenant les mémes mutations pour une tumeur monoclonale (5), soit des
mutations différentes pour une tumeur polyclonale (6). La prolifération est la derniere étape

qui va consister en une multiplication rapide de ces clones (Figure 1) (7).
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Figure 1 : Illustration de 1’évolution de clones présentant un potentiel malin et leurs diversification
pour atteindre une population tumorale.

En 2000 Hanahan D et al. explicitaient les sept caractéristiques communes présentes chez les
cellules cancéreuses : 1’autosuffisance en signaux de croissance, I’insensibilité aux signaux
inhibiteurs de croissance, I’échappement a 1’apoptose, un potentiel de réplication illimité, le
maintien de I’angiogénése, I’évasion tissulaire et la capacité de métastases (8). Quelques
années plus tard, ce méme groupe de chercheurs étendait ces caractéristiques a huit avec
I’échappement a I’immuno-surveillance, qui constituera le concept sur lequel est basée

I’immunothérapie (9).

1.2. Immuno-surveillance et immunothérapie

Cette faculté a reconnaitre les antigénes tumoraux est appelée immuno-surveillance.
Elle repose sur la capacité du systéme immunitaire a identifier les précurseurs malins et, dans
la majorité des cas, a les détruire. Ce concept a été formulé par Paul Ehrlich (1854-1915) pour
la premiere fois en 1909. Paul Ehrilch décrivit qu’en présence d’une fréquence trop
importante de carcinomes, ceux-ci pouvaient étre arrétés par le systéme immunitaire (10). En
1957, ce concept est repris par Macfarlane Burnet (1899-1985) et Lewis Thomas (1913-1993)
auquel ils ajoutent I’implication des lymphocytes comme sentinelles. Leur role consiste a
reconnaitre et empécher le développement des cellules dont les modifications peuvent amener

au développement de tumeurs (11).
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1.2.1. Les trois « E » de I’édition immunitaire

Deux phénomenes sont impliqués dans cette inhibition de la surveillance immunitaire :
I’immuno-sélection et I’immuno-subversion.
L’immuno-sélection est la capacité du systéme immunitaire a sélectionner des cellules
immunitaires peu différenciées et par extension inaptes a jouer leur role dans le maintien de
I’immunité.
L’immuno-subversion, quant a elle, est la suppression active de la réponse immunitaire au
sein de I’environnement tumoral. On retrouve, par exemple, la dégradation du tryptophane par
I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui est produite de manicre constitutive par les cellules
tumorales, en kynurenine qui vont promouvoir le rejet immuno-médié des cellules
cancereuses (12).
L’échappement a la surveillance immunitaire se déroule en trois étapes. La premicre,
I’¢limination, correspond a une immuno-surveillance fonctionnelle. Les différentes cellules du
systtme immunitaire éliminent les composants présentant des modifications génétiques
spontanées. La seconde, I’équilibre, consiste a sélectionner parmi 1’hétérogénéité maligne un
variant tumoral capable de résister au systéme immunitaire ; cette phase se déroulant sur
plusieurs années. L’évasion, troisiéme étape du processus, advient lorsque le variant, promu

lors de 1’équilibre, prolifére de maniére incontrdlée (13).

1.2.2. L'immunothérapie

C’est donc dans le but de lever cette inhibition du systéme immunitaire qu’a été initiée
une nouvelle stratégie thérapeutique: ne plus tenter de détruire les cellules tumorales
directement mais former le systéme immunitaire a les identifier et a les détruire. La nouvelle
cible sont désormais les molécules jouant un role dans 1’activation du systéme immunitaire,
afin d’inverser ’immunotolérance induite par la tumeur et permettre une réponse immune
anticancéreuses (14).

Depuis juillet 2011, ’AMM du premier anticorps immuno-stimulant, I’ipilimumab, a
confirmé ce changement de paradigme en ajoutant a I’accumulation d’anomalies génétiques
de la cellule tumorale la tolérance du systeme immunitaire de 1’hote, face au développement

de ces cellules.
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Les immunes checkpoint inhibiteurs (CPIs) se sont depuis imposés comme traitements de
référence. Ce sont des anticorps monoclonaux dirigés contre le programmed death receptor 1
(PD-1), le programmed death ligand 1 (PD-L1) ou le cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4 (CTLA-4). Ces cibles sont des points-clés de I’activation des lymphocytes T, afin de
déclencher une réponse immunitaire antitumorale. L’activation des lymphocytes T est un
procédé hautement régulé. Pour initier leur activation, leur prolifération et leur activité
antitumorale, les lymphocytes T ont besoin de deux signaux distincts. Le premier est la
reconnaissance d’un antigéne tumoral via une CPA, appelé amorcage. Le second consiste
dans la réception de signaux de co-stimulation, comme les cytokines, afin de renforcer cette
réponse. C’est au niveau du second signal que les anti-CTLA-4 vont agir. En effet, suite a la
reconnaissance d’un antigéne tumoral, la présence de la voie de signalisation impliquant les
CTLA-4 va permettre d’inhiber cette co-stimulation. C’est un mécanisme naturel qui va étre
surexploit¢ par les cellules tumorales. Les anti-CTLA-4 vont bloquer cette voie de
signalisation et permettre cette co-stimulation nécessaire a une réponse antitumorale renforcée
(Figure 2 A). Le récepteur PD-1 est présent directement sur les lymphocytes T. Dans le
micro-environnement tumoral, les ligands de ces récepteurs (PD-L1 et PD-L2), vont étre
exprimés. Leur liaison avec leur récepteur va inhiber la prolifération lymphocytaire T et
diminuer la production de cytokines inflammatoires nécessaire au recrutement des autres
effecteurs immunitaires. Les anti-PD-1/PD-L1 vont bloquer cette interaction et permettre
I’initiation de la réponse immunitaire (Figure 2 B). Ces anticorps ont permis d’améliorer la

prise en charge des patients présentant un large panel de cancers (15-17).
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Figure 2 : Mécanismes d’action des CPIs. (A) Blocage de la liaison entre CTLA-4 et B7 par I’anti-
CTLA-4. (B) Blocage des liaisons PD-1/PD-L1 et PD-L2 par les anti-PD-1/PD-L1.

1.3. La modalité intratumorale

Malgré les progres évidents apportés par les CPls, ceux-ci sont cependant limités par
plusieurs parametres. On peut citer notamment la faible proportion de patients qui arrivent a
une réponse objective, ou encore les effets indésirables immuno-médiés systémiques, surtout
lors de leur utilisation en combinaison. Il y a également leur colt, ainsi que les phénomenes
de résistance immunitaire observés méme apres une réponse initiale. Tous ces facteurs ont
encouragés 1’exploration de nouvelles modalités d’administration.

L’immunothérapie intratumorale que nous définirons succinctement comme 1’injection directe
d’agents immunostimulants au sein de la tumeur elle-méme, s’est présentée comme une
alternative potentiellement supérieure, notamment au niveau de 1’amorcage de la réponse
immunitaire (18). De plus, ce type d’administration pourrait réduire 1’exposition systémique
et donc les toxicités « off-target » associées, tout en permettant 1’injection d’une dose
supérieure par rapport aux doses administrées de maniéres systémiques. Enfin, elle pourrait
permettre d’initier une réponse antitumorale plus forte au niveau des Iésions injectées et
potentiellement dans celles situées a distance (19,20). Pour finir, le support des données
précliniques oriente vers une possibilité de lever la résistance au CPIs en assurant ’amorcage

des LT et/ou leur action a I’intérieur du micro-environnement tumoral (21,22).
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Cependant, une limite a cette modalité thérapeutique s’impose d’ores et déja, a savoir la
nécessité que le patient présente une Iésion accessible, en vue de I’injection, soit
macroscopiquement, comme une lésion cutanée, soit via échographie pour certains ganglions,

ou par CT scanner pour les 1ésions hépatiques, par exemple.

1.4. Les agents de 'immunothérapie intratumorale

Parmi I’arsenal thérapeutique existant & ce jour, tout agent capable d’induire une
stimulation du systéeme immunitaire peut s’avérer un candidat potentiel pour la stratégie
d’immunothérapie intratumorale, appelée Human Intratumoral Immunotherapy (HIT-IT). Ces
candidats peuvent étre regroupés en neuf catégories, chacune ayant des mécanismes d’action

distincts (18).

1.4.1. Les agonistes des PRRs

Les patterns recognition receptors (PRRs) font partis des co-stimulateurs immunitaires
présents au niveau des cellules myéloides, comme les cellules dendritiques ou les
macrophages. Leur utilisation s’inscrit dans 1’optique de contrer les résistances primaires et
secondaires observées suite a 1’utilisation des CPIs, comme I’ipilimumab, le nivolumab, le
pembrolizumab ou [’atezolizumab. Les PRRs ont pour rdéle la détection des patterns
moléculaires associés aux pathogénes appelés PAMPS. Leur reconnaissance permet de
déclencher I’expression de geénes pro-inflammatoires et 1’activation des cellules du systéme
immunitaire. IlIs sont également capables de reconnaitre les patterns moléculaires associés aux
dommages endogenes, internes qui sont appelés DAMPs. L’apparition de DAMPs est
généralement corrélée a la nécrose ou le stress cellulaire. Ils jouent également un role dans la
réparation immuno-médiée. Les PRRs regroupent cinq familles: les Toll-like receptors
(TLRs), les RIG-I-like receptors (RLRs), les nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptors (NLRs), les C-type lectin receptors (CLRs) et les DNA sensors (23) (Figure 3).

Leur découverte et leur implication dans 1’activation des cellules du systéeme immunitaire inné
et acquis fut récompensée en 2011 par le Prix Nobel de médecine décerné a Jules Hoffman

(1941-) et Bruce Beutler (1957-).
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Dans la stratégie HIT-IT, les familles de PRRs ciblées sont les Toll-like receptors (TLRs), les
RIG-I-like receptors et les DNA sensors. Les TLRs sont des protéines transmembranaires
exprimés a la surface des cellules immunitaires ou des cellules impliquées dans la premiére
barriere de défense, comme les cellules épithéliales du tractus intestinal. Il en existe dix
(TLRI - TLR10) chez ’homme qui sont présents soit a la surface cellulaire, soit a I’intérieur
des endosomes, voire les deux. Elles fonctionnent comme homo ou hétéro-dimeéres et vont
déclencher une cascade de signalisations intracellulaires, suite a la reconnaissance d’un
PAMPs ou d’un DAMPs. Ce circuit va aboutir a la translocation de NF-xB et d’IRF3/7 dans
le noyau. Ces facteurs de transcription vont induire 1’expression de geénes impliqués dans la
survie et la prolifération cellulaire, ainsi que la production de cytokines inflammatoires et
d’interféron de type I (Figure 3). Les TLRs ont également la capacité, une fois activés via une
cellule présentatrice d’Ag, de favoriser cette production de cytokines inflammatoires. Les
lymphocytes T, quant a eux, ont la capacité d’agir comme co-stimulateurs et de favoriser leur
prolifération, leur survie et leur production de cytokines comme par exemple sur les LT CD8+
mémoire, ou ils peuvent contribuer a leur prolifération et le maintient de leur diversité. Ils
vont également contribuer a modifier les fonctions immunosuppressives des Treg CD4+
CD25+ (24). Concernant les lymphocytes B, ils vont participer a leur différenciation et leur
activation (25).

Enfin, depuis 2008 une étude avance la théorie de I’utilisation des TLRs par les cellules
tumorales et donc de leurs présence sur ces derni¢res, notamment pour les carcinomes
prostatiques, mammaires, les lymphomes et les neuroblastomes. Leur activation par les
cellules tumorales pourrait favoriser leur prolifération par la création d’un environnement pro-

inflammatoire, la néoangiogénése et la génération de métastases (23,26,27) (Figure 3).
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Figure 3 : Les voies de signalisation des TLRs contribuent a la progression tumorale au sein du micro-
environnement. Les DAMPs provenant des cellules cancéreuses nécrotiques activeraient les TLRS
exprimes, tant sur les cellules du systéme immunitaire que sur les cellules tumorales, générant la
production de cytokines qui vont inhiber le systéeme immunitaire.

Parmi les agonistes des TLRs utilisés dans la stratégie HIT-IT, on en retrouve quatre qui vont
étre agonistes du TLRY présent au niveau des endosomes. Ces agonistes synthétiques sont
présents sous la forme d’oligonucléotides et vont avoir une action au niveau de différents
¢léments du micro-environnement tumoral. Au moins quatre agonistes de TLR9 on fait 1’objet
de développements cliniques a ce jour.

Le Tilsotolimod (IMO-2125) et le SD-101 vont agir sur les cellules dendritiques
plasmacytoides, en les activant pour qu’elles deviennent des cellules présentatrice d’Ag, tout
en induisant une réponse antitumorale médiée par les LT-CD8+ (28,29).

Le Cavrotolimod (AST-008) est un amas d’oligonucléotides qui posséde une structure
sphérique. Cette configuration améliorerait la pénétration cellulaire, par rapport aux
oligonucléotides linéaires, ce qui pourrait jouer un role important pour son efficacité. L’action

du Cavrotolimod va étre d’augmenter les taux circulants de cytokines Th-1 dans le but de
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déclencher une réponse immuno-médiée antitumorale, et de recruter les LT et NK circulants
(30).

Le CMP-001 va générer un environnement riche en interféron via les cellules dendritiques
plasmacytoides associées a la tumeur, et favoriser une réponse antitumorale des LT CD8+.
Une différence avec les autres agonistes du TLR9 est que le CMP-001 contient une particule
virale-like, qui va protéger I’agoniste synthétique du TLR9 (31).

Les RLRs sont présents au niveau du cytosol et vont détecter les ARNs doubles brins
d’origine virale ou endogénes. Leur activation déclenche, via le domaine CARD, pour
Caspases Activation and Recruitment Domaine, et, comme pour les TLRs, entraine la
translocation de NF-kB et d’IRF3/7 dans le noyau. Ce qui va induire ’expression de génes
impliqués dans la survie et la prolifération cellulaire, ainsi que la production de cytokines
inflammatoires et d’interféron de type I (Figure 4).

Trois groupes ont été identifiés : le retinoic acid-inducible gene I (RIG-I), le melanoma
differenciation-associated gene 5 (MDA-5) et le laboratory of genetics and physiology 2
(LGP2) (23). Les RLRs sont exprimés a la surface des cellules tumorales et présentent des
propriétés antitumorales. RIG-1, pour exemple, déclenche un signal suite a son activation qui
va entrainer I’apoptose mitochondriale via les caspases-9 et Apaf-1 et ce, indépendamment de
p53 (32). L’activation du récepteur RIG-1 peut également inhiber les propriétés
immunosuppressives du micro-environnement tumoral, via la production d’IL-12 et d’INFy
(19). Au moins un agoniste de RIG-1 a été utilisé dans la stratégie intratumorale : le MK-4621
(RGT100) (33).

Une autre stratégie va étre utilisée via I’administration, directement dans le foyer tumoral de
spores de la bactérie Clostridium novyi-NT (Non-Toxic), afin de générer une réponse via les
PAMPs présenté ci-dessus. Les spores vont se répliquer dans les régions tumorales
hypoxiques, déclenchant ainsi une réponse inflammatoire et la lyse des cellules tumorales
infectées (34).

Les DNA sensors représentent la troisieme catégorie de cibles au sein de la stratégie HIT-IT.
Le mécanisme repose sur la reconnaissance de ’ADN cytosolique étranger par une protéine
transmembranaire du réticulum endoplasmique appelée stimulator of IFN genes (STING).
L’ADN cytosolique va se lier a la cGAMP synthase (cGAS) qui va catalyser la production de
GMP-AMP (cGAMP). L’activation de STING va donc étre déclenchée par la liaison avec
cGAMP. Cette activation induit I’activation des facteurs de transcription, tels qu’IRF3 et
NF«B, conduisant a la production d’INF-f, de cytokines pro inflammatoires et I’activation

des lymphocytes T CD8+, qui vont étre dirigés contre les cellules tumorales présentant I’ADN
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cytosolique a I’origine de cette cascade d’activation (23,35-37) (Figure 4). Parmi les deux
dinucléotides cycliques (CDNs) en cours d’étude, les résultats de la combinaison de I’ADU-
S100 avec le pembrolizumab ou I’ipilimumab (38) sont en attente de publication. Le MK-
1454 fut, quant a lui, évalué¢ en combinaison avec le pembrolizumab, dans un essai first-in-

human (FIH) (39).

Compte tenu de leurs mécanismes d’action et de la composition du microenvironnement
tumoral, la possibilité de les rendre présents au plus proche du foyer tumoral est un réel atout.
Ce sont donc ces propriétés immuno-modulatrices qui ont conduit a leur développement dans
des essais cliniques de Phase I en premier lieu. On va donc les retrouver dans huit essais de
phases précoces, quatre essais de phase II et trois essais de phase III, qui seront détaillés

ultérieurement.

Figure 4 : Voies de signalisations des cinq familles de PRRs.
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1.4.2. Les virus oncolytiques et peptides

Les virus oncolytiques représentent une nouvelle approche thérapeutique dans la lutte
contre le cancer. Leur capacité¢ a se répliquer dans les cellules tumorales ou leur micro-
environnement, ainsi qu’a tuer ces mémes cellules, fait ’objet de nombreux essais cliniques
depuis les dernieres années. En effet, part leur propriétés antigéniques, les cellules
cancéreuses possedent la propriété d’éviter les mécanismes de détection immunitaire de
I’hote, via des DAMPs ou des PAMPs non-fonctionnels, ce qui les rend particuliérement
vulnérables aux infections virales (40). Le résultat de cette infection va dépendre de
nombreux facteurs, comme 1’interaction entre le virus et 1’hote ou la capacité du virus a se
répliquer une fois a I’'intérieur de la cellule de I’hote. La réponse antitumorale induite par ces
virus va donc reposer sur deux mécanismes connus a ce jour. Le premier va étre une lyse
cellulaire suite a la réplication du virus a I'intérieur de celle-ci. Le second repose sur une
réponse immunitaire de 1’hote dirigée contre la cellule infectée. Cependant un des
inconvénients de la réponse immuno-médiée de 1’hote peut étre 1’empéchement de la
propagation du virus dans d’autres cellules tumorales (41). Les oncovirus utilisés en
thérapeutiques ont été amélioré dans le but d’optimiser leur spécificité tumorale, leur sécurité,
leur potentiel oncolytique, leur immunogénicité qui est la capacité a provoquer une réponse
du systéme immunitaire (42—44).

On distingue deux catégories de virus, les virus a ADN et les virus @ ARN. Parmi les virus a
ADN, quatre ont été sélectionnés pour la recherche contre le cancer: 1’Adenovirus, le
Vaccina virus, I’Herpes virus et le Parvovirus H1 (Figure 5) (41). Cinq d’entre eux ont été
utilisés en HIT-IT, I’Herpes virus (T-Vec, HF-10, RP1), I’Adenovirus (DNX-2401, Ad.IL-12,
Adv.RSV-tk) et le Vaccinia virus (Pexa-Vec).

Les capacités d’intégration d’un transgene de 1’Herpes virus ont permis le développement du
T-Vec, capable de se répliquer sélectivement dans les cellules tumorales, de déclencher deux
actions : la premicre va étre locale, avec la lyse cellulaire et le relargage du GM-CSF, la
seconde va étre systémique, avec le recrutement de CPA par le GM-CSF qui vont présenter
les Ag issus de la cellule tumorale aux lymphocytes cytotoxiques CD8+, lesquels vont ainsi
pouvoir agir sur les cellules tumorales plus ¢loignées (45,46) (Annexe 1). L’HF-10, quant a
lui est un HSV-1 non-modifié (47). Comme la réplication des Herpes virus a lieu dans le
cytoplasme en plus du noyau, cela facilite leur utilisation, d’autant qu’ils posseédent une bonne

capacité d’intégration dans celui-ci. De plus, leur utilisation du récepteur HVEM, présent
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notamment sur les cellules du mélanome ainsi que sur les cellules hématopoiétiques, pourrait
justifier leur utilisation en hémato-oncologie ou dans le mélanome (48).

L’Adenovirus possede également une aptitude a se répliquer dans le noyau et le cytoplasme,
ainsi qu’une bonne intégration dans ce dernier. Le DNX a ¢ét¢ modifi¢ dans 1’optique d’étre
tumeur sélectif et d’améliorer sa réplication (49). Son récepteur d’entrée est le CAR, présent
dans de nombreux organes ainsi que sur les cellules tumorales (50). L’Ad.IL-12 utilise lui
I’adénovirus comme vecteur aux genes de I’interleukine-12. L’IL-12 possede plusieurs
propriétés antitumorales qui seront détaillées dans la partie dédiée aux Cytokines (51).

Enfin, ’Adv.RSV-tk a été construit pour exprimer le géne de la thymidine kinase du virus de
I’herpés qui, une fois exprimé, va rendre sensible la cellule au Ganciclovir (GCV) qui sera
administré au patient dans un second temps. Cette sensibilit¢ au GCV va se traduire par la
phosphorylation de celui-ci et déclencher la nécrose de la cellule (52,53).

Le Pexa-Vec créé a partir du Vaccinia virus trouve son avantage dans sa réplication, ayant
lieu dans le cytoplasme uniquement et ne nécessite donc pas d’intégration dans le noyau.
Cependant, 1’absence de connaissance établie de son récepteur cellulaire peut constituer une
limite. Il posséde les mémes propriétés oncolytique que le T-Vec via le GM-CSF qui va
activer les CPA une fois relargué de la cellule tumorale (54).

Un autre type de virus fut également utilisé, le Canarypox virus, issu de la méme famille que
le Vaccinia, virus pour constituer ’ALVAC. 1l sert de vecteur a 1’administration de deux
stimulateurs immunitaires : I’IL-12 et la molécule B7.1 (55). La molécule B7.1 est nécessaire
a Dinitiation de la cascade immunitaire antitumorale, car présente sur les cellules
présentatrices d’antigénes. Sa liaison avec les récepteurs CD-28 et CTLA-4 est essentielle a

I’activation et a la régulation de I’immunité par les LT (56).
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Figure 5 : Propriétés des différents virus a ARN utilisés en thérapeutique

Pour les virus & ARN, sept ont été utilisés parmi les différentes stratégies thérapeutiques ; le
Reovirus, le Coxsackievirus, le Seneca Valley virus, le Poliovirus, le Measles virus, le
Newcastle disease virus et le Vesicular stomatitis virus (Figure 6) (41). Deux on été retenus
pour une utilisation en HIT-IT : le Reovirus (Respiratory entericorphan) et le Coxsackievirus
(CVA21).

Le Reovirus Respiratory entericorphan, sous la forme d’un ARN double brin, est un virus
présent dans le tractus gastro-intestinal et pulmonaire présent chez I’homme, qui se réplique
dans le cytoplasme. Plusieurs études pré-cliniques ont démontrées sa capacité a induire une
lyse des cellules tumorales tout en épargnant les cellules saines. Ce mécanisme serait possible
par I’utilisation de la voie de signalisation Ras des cellules tumorales (57,58).

Le CVAZ2I, un Coxsackievirus, est présent sous la forme d’un ARN simple brin. 11 utilise les
récepteurs ICAM-1 pour rentrer dans la cellule afin de s’y répliquer. Le fait que ces
récepteurs soient surexprimés chez les cellules tumorales et notamment au niveau des
métastases en a fait un argument pour sa sélection dans la stratégie thérapeutique

anticancéreuse (59,60).
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Figure 6 : Propriétés des différents virus a ARN utilisés en thérapeutique

1.4.3. Anticorps dirigés contre les immune checkpoints inhibiteurs

Dans cette catégorie, vont &tre présent les agonistes capables d’interagir avec les
membres de la super famille des récepteurs TNF tels que le CD40, ’0X40 ou le 4-1BB. Vont
étre également représentés les immune checkpoints inhibiteurs (CPI), tels que les anti-PD-
1/PDL-1. Le but va étre de promouvoir une activité antitumorale, soit directe via les
lymphocytes, en favorisant la présentation d’antigeénes soit indirecte en levant I’inhibition
générée par les lymphocytes T régulateurs dans le microenvironnement tumoral (61,62).

Un agoniste du CD40, I’ADC-1013 fut un des candidats testés dans un essai clinique de Phase
1 (63) pour lequel il a été injecté sous la forme d’un anticorps humain IgG1. Les effets générés
seront sur trois niveaux. En premier lieu, il favorise la présentation d’antigénes par les CPA
en se fixant sur le récepteur CD40 présent notamment sur les cellules dendritiques. Cette
fixation active les CPA, ce qui potentialise I’activité des LT ayant été présenté a I’Ag tumoral.
De plus, ’activation via le CD40 des macrophages permettrait de les diriger contre la tumeur
(64). Enfin, il pourrait avoir un réle cytotoxique direct sur les cellules tumorales via une
cytotoxicit¢ médiée par les anticorps (ADCC), via le complément (CMC) ou par mort

cellulaire programmée (PCD) (Figure 7) (65,66).
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Figure 7 : mécanismes d’action potentiels du I’anticorps agoniste du CD40.

1.4.4. Les cellules du systeme immunitaire

Une des autres stratégies du HIT-IT repose sur 1’utilisation de cellules du systéme
immunitaire injectées directement in situ. Trois catégories se sont illustrées dans des essais
cliniques intratumoraux : les CAR T Cells, les cellules dendritiques prélevées chez I’hote et
réinjectées apres modification, et un vaccin tumoral autologue.

Les CAR T Cells sont des lymphocytes T modifiés pour cibler spécifiquement la tumeur. Le
processus de fabrication a lieu en trois étapes (Figure 8). La premicre, la sélection, consiste en
une leucaphéreése ou les globules blancs du patient vont étre séparés du sang par aphérese, les
cellules my¢éloides (monocytes, granulocytes) sont ensuite séparées (elutriation) et les
lymphocytes T sélectionnés. Les transgenes d’intérét sont ensuite ajoutés par transduction
dans la deuxiéme phase, I’expansion. La phase « harvest» est la derniére des trois. Elle
consiste a récupérer et formuler les lymphocytes modifiés en vue de I’administration au
patient. Une fois administrés, ils vont se lier aux récepteurs d’intérét et provoquer la lyse de la
cellule tumorale, suite a la reconnaissance de celle-ci par le systéme immunitaire (59). Les
CAR T Cells ont montré d’excellents résultats en onco-hématologie, notamment dans les
lymphomes, les leucémies et le myélome multiple. Les autorités les ont d’ailleurs approuvés
comme traitements de référence depuis aoit 2017, date d’approbation du Kymriah® pour la
leucémie aigué lymphoblastique (67). L’utilisation des CAR T Cells se trouve cependant

limitée contre les tumeurs solides, notamment en raison du micro-environnement tumoral
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entourant la cible (68). Son administration directement en intratumoral pourrait s’avérer étre
une stratégie intéressante. Suivant ce concept, le mRNA meso-CAR T fut développé. Il
possede la particularité d’étre dirigé contre la molécule de surface c-MET, présente dans pres

de la moitié des cancers du sein (69).

Figure 8 : Etapes principales du processus de fabrication d’un CAR T Cell.

La deuxiéme catégorie comprend les cellules dendritiques autologues. Le concept est
similaire a I’utilisation des virus oncolytiques décrit précédemment. Un géne d’intérét va étre
inséré dans les cellules dendritiques avant qu’elles ne soient réinjectées chez le patient. Un
essai clinique a utilisé cette technique en insérant le gene CCL21, via un adénovirus comme
vecteur pour créer I’Ad-CCL21-DC (70). Le géne CCL21 promeut I’activité immunitaire au
sein du micro-environnement tumoral en favorisant I’attraction et les interactions entre les
cellules dendritiques et les lymphocytes T (71). Son utilisation au sein de cellules dendritiques
injectées directement dans ce micro-environnement a présenté des résultats dans se sens, sur
des modéle murins, justifiant un essai clinique chez I’Homme qui sera décrit ultérieurement.

Sur le méme registre, une équipe a créée des CPA portant des récepteurs glycolipidiques a-
gal (72). Celui-ci se lie a I’anticorps anti-Gal, qui est 1’anticorps naturel le plus abondant dans
le corps humain. Sachant que les épitopes de 1’a-gal sont présents sur les cellules tumorales,
I’administration de CPA portant ces mémes épitopes serait un moyen de favoriser une

réaction immunitaire contre ces cellules (73).
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1.4.5. Les cytokines

Les cytokines sont de petites protéines qui, pour certaines, possédent un role dans la
réponse immunitaire. Elles regroupent les interférons, le GM-CSF, ainsi que I’'IL-2 ou I’IL-21
pour n’en citer que quelques-uns (74).

L’interleukine 12, mentionnée précédemment, posseéde plusieurs propriétés antitumorales
(Figure 9). Elle a la capacité d’agir directement sur des cellules du syst¢eme immunitaire, les
NK, le CD8+, les CD4+ et les cellules lymphoides du systéme immunitaire innée (ILCs) qui
vont avoir les mémes fonctions que les LT CD4+ helpers mais sans leur spécialisation
acquises apres différenciation (75). De cette interaction résulte I’augmentation de la sécrétion
d’INF-y qui va générer une action antitumorale. L’INF-y couplé a I’IL-12 va potentialiser
’action cytotoxique des NK et des LT CD8+, via la production de perforin et de granzyme et
¢galement du ligand Fas (Fasl). De plus 'INF-y va faciliter le recrutement de CPA qui vont,
au-dela de leur role de présentation, sécréter CXCL9 et CXL10, lesquels vont inhiber
I’angiogénese tumorale. Angiogénése qui sera également ralentie par la surpression de la
sécrétion de VEGF et de MMP-9 par ces mémes CPA. L’IL-12 stimulera également I’activité
de présentation des CPA dans les tissus lymphoides laquelle activera les lymphocytes
cytotoxiques pour une action antitumorale. La production de GM-CSF par les LT CD4+
Helper fait également suite & une stimulation par I’'IL-12, dont les effets ont été décris
précédemment (51). C’est donc dans I’optique de générer ces nombreux effets anti-tumoraux
qu'un recombinant humain de I'IL-12 (irIL-12) fut créé. Ses potentiels bénéfices, apres
injection directe dans le micro-environnement, tumoral furent testés dans la stratégie HIT-IT

(76).
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Figure 9 : Effets de la stimulation par IL-12 sur les cellules du microenvironnement tumoral et en
dehors.

1.4.6. Les modulateurs immuno-métaboliques

Les modulateurs immuno-métaboliques sont des composés ayant la capacité de
modifier les propriétés d’une cellule, comme la réparation de ’ADN, la voie de signalisation
des protéines Kinase, ou I’expression de genes. Le concept de pouvoir influer sur ces
régulateurs des fonctions cellulaires constitue une approche déja explorée. Les inhibiteurs des
tyrosines kinases (ITK) ont, par exemple, obtenus leur AMM en 2015.

Dans cette optique le DTO1, un ADN a signal interférent fut fabriqué (77). Aussi appelé
Dbait, cette catégorie d’agents a pour propriété de perturber les enzymes réparatrices de
I’ADN, suite a des dommages ou des anomalies présentes a ce niveau, en mimant une double
hélice d’ADN endommagée, de maniére a les dévier de leur cibles initiales (78). Suite aux
résistances des cellules tumorales a la radiothérapie, cette stratégie fut pourtant considérée
comme pouvant causer des dommages a I’ADN séveres et induire la mort cellulaire (79). Or,
afin de maintenir leur viabilité, les cellules tumorales se sont avérées capables de résoudre ce

probléme, en identifiant puis en réparant ces dommages, générant de ce fait une
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radiorésistance. Sachant que la radiothérapie constitue une modalité de traitement (seule ou en
combinaison) pour pres de la moitié des patients, 1’utilisation de I’ADN a signal interférent fut
considéré légitime (80).

Le Tigilanoltiglate (EBC-46), agit au niveau des protéines Kinase C (PKC) en les activant.
L’EBC-46 va agir sur certaines iso-enzymes des PKC ; les PKC-BI, -BII, -a et -y (81). Ces
iso-enzymes se sont avérées €tre inhibées par les cellules tumorales, contrairement a ce que
I’on pensait depuis les années 80. En effet, I’iso-enzyme PKC-a lorsqu’elle est peu exprimée
est associée a un mauvais pronostic dans la leucémie aigué¢ lymphoblastique a cellules T. Les
PKC-BI et -BII ont des niveaux plus bas dans les stades avancés et de hauts grades des cancers
de la vessie, contrairement aux stades précoces et de bas grades. Egalement, un taux faible de
PKC-BII est associé a un mauvais pronostic des cancers colorectaux. Les taux de PKC étant
corrélés a son activité, un taux diminué d’un ou plusieurs de ces iso-enzymes résulterait en
une diminution de ces taux. Amenant donc la théorie qu’une perte d’activité des PKC serait
associée au développement de perturbations prolifératives (82). Partant de ce postulat, leur
activation par le Tigilanoltiglate, directement administré en intratumorale, pourrait étre

intéressante.

1.4.7. Les séquences d’acides nucléiques codantes

Cette catégorie d’agents regroupe des composés dont la fonction va étre d’exprimer un
ligand ou une cytokine a partir d’une séquence d’acides nucléiques insérés dans un vecteur tel
qu’un plasmide.

De par les propriétés anticancéreuses de I’IL-12 décrites précédemment, on retrouve un ADN
circulant exprimant I’'IL-12, I’'IL-12 cDNA. Les deux régions codantes de 1’IL-12, la région
p35 et p40, furent amplifiées par PCR. L’ADN amplifié ainsi obtenu fut inséré dans le vecteur
pUC19. L’IL-12 ¢cDNA fut testé dans un essai clinique parmi une population de patients
présentant un mélanome (83).

Basé sur la méme technique de développement, le B-819 est un plasmide a ADN double brin,
capable d’exprimer la chalne A de la toxine de la diphtérie (DT-A), mais uniquement dans un
environnement spécifique. En effet, cette expression est dépendante du promoteur H19 qui est
¢galement inséré dans le plasmide (84). Le géne H19 est un geéne présent lors du stade
embryonnaire et est ensuite réprimé apres la naissance. Il est cependant de nouveau exprimé
dans certains types tumoraux tels que les carcinomes pulmonaires, ovariens ou

hépatocellulaires, ainsi que les cancers de la vessie. Le dénominateur commun de ces tumeurs
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malignes est qu’elles dérivent toutes de tissus embryonnaires qui exprimaient le géne H19
(85). Ces tumeurs malignes présentent donc le facteur de transcription du géne H19 qui va
permettre 1I’expression de la DT-A. Grace a cette stratégie, le B-819 devrait exprimer la toxine
uniquement dans les cellules tumorales (86,87). Ce composé a été testé sur une population de
patients présentant des cancers pancréatiques, au cours d’un essai qui sera détaillé
ultérieurement.

L’Epidermal growth factor receptor (EGFR) est un récepteur tyrosine kinase de la famille des
récepteurs HER, pour Human epidermal growth factor receptor, appartenant a la superfamille
des récepteurs tyrosine kinases (RTKs). Ces récepteurs sont activés par les ligands de la
famille des epidermal growth factor (EGF) (88). Une fois activés, ils déclenchent plusieurs
voies de signalisation, dont celles impliquant la phospholipase C (PLC) qui active la protéine
kinase C (PKC), aboutissant a la transcription de génes favorisant la prolifération. Egalement,
la voie impliquant les MAP kinase (MAPK), via les effecteurs SOS, RAS, RAF et MEK, va
aussi favoriser la prolifération. De plus, on retrouve également I’inhibition de BIM qui va
empécher 1’apoptose cellulaire. (Figure 10) (89,90). Dans le contexte tumoral, I’EGFR est
anormalement activé et ce via divers mécanismes comme son activation spontanée, sa
surexpression, ou la perte des mécanismes de régulation négatifs. Cette activation anormale
est retrouvée dans de nombreux cancers épithéliaux tels que les mélanomes, les cancers
pulmonaires ou ORL (91). La stratégie d’inhibition de ’EGFR a été explorée via les ITK,
comme le Gefinitib qui a obtenu I’AMM en 2009, dans le CNBPC localement avancé ou
métastatique avec mutations activatrices de I’EGFR-TK. On retrouve également des anticorps
comme le Cetuximab ayant obtenu ’AMM en 2006, dans le traitement des carcinomes
¢épidermoide localement avancé de la téte et du cou. Une autre stratégie consiste a utiliser un
EGFR antisens dont le but est I’inhibition de la production d’EFGR par la cellule engendrant
une diminution de la prolifération. Cette technique fut utilisée lors d’un essai clinique
¢valuant D’administration d’'un ADN antisens de I’EGFR : EGFR AS injecté par voie

intratumorale chez des patients présentant un cancer de la téte et du cou (92).
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Figure 10 : Les voies de signalisation de I’EGFR et leur role dans la transcription, la synthése de
protéines, prolifération ainsi que I’inhibition de I’apoptose.

1.5. La combinaison avec les CPIs

Depuis plusieurs années, les avancées en matiere de traitement des checkpoint inhibitors
(CPIs) leur ont permis de devenir les références standard dans de nombreuses formes de
cancers. Cela a commencé en 2011 avec I’approbation de I’ipilimumab (anti-CTLA4) dans le
mélanome de stade avancé et il a depuis été rejoins par les anti-PD-1: le nivolumab, le
pembrolizumab et le cemiplimab, ainsi que les anti-PD-L1 : I’avelumab, I’atezolizumab et le
durvalumab. Ces sept anticorps monoclonaux ont permit d’améliorer considérablement la
prise en charge et la survie des patients. Ils sont approuvés en France dans le traitement de
nombreux cancers. Dans certains cas ils sont cependant limités par les mécanismes de
résistance mis en place par la tumeur qui va continuer a échapper au systéme immunitaire et
donc entrainer I’absence de réponse, malgré la stimulation du systéme immunitaire par les
CPIs. La possibilit¢ de pouvoir administrer directement au sein de la tumeur un agent
stimulant le systéeme immunitaire, que ce soit par le recrutement de macrophages, la
stimulation de la présentation d’Ag ou d’autres mécanismes parmi ceux décrits

précédemment, souléve la possibilité d’une action synergétique avec 1’utilisation de CPIs par
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voie systémique (23,93). En effet, il s’agirait de créer, d’une part, une levée d’inhibition par
les CPIs en agissant sur les Treg et de générer une stimulation immunitaire au sein méme du
micro-environnement tumoral, d’autre part (Figure 11).

Cette stratégie fut retenue dans plusieurs essais qui combinerent notamment un oncovirus, le
T-Vec, avec le pembrolizumab dans les carcinomes de la téte et du cou (94) ou avec
I’ipilimumab dans le mélanome (95). Un agoniste du TLRO, le SD-101, fut également associé

au pembrolizumab dans le mélanome (29).

Figure 11 : Combinaisons de thérapies immuno-modulatrices pour surmonter les mécanismes de
résistances tumoraux et induire une réponse immunitaire anticancéreuse.
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2. Essais cliniques

2.1. Essais de Phases Précoces

Les essais de Phases Précoces (FIH, Phase I, Ia, Ib, I/II) ont deux objectifs principaux ;
le premier va étre la sireté de I’Investigational Product (IP). Elle va étre évaluée en utilisant
une augmentation de la dose administrée graduelle appelée « escalade de dose », la premicre
dose étant extrapolée des résultats précliniques réalisés sur les animaux. L’escalade de dose
repose, dans la plupart des cas, sur le schéma dit « 3+3 » qui consiste a inclure trois patients a
une dose identique et d’évaluer la toxicité de cette dose. Cette évaluation se fait lors d’une
fenétre de temps qui correspond généralement au premier cycle de traitement (28 jours). En
I’absence de toxicité significative chez les trois patients, la dose suivante peut alors étre
explorée avec l’inclusion de trois nouveaux patients et ainsi de suite, jusqu’a la dose
maximale prévue par le protocole. Cependant, si lors de ce laps de temps, au moins un des
trois patients présente une toxicité sévere, c'est-a-dire de grade 3 ou plus, ou une toxicité
spécifique mentionnée dans le protocole de 1’étude, celle-ci est qualifiée de Dose Limiting
Toxicity (DLT). La présence d’une DLT va voir I’inclusion de trois nouveaux patients au
meéme niveau de dose afin de vérifier la toxicité de la dose. Deux cas se présentent alors : dans
le premier cas, il n’y a pas de DLT parmi les trois nouveaux patients et 1’escalade peut alors
reprendre. Dans le second, cela entraine une désescalade de dose, autrement dit un retour a la
dose inférieure avec 1’inclusion de trois nouveaux patients (Figure 12). Si aucune DLT n’est
constatée a la dose inférieure, celle-ci devient alors la Maximal Tolerated Dose (MTD) et
servira de Recommended Phase 2 Dose (R2PD) pour la phase suivante du développement
clinique de I’IP : la Phase II (96).

Le second objectif est I’exploration de la faisabilité d’utilisation de I’IP. On entend par la que
d’un point de vue pharmacocinétique, I’IP va é&tre absorbée, distribuée, métabolisée et
excrétée par I’organisme humain, tout en ayant la possibilit¢ d’obtenir 1’action escomptée.
L’exploration de cet objectif va se faire grace a des prélévements sanguins et des biopsies

réalisés a des points clés, avant et aprés I’administration du traitement.
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i = patient with DLT observed Dose Level 3 | Dose LC-—VCI 3
1. Enroll three patients at a dose level. If none of

Dose Level 2 Dose Level 2 the first three patients have a DLT, enroll three
patients at the next dose level.

i 2. If one of the three patients has a DLT, enroll

three more patients in the same dose level and
observer for DLTs. If none of the three additional
patients have a DLT, enroll three more patients at

the next dose level.
Dose Level |

L

Repeat step 2 until two or more patients out of
six have a DLT, indicating the dose level is too
toxic. The previous dose level is considered
the MTD.

Figure 12 : Schéma du design en « 3+3 » des essais cliniques de Phases Précoces en oncologie.

2.1.1. Essais First-in-Human

La littérature cite cinq essais cliniques de phase précoce, ils représentent des
administrations qualifiées de First-in-Human (FIH).
Le premier essai clinique a été réalisé¢ entre avril 2015 et décembre 2016. L agent a I’étude est
un anticorps agoniste du CD40: ADC-1013. Il rentre dans la catégorie des immuno-
modulateurs métaboliques.
L’essai a porté sur 23 patients présentant un cancer a tumeurs solides de stade IV. Une
escalade de dose en 3+3 a été réalisée avec quatre niveaux de doses : 22,5, 75, 200, et 400
ng/Kg pour la cohorte IT avec 4 injections a 2 semaines d’intervalle. La cohorte IV comprend
un seul palier de dose a 75ug/kg toutes les 2 semaines. Au total 18 patients ont recu un
traitement par voie locale contre 5 par voie générale. L’administration par voie locale a eu
lieu au niveau hépatique pour 12 d’entre eux, ganglionnaire pour 5 et sous-cutané pour 1.
Le profil des patients est de 62 ans d’age médian pour le groupe IT contre 60 pour le groupe
IV, avec un nombre de lignes thérapeutique antérieures allant de 1 a 3.
Au premier palier de dose de la cohorte IT (22,5 mg/kg), 3 patients (1 mélanome, 2 RCC) ont
été traités et aucun n’a présenté de DLT. 4 patients ont été¢ enr0lés au second palier de
75ng/kg. Ils présentaient tous les 3 des adénocarcinomes : 1 ovarien, 1 pulmonaire et 1 du
colon ainsi que 1 SCLC. Aucune toxicité supérieure a un grade 2 n’a été constatée. Le palier 3
a 200 ng/kg a regroupé 3 patients atteints d’'un RCC. Une premicre toxicité de grade 3,
frissons, a été rapportée mais ne constitue pas une DLT. Cela a permis d’accéder au palier 4 a

400 pg/kg avec 8 patients présentant les pathologies suivantes : 2 RCC, 3 adénocarcinomes
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du colon, 1 adénocarcinome du rectum, 1 cholangiocarcinome, 1 mélanome, et 1 cancer du
sein. 4 toxicités de grade 3 ont été observées : hypotension, tremblements, douleur
abdominale et cholécystite (Figure 13). Les deux derniéres toxicités mentionnées ont été
catégorisées en tant que DLT, car induites par I’injection d’ADC-1013 faisant de 400pg/kg la
MTD et 200 pg/kg la RP2D.

L’évaluation de la réponse au traitement s’effectue 8 semaines apres la premiére injection via
un CT scan. Parmi toutes les réponses observées, 2 patients (n°15 et n°24) ont présenté une
réponse stable (SD per RECIST 1.1 et irSD per irRECIST).

Le patient n°15 a pu recevoir 9 injections au-dela de 200ug/kg, 2 a la dose 400pug/kg et 7 a
900png/kg comme prévu par le protocole. Montrant ainsi la capacité de la voie IT a administrer
des doses bien supérieures a celle données par voie IV (75ug/kg pour rappel).

Il est a noter également que la profondeur des Iésions injectées et leur vascularisation a son
importance sur la tolérance a I’'IP a 1’étude ici, ainsi que pour le potentiel d’escalade de la
dose injectée. Pour ce qui est de la tolérance, les patients (n°1, 5, 7, 15, 23 et 24) présentant
un site d’injection superficiel (ici ganglionnaire ou métastasique sous-cutanées) n’ont pas
présentés de SAE ni de DLT, a l'instar des patients n°9, 11, 14 et 16, comme décrits
précédemment. De plus, les patients présentant des sites d’injection hépatiques ont tous
rapporté des effets indésirables associ¢ au relargage de cytokines se manifestant via les
symptomes : frissons, syndrome grippal, vomissements, nausées, tachycardie, et hypotension

contrairement a ’autre groupe (63).

Figure 13 : Récapitulatif des effets indésirables de grade >3 reliés a I’ADC-1013.
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Un second essai FIH et First-in-Class, publié en 2016, explore la safety d’un inhibiteur
de la réparation de ’ADN, le DTO1, en combinaison avec la radiothérapie chez les patients
atteints d’un mélanome a métastases cutanées. Il rentre dans la stratégie utilisant des
séquences d’acides nucléiques codantes.

Un total de 23 patients ont participés a 5 paliers de doses ; 16, 32, 48, 64 et 96mg, en schéma
d’escalade 3+3. Le protocole de traitement correspondait a 3 injections de DTO1, 1 jour sur 2
par semaine pendant 2 semaines avec une dose totale de 30Gy en 10 fractions dans les 3 a Sh
suivant I’injection intra tumorale.

Aucune DLT ne fut observée durant 1’essai, et ce, quel que soit le palier de dose. Seuls des
effets indésirables de grade 1 et 2, reliés au DTOI, ont été rapportés : douleur au site
d’injection et érythémes cutanés chez respectivement 52 et 30% des patients.

Au niveau de ’efficacité, 21 patients ont été évaluables, avec un ORR de 67% : 5% de CR,
62% de PR. Toutes les 1ésions cibles ayant été irradiées, on ne peut cependant pas conclure
sur la réponse DTO1 induite seule dans cet essai.

Les auteurs de I’essai ont également mesuré le passage systémique du DTO1 en comparant les
Cmax chez les patients ayant re¢u une administration IT et chez ceux ayant recu une
administration IT et péri-tumoral (PT). Une augmentation de la concentration plasmatique en
DTO1 supérieure de 40% a été constatée lorsque I’administration se fait en IT + PT, comparé
a une administration PT seule. Il est également a noter que les écarts de données PK sont plus
larges chez les patients IT+PT comparés aux données des patients PT seules. Ceci souligne la
corrélation entre la différence de vascularisation tumorale et le passage au niveau systémique
(Figure 14).

Une concordance entre le pourcentage d’évolution de la Iésion et ’AUC a méme été établie.
En effet une meilleure réponse, a savoir la diminution de la taille de la tumeur, a été constaté

chez les patients de cette étude ayant une AUC supérieure (P=0.049) (77).
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Figure 14 : Concentration plasmatique moyenne de DTO01 sur 24h aprés une administration unique.
(A) Concentration plasmatiques des patients en escalade de dose. (B) Moyennes de concentration des
5 patients traités en IT + IP versus moyenne des 6 patients traités seulement en PT.

Un troisieme essai en FIH, moins récent mais publié¢ dans I’ASCO Journal en 2009,
¢tudiait la streté de I'administration IT d’un epidermal growth factor antisens : 'TEGFR AS. Il
s’inscrit dans la catégorie encoding nucleic acid sequences.

Le schéma d’administration comprenait 6 niveaux de doses, avec 100% d’augmentation entre
chaque palier, au sein desquels 3 patients étaient inclus. Un total de 17 patients a été évalué
sur les 20 inclus. Ils présentaient tous un carcinome a cellules squameuse de la téte et du cou
dont la réponse fit évaluée par modified RECIST. Deux biopsies ont également été réalisées,
une avant la premicre injection et la seconde 6 semaines post-traitement. Une seule 1ésion
ciblée était sélectionnée chez les 17 patients évaluables. La safety fait état d’aucune DLT ni
d’AEs de grade 3 ou 4 chez les sujets. Seuls 3 AEs de grade 1 reliés au traitement furent
¢tablis : 2 douleurs au site d’injection et 1 cedéme local.

Sept patients sur 17 ont présentés une réponse au traitement, se traduisant par : 2 SD, 3PR et
2CR.

Pour approfondir les parametres potentiellement associés a ces réponses, plusieurs
combinaisons de résultats ont été explorées. Tout d’abord, une comparaison entre la taille
tumorale initiale et la réponse observée a montré que les Iésions de plus petite taille
présentaient une meilleure probabilité de réponse (P=0.0592). En revanche, elle ne semble pas
étre dose dépendante.

Au niveau de la pharmacodynamie, le taux d’expression d’EGFR a diminué chez 16 des 17

patients a la suite du traitement par EGFR AS (P=0.1771). De plus, une diminution
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importante du taux d’EGFR par rapport a la Baseline est associée aux réponses de type SD,

PR et CR pour I’échantillon de patients de cet essai (Figure 15) (92).

Figure 15 : Corrélation entre la taille de la Iésion initiale et la réponse a I’imagerie. (A) Probabilité
de réponse suivant la taille tumorale initiale. (B) Réponses observée chez les patients ayant recu
I’EGF AS par rapport a leur taux initiaux d’EGFR.

Le quatriéme essai First-in-Human, publi¢ en Octobre 2020, relate 1’utilisation de
spores de la bactérie Clostridium novyi-NT (Non-Toxic) chez des patients présentant des
tumeurs solides réfractaires aux traitements standards. Les auteurs ont exploré sa tolérance a
travers 6 paliers de doses allant de 1 x 10* a 3 x 10° spores. Le passage d’une dose a la
suivante s’est effectuée via le modele 3+3 et a vu le recrutement de 24 patients au total. La
DLT était définie comme tout AE de grade 3 portant sur 3 jours ou plus, ou tout AE de grade
4 de n’importe quelle durée mais attribué¢ au C. noyvi-NT. Une observation de 2 semaines
pour chaque premier patient de chaque cohorte était requise avant de pouvoir traiter le
suivant. Le schéma d’administration reposait sur une seule administration intratumorale avec
une évaluation par imagerie toutes les 8 semaines.

Trois patients ont présenté une DLT, définissant la MTD comme étant 1 x 10° spores,
explorée dans la cohorte 5. Deux septicémies et une gangrene gazeuse, tous de grade 4, ont
été attribués au traitement a 1’étude et ont donc constitué des DLT. Parmi les autres effets
indésirables rapportés par 4 patients on retrouve une fracture de grade 3 qui a empéché la
poursuite des injections aux niveaux osseux. On retrouve également un abces, une infection
des tissus mous, une insuffisance respiratoire et un rash cutané chez ces mémes 4 patients.

Sur les 24 patients inclus, 22 ont été estimés évaluables pour déterminer la réponse au

traitement. Quantifiée par RECIST 1.1, elle révele un contréle de la maladie (SD) chez 19
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patients et ce tant au niveau des I€sions injectées que celles non-injectées. Neuf patients, ont

montré une diminution de la taille des tumeurs injectées (Figure 16) (34).

Figure 16 : Pourcentage de changement de la taille tumorale des 1ésions cibles, non-cibles et cumulées
des 22 patients évalués.

Fin 2017, dans la revue Cancer Immunology Research, un article rapporte les résultats
d’un essai de Phase 0 (FIH) utilisant des Chimeric Antigen Receptor (CAR) T Cells injectés
chez des patientes atteints de cancer du sein métastatiques. Un total de 6 patientes a été inclus
(4 TNBC, 2 ER'Her2"), toutes présentant des métastases cutanées ou ganglionnaires
accessibles pour I'injection des CAR T Cells. L’étude prévoyait une seule injection par
patients a 2 niveaux de doses : 3 x 107 ou 3 x 108 cellules, avec 3 patients a chaque palier.
L’étude était construite comme suit : 1’inclusion avait lieu a week-4 puis 1’aphérese a week-3.
A J-2 avait lieu I’injection intratumorale des CAR T Cells suivie a JO de la tumorectomie des
Iésions injectées. Les patientes étaient suivies jusqu’a J+25, ces visites comprenaient un
examen clinique ainsi que des analyses sanguines corrélées (Figure 17). La période de DLT
s’étendait entre J-2 et J+25 et fut définit comme toute toxicité non hématologique de grade >3
(a ’exception de nausée, vomissement, diarrhée ou fatigue), hématologique de grade >3 ou
toute réaction allergique ou auto-immune de grade >2.

Parmi les effets indésirables, on retrouve 6 éveénements de Grade 3 : 1 douleur au point de
greffe, 4 épisodes de nausées et vomissements et 1 anémie nécessitant une transfusion
sanguine. Aucuns d’entre eux ne fut attribué aux CAR T Cells, mais a des procédures

(chirurgies, radiothérapie) antérieures a I’injection. Au niveau des réponses observées, seule
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une patiente présentait une maladie contrélée (SD), les autres avaient toutes progressées a la
fin de I’étude.

Les prélevements tumoraux a JO des lésions ayant regues I’injection montraient des signes de
nécrose, d’inflammation et d’hémorragie ainsi qu’une infiltration de polynucléaires

neutrophiles et de cellules immunitaires (69).

Figure 17 : Schéma détaillant le déroulement de 1’étude avec notamment 1’injection IT des CAR T
Cells a J-2 et la tumorectomie a JO.

Le sixiéme essai concerne un oncovirus, le PX-594, codant pour le GM-CSF ayant
pour but le recrutement de lymphocytes T au niveau local, en plus d’induire une lyse des
cellules tumorales. Celui-ci fut administré via 2 modalités différentes : une premiere injection
a JO par voie percutanée puis a partir de J4 les patients recevaient 2 injections intratumorales
par semaines. Les doses démarraient a 1 x 10* pfu par 1ésions jusqu’a 2 x 107, avec une limite
fixée de 1 x 10% jusqu’a 8 x 107 par session. Sept patients furent inclus, tous présentant des
Iésions cutanées provenant d’un mélanome chirurgicalement inopérable. Il est a noter que
I’escalade de dose fut réalisée intra-patients pour cette étude.

Les toxicités rapportées furent modérées tant au niveau local que systémique, avec une
inflammation des lésions injectées. Cette inflammation s’avéra dose dépendante. Au niveau
systémique 1’effet indésirable majeur fut des symptomes pseudo-grippaux de grade 1 qui sont
apparus aprés 12% des injections et se sont résolus dans les 24 heures. Les auteurs ne
rapportent aucunes modifications significatives dans les parameétres biologiques des patients.
Les réponses locales et systémiques des 7 patients évalués furent diverses, allant de I’absence

de réponse pour 2 patients (#2 et #6) jusqu’a une réponse partielle (#3) et une réponse
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complete (#7). Les 3 autres patients présentérent, quant a eux, une réponse dite partagée,
signifiant une régression des lésions injectées, mais une progression des autres métastases
distantes (Figure 18). Il est a noter que les patients #2 et #6 présentaient la charge tumorale la
plus ¢élevée parmi les patients de 1’étude. Les explorations biologiques mirent en évidence une
infiltration de lymphocytes €éosinophiles, résultant de la stimulation du GM-CSF. Cependant

aucune modification des globules blancs ne fut constatée (97).

Figure 18 : Réponses observées (yes/no) au niveau des Iésions injectées, locales et distantes chez les 7
patients de I’étude.

Figure 19 : Evolution des métastases dermiques du patient #3 avant, 81 jours apres et 600 jours apres
la premiére injection de PX-594.

Le septieme essai concerne le MK-1454, un agoniste du récepteur STING, qui fut
évaluer en combinaison avec le pembrolizumab au sein de 2 bras de traitement. Le premier

bras (Arm 1) consiste en I'injection de MK-1454 en intratumoral et en monothérapie. Ce
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dernier fut administré 1 fois par semaines pendant 9 semaines réparties sur 3 cycles, puis 1
fois toutes les 3 semaines par la suite. Le second bras (Arm 2) repose sur la combinaison avec
le pembrolizumab en systémique administré toutes les 3 semaines a la dose fixe de 200mg.
L’intervalle de dose fut de 30 a 3000 pg pour le bras 1 et de 90 a 1500 pg pour le bras 2. 11 est
a noter que la possibilité d’effectuer un cross-over du bras 1 au bras 2 fut possible pour les
patients ayant progressé. Au 31 juillet 2018, 26 patients ont été inclus dans le premier bras, 34
dans le second et 9 ont effectué¢ un cross-over.

Trois DLTs furent observées, 1 patient dans le bras 1 a présenté des vomissements a la dose
de 1500pug. Deux patients du bras 2, a la méme dose, ont tous deux présentés comme autre
DLT, une réaction au niveau du site d’injection. Ces 3 DLTs n’ont cependant pas conduit a
I’établissement d’'une MTD. Au niveau des effets indésirables les plus fréquents observés
chez les patients (>10%) on retrouve ; fievre, frissons, fatigue, douleur au site d'injection,
nausée, démangeaisons. La fréquence d’AEs de grade >3 fut supérieure dans le bras
combinaison avec 14% contre 9% pour la monothérapie.

Sur les 25 premiers patients du groupe 2 le nombre de réponses, selon les criteres RECIST
1.1, s’¢éleve a 6 PR portant le DCR a 48%. Ces réponses furent observées chez 3 HNSCC, 1
TNBC et 2 carcinomes anaplasiques thyroidiens. Aucunes PR ni CR ne furent observées, au
moment de la publication des résultats dans le bras 1 dont le DCR ¢était de 20% (39).

La 2¢ partie de ’essai, impliquant jusqu’a 235 patients est en cours de réalisation et ses

résultats sont en attente de publication (NCT03010176).

Ces sept essais de phases précoces en premiere administration chez 1’Homme
soulévent plusieurs caractéristiques potentielles de cette nouvelle voie d’administration qu’est
la voie intratumorale. Tout d’abord, la capacité a injecter des doses bien supérieures en
comparaison a la voie classique, intraveineuse. Le premier essai décrit précédemment
rapporte une dose 12 fois supérieure et ce sans apparition de toxicité en plus. La tolérance au
traitement semble également impactée, cependant elle dépend du niveau de vascularisation,
ainsi que de la profondeur de la 1ésion injectée. Ceci est corrélé au passage systémique du
candidat médicament a 1’étude. Passage systémique aprés une administration locale, appuyé
par le quatriéme essai, avec une stabilité de la taille des lésions non-injectées, méme si le
troisiéme essai rapporte une meilleure réponse de la population a 1’étude ayant eu une AUC
supérieure. Enfin la taille de la Iésion initiale semble avoir son importance sur la finalité

observée a I’imagerie ou au niveau macroscopique.
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2.1.2. Essais de Phase I

Cet essai évalue la toxicité et la faisabilité d’injecter un glycolipide alpha-gal, un
vaccin tumoral autologue, chez des patients présentant un mélanome métastatique non-
résécable. Les patients présentaient des métastases cutanées, sous-cutanées ou lymphatiques
(palpables). Le schéma classique d’escalade de dose en 3+3 a été retenu avec les doses
suivantes : 0,1 mg/injection, 1.0 mg/injection, 10.0 mg/injection. Deux injections étaient
réalisées a 4 semaines d’intervalle avec une évaluation par imagerie 8 semaines apres la
premicere injection.

Neuf patients ont été évalués, soit 3 a chaque palier de dose. L’évaluation par RECIST a
montré un controle de la maladie (SD) sur 7 mois pour un patient du palier 2 et 8 mois pour
un patient du palier 1. Les 7 autres ont tous présentés une progression a 1’imagerie.
Cependant, les biopsies post-traitements de 5 patients ont révélé une nécrose tumorale sans
réponse inflammatoire contre 2 en prétraitement. Deux de ces 5 patients présentaient
¢galement une nécrose au niveau des métastases lymphatiques post-traitement.

Au niveau de la toxicité, aucune DLT n’a été rapportée. Une toxicité tolérable au niveau du
site d’injection a été constatée, ainsi qu'une absence de toxicité systémique.

Les auteurs recommandent une évaluation subséquente en combinaison avec un immune

checkpoint inhibiteur (72).

Un essai publié dans 1’American Society of Clinical Oncology en 2004 étudiait la
safety et la faisabilité de ’injection en intratumoral d’un vecteur & adénovirus des genes de
I’interleukine-12 (Ad.IL-12). Vingt et un patients présentant des tumeurs digestives avancées
(9 HCC, 5CCR et 7 avec un cancer du pancréas) on regut des doses allant de 1 x 109 a 3 x
10'2 particules virales (vp) réparties dans 7 cohortes. Le schéma était une escalade en 3+3
avec 1 injection prévue tous les 30 jours, assistée par ultrasons et/ou CT scan ou par
endoscopie. Les patients étaient évalués par CT scan (WHO criteria) et delayed-type
hypersensitivity test avant la premiére injection et a J30. Deux biopsies furent également
réalisées, une avant la premicre injection et la seconde a J10.

Les 21 patients de I’étude ont recu 1 a 3 injections d’Ad.IL-12 en une fois. Les lésions
injectées furent les suivantes: nodule tumoral hépatique pour 15 patients, tumeur
pancréatique primaire pour 3, un conglomérat ganglionnaire rétro péritonéal pour 1 et un

nodule péritonéal pour le dernier. Au total 44 injections ont été réalisées.
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La DLT était définie par toute toxicité de grade 4, peu importe la durée, ou toute toxicité de
grade 3 irréversible imputée a I’Ad.IL-12. Durant I’essai, 11 lymphopénies de grade 3 ont été
attribuées a I’Ad.IL-12 dont 8 a des doses > 1 x 10'? vp (cohortes 5 a 7). Deux Aes : douleurs
au site d’injections, toutes doses confondues, ont également été rapporté ainsi qu’un
épanchement pleural, un cedéme intestinal des muqueuses et nausée, toutes de grade 3. La
lymphopénie, tous grades confondus et toutes doses confondues a été observé chez 85% des
patients pendant I’étude. C’est I’effet indésirable avec le taux d’incidence le plus important de
I’étude.

L’évaluation de Dactivit¢é de I’Ad.IL-12 et de la réponse associée a été effectuée par
différentes techniques ; par CT Scan (WHO criteria), mesure des taux cytokiniques (INF-y et
IL-12) et immunohistochimie.

Pour ce qui est de I’activité antitumorale de 1’Ad.IL-12, seulement 19 des 21 patients ont été
¢valués. L’imagerie révele une stabilisation de la maladie chez 10 patients pour 8
progressions. Un patient (#9) a montré une réduction de plus de 60% du ganglion lymphatique
injecté avec 2 doses de 10 x 10! vp qui a duré plus de 5 mois.

Les résultats portants sur la modification des taux cytokiniques furent négatifs : les taux
sériques d’IL-12 n’ont pas changé de manicre significative apres les injections ainsi que les
taux d’INF-y (Figure 20). Il en a été¢ de méme pour les tests réalisés par rtPCR sur les biopsies
de 11 participants.

En dépit du fait que cette stratégie de traitement se soit révélée bien tolérée, compte tenu de la
faible toxicité observée, les résultats portant sur I’activité antitumorale furent décevants. De
plus I’observation de taux d’INF-y endogéne négatifs 10 jours apres 1’injection, dans les
biopsies collectées, oriente vers une transduction limitée in situ ou une expression génique

trop succincte pour obtenir un effet antitumoral localement (98).
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Figure 20 : Variations du taux d’INF-y parmi les patients des 2 cohortes.

L’American Association for Cancer Research publiait en 2005 un essai de Phase I
analysant 1’activité et la sécurité de I’injection de 2 virus recombinants exprimant le B7.1 et
I’IL-12. L étude a été construite sur 4 cohortes de 3 patients avec comme doses 2,5 x 10® pfu
d’ALVAC-B7.1 et 10 x 108 pfu pour les cohortes 1 et 2 et une dose de 25 x 108 pfu pour les
cohortes 3 et 4. En plus de la dose d’ALVAC-B7.1, les patients de la cohorte 4 ont recu de
I’ALVAC-IL-12, a hauteur de 2 x 10° pfu. Les 14 patients traités ont été évaluables par
imagerie. Ils présentaient tous un mélanome métastatique avec des nodules sous-cutané qui
ont servis de sites d’injection. Les injections étaient réalisées de maniére bihebdomadaire sur
2 semaines : soit les jours 1, 4, 8 et 11. Pour les patients recevant les 2 IPs, 1’injection
d’ALVAC-B7.1 précédait celle ’ALVAC-IL-12. Les toxicités de grades 3 et 4 (CTCAE 2.0),
a ’exception de la fievre et des toxicités locales (au point d’injection), constituaient une DLT.
L’évaluation de la réponse s’est faite par imagerie en utilisant les criteres RECIST 1.1 sur
I’ensemble des lésions a J43 post-injection. La mesure des taux de B7.1, d’IL-10, IL-12,
d’INF-y et de VEGF mRNA fut réalisée par PCR grace aux biopsies prélevées au jour 15.

Sur les 14 patients traités et évalués, I’imagerie montre 12 progressions et 2 SD chez les
patients #6 et #13 traités aux doses 10 x 10% pfu ALVAC-B7.1 et 25 x 10® pfu d’ALVAC-
B7.1 +2 x 10% pfu d’ALVAC-IL-12.

Les taux tumoraux des biopsies révelent une grande variabilité parmi les résultats. En
comparant les taux de d’ARN messagers recueillis a J15 dans les tumeurs injectées avec le

I’ALVAC-B7.1 seul, ou avec ’ALVAC-IL-12, versus les taux présents dans les tumeurs

Page 51 sur 131



injectées avec une solution saline. Les 1ésions tumorales ayant recus I’ALVAC-B7.1 seul ou
en combinaison montrent une augmentation des taux de B7.1, de VEGF et d’IL-10. A
I’inverse, parmi ces mémes lésions ont été observée une diminution des taux d’IL-12 et
d’INF-y. Il est a noter que des taux ¢élevés de VEGF et d’IL-10 sont gages de mauvais
pronostics et qu'une diminution des taux d’IL-12 et d’INF-y, qui sont des cytokines associées
aux cellules T-helpers-1, oriente vers une absence de réponse immunitaire dirigée contre la
tumeur.

Cette mixité de résultats ne permet malheureusement pas de statuer sur une évidence de
modification de la réponse inflammatoire induite par les traitements a I’é¢tude. Cela souligne
¢galement la complexit¢ de I’induction d’une modification des niveaux de cytokines
intratumoraux, ainsi que la potentielle réponse immunitaire dirigée contre les tumeurs qui y

sont associées (55).

En 2018, le Journal of Clinical Oncology publiait une étude de Phase I sur des
patients atteints de glioblastomes multiforme (GBM). Trente-sept patients ont été inclus au
sein de 2 groupes (A et B) avec un ratio 2:1 : soit 25 patients dans le A contre 12 dans le B.
La population comprenait 33 GBM, 2 gliosarcomes et 2 astrocytomes anaplasique. Le design
de I’étude repose sur une escalade 3+3 avec 2 stratégies de traitement distinctes. Les patients
du groupe A recevaient une seule injection a JO précédée d’une biopsie stéréotaxique servant
de point d’accés, puis une évaluation des toxicités et de la réponse observée a I’imagerie. Le
groupe B, quant & lui, recevait ’injection aprés I’implantation d’un cathéter. Puis d’une
seconde injection, post-chirurgie destinée a enlever la plus grande portion tumorale possible.
Il est a noter que la seconde injection était effectuée en plusieurs points situés sur les marges
de résection de la tumeur.

L’IP a I’étude est le DNX-2401, un adénovirus oncolytique capable de réplication, d’infecter
les cellules cibles et de plus tumeur sélectif. L’escalade de dose comprenait 4 niveaux de
dose allant de 1 x 107 a 3 x 108. La DLT fut établie comme tout AEs de grade 3 ou supérieur
reli¢ au DNX-2401 et comme étant non-hématologique. L’évaluation de la réponse par IRM
était appuyée sur les criteres Macdonald (99). Au niveau des résultats biologiques, plusieurs
parametres furent observés : les protéines de 1’adénovirus : ’E1A, les marqueurs immuns :
CD3, CD4 et CD8 et les protéines des immunes checkpoint inhibiteurs (ICI) : PD-L1, PD-1,
TIM-3 et IDO-1. L’activité¢ sur les lignes gliomasphere-forming cell (GSC) 327 et 308
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(GSC327 et GSC308 respectivement) fut également mesurée via les marqueurs moléculaires
associés aux dommages cellulaires : HMGB1, HSP90a, HSP70 et ATP.

Le traitement fut globalement bien toléré par I’ensemble des patients avec aucune DLT
rapportée et par conséquent pas de MTD également. Aucun événement de grade 3 ou
supérieur relié au traitement ne fut constaté et seulement 5, de grades inférieurs a 3, ont été
constatés : maux de téte, nausée, confusion, vomissement et pyrexie.

L’efficacité du traitement s’est distinguée par une réduction de la taille tumorale chez 18 des
25 patients du groupe A, dont 5 ont présenté une réduction de 95% ou plus, et 2 autres une
stabilité de la maladie. A noter que les patients du groupe B n’ont été évalués que pour la
survie, en raison de la résection tumorale a J14. Au niveau de la survie justement, on a pu
constater une médiane de survie a 9,5 mois toutes doses confondues chez les patients du
groupe A, avec notamment une absence de progression d’au moins 3 ans chez 3 des 5 patients
ayant eu une CR. Dans le groupe B, 2 patients sur les 12 inclus ont survécu pendant 2 ans
post-traitement. Au niveau de 1’intégralit¢ des patients, la médiane de survie était de 13.0
mois.

L’hypothese d’une réponse immuno-médiée chez les patients de cet essai est corroborée en
premier lieu par les réponses décrites ci-dessus observées a I’imagerie. L’évaluation du profil
immunitaire des patients du groupe B a montré la présence de cellules T CD3+, avec une
majorit¢ de CD8+, pour I’intégralité d’entre eux. Leur positivité en tant que T-bet laisse
suggérer une réponse médiée par des cellules T Helper-1. Il a également été rapportée, une
augmentation des cellules T CD4+ de manicre significative entre 1’inclusion et le suivi
(P=0,05). Une diminution significative de TIM-3 (P=0,06) est aussi observée. L’évaluation de
la mort des cellules tumorales par voie immune a été réalisée via 1’é¢tude des GSC avant et
apres les 2 injections chez 2 patients du groupe B. L’augmentation des taux des protéines
HMGBI1, HSP90a, HSP70 et ATP vont dans le sens d’une mort cellulaire immuno-induite par
DNX-2401 (Figure 21) (11).
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Figure 21 : Réponse immune médiée par le DNX-2401. (A) Densité des cellules exprimant CD3, CD4
et CD8 pré et post-traitement ainsi que (B) TIM-3. Spécimens (n=5 pre et n= 10 post) obtenus par
biopsies. (C) Augmentation des taux des protéines HMGB1, HSP90a, HSP70 et ATP orientant vers
une mort cellulaire.

Le DNX-2401 est actuellement testé dans un essai de Phase II en combinaison avec le

pembrolizumab.

En 2008, les résultats de [I'utilisation du Pexa-Vec, un vaccin aux propriétés
oncolytiques et immunothérapeutiques via le recrutement des macrophages étaient
mentionnés dans le journal The Lancet. Un total de 21 patients furent screenés avec seulement
14 patients traités pour 10 évaluables par imagerie. La population a 1’étude ici regroupait des
patients présentant des lésions hépatiques soit primaires soit métastatiques. Le recrutement
comprit donc des patients atteints de HCC, CRC, mélanomes et cancers bronchiques dont les
lésions hépatiques étaient accessibles pour injection via I’imagerie. La dose de départ, 1 x 108
pfu, fut sélectionnée suite aux résultats de 1’essai pilote qui avait démontré la safety de la dose
8 x 107 pfu. Les doses suivantes, 3 x 108, 1 x 10° et 3 x 10° pfu furent réparties sur 4 cohortes
en escalade 3+3. La MTD fut définit comme la dose précédent celle ou au minimum 2 DLT
seront observées. Le rythme d’injection était prévu sur un cycle de 3 semaines avec un

maximum de 6 cycles. Différents explorations étaient également prévues : la numération des
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globules blancs, les Ac anti JX-594, la quantité de matériel génomique de JX-594, le taux de
GM-CSF, ainsi que des biopsies des lésions injectées. Les résultats a 1’imagerie furent
mesurés tous les 2 cycles.

Parmi les 14 patients inclus, 3 furent traités dans chacune des 2 premiéres cohortes, 6 dans la
3¢ et 2 dans la derniére cohorte. Les 2 patients de la cohorte 4 ont présentés une DLT : hyper
bilirubinémie, anorexie et douleur abdominales toutes de grade 3. Faisant de ce fait de la dose
1 x 108 pfu la MTD pour cette étude. Un des effets indésirables majoritairement observé fut
une hypotension lors de I’injection du JX-594. Une augmentation de I’ANC fut observée chez
les patients des cohortes 3 et 4 et s’avéra étre dose dépendante. Elle fut accompagnée d’une
augmentation du taux de GM-CSF chez les patients 302, 402 et 303 (Figure 22).

A I’imagerie, sur les 10 patients évaluables, 3 PR et 6 SD pour 1 PD furent observées (100).

Ces résultats permirent le lancement d’un essai de phase II qui sera décrit ultérieurement.

Figure 22 : Taux d’ANC et de GM-CSF chez les patients des cohortes 1 a 4 observés au cours des 8
premiers jours suivant la premiere injection.

En 2015 était publié dans Molecular Therapy, un essai de Phase I qui s’est déroulé de
novembre 2010 a février 2012 comprenant 6 patients agés de 4 a 2lans. Ils avaient pour
diagnostique un carcinome hépatocellulaire (n=3), un neuroblastome (n=2) et un sarcome de
Ewing (n=1). Le concept de cet essai reposait également sur 1’utilisation du Pexa-Vec. La
safety et I’éventuelle efficacité de ce vaccin, déja utilisé chez I’adulte en IV et IT, a donc été
explorée en pédiatrie chez ces 6 patients. Le choix de la dose a administrer fut basé sur la
MTD chez ’adulte que les investigateurs ont diminué de 10 a 20 fois. Il en a résulté 2

cohortes : une a la dose de 1 x 10° pfu/kg et la seconde a 1 x 107 pfu/kg. Trois des six patients

Page 55 sur 131



ont re¢u une unique injection sur un seul site. Le patient 01 a re¢u une injection mais sur 2
sites, le patient 03 sur 3 sites et le patient 05 fut le seul a recevoir une seconde injection 6
semaines apres.

L’ensemble des injections fut bien toléré, avec seulement une fievre grade 3 chez 2 patients
ayant recu la dose la plus élevée. C’est I’AE le plus représenté parmi les patients avec une
présence, chez 5 des 6 patients, tous grades confondus. Le second effet indésirable notable est
le développement de 1ésions pustuleuses chez les 3 patients de la cohorte 2. Ils ont été imputés
au Pexa-Vec étant donné leur délai d’apparition : de quelques jours a une semaine post-
injection. Leur résolution eu lieu au bout de 3 a 4 semaines. Les autres effets indésirables
rapportés sont de type flu-like : frissons, vomissements et tachycardie sinusale tous de grade
2, avec seulement un cas de maux de téte de grade 3.

Les réponses radiologiques furent évaluées a J22 post-administration via les critéres RECIST.
Pour les Iésions injectées, les résultats révélerent 2 PD et 4 SD pour les lésions injectées.
Deux des 4 patients ont vu leur maladie progresser en dehors des sites injectés, avec soit une
augmentation de taille des sites non-injectés soit I’apparition de nouvelles lésions. A J28,
I’intégralité des patients s’étaient tournés vers une autre stratégie thérapeutique.

Il est cependant a noter la présence d’une réponse immunitaire chez 2 patients : le 03 de la
premicre cohorte et le numéro 06 de la seconde. A 3 semaines post-traitement tous deux
possédaient un profil immunitaire compétent a 1’encontre de la majorité¢ des peptides

vaccinaux (Figure 23) (54).

Figure 23 : Figure 23 : Etude de la réponse immunitaire dirigée contre les Ag du vaccin chez les
patients 03 et 06 avant et apres ’injection de Pexa-Vec.
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Toujours dans Molecular Therapy, en 2014 cette fois, était publié un essai sur 18
patients dont 15 furent traités de mars 2006 a janvier 2010. Leurs diagnostics respectifs
¢taient un astrocytome anaplasique (n=3) ou un GBM (n=12). L’IP a I’étude était un
Reovirus, le respiratory entericorphan.

Le design de I’étude comportait cing niveaux de doses (1 x 108 — 1 x 10!°) en escalade avec
un systeme en 3+3. La dose était administrée sur 72h a 1’aide d’un pousse seringue et via la
technique appelée « convection-enhanced delivery » (CED) qui consiste a créer un gradient de
pression a I’extrémité d’un cathéter pour délivrer le traitement d’intérét directement au sein de
I’espace interstitiel du systéme nerveux central (101). Un de ses intéréts principaux est de
s’affranchir du passage de la barriére hémato-encéphalique et de limiter le passage systémique
(et ses effets indésirables associés). Le suivi des effets repose sur une IRM avant I’inclusion
ainsi que toutes les 4 semaines suivant l’injection du Reovirus. Divers prélévements
(sérologie, titrage pour la virologie et expectorations, selles, urines pour les études virales)
¢taient également prévus lors des différentes visites au cours de 1’étude.

Aucune DLT ne fut reportée au cours de 1’étude, ne permettant pas de déterminer la MTD.
Les AEs les plus séveres ont été observés chez 5 patients parmi les 15 participants a I’étude
mais aucun ne fut attribué au Reovirus permettant de conclure a sa bonne tolérance, pour cette
étude.

Sur le déroulé de 1’étude, la meilleure réponse observée fut SD pour 10 patients, PR pour 1
patient et PD pour les 4 autres. Le patient 13 (GBM) a présenté la meilleure réponse avec une
CR a 12 mois apres I’injection (Figure 24). Il est également a noter que la médiane de PFS fut
61 jours avec un OS de pres de 3 ans (989 jours) pour le patient 5 inclus dans la cohorte 2 et 2

ans (673 jours) pour le patient 13 inclus dans la cohorte 5 (102).
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Figure 24 : IRMs du patient 13 réalisées avant la premicre injection puis 6 et 12 mois aprés. Le patient
avait regu la dose de 1 x 10'® TCIDs) sur 72h en 1 injection. (a) PR observée a 6 mois post-traitement.
(b) CR observée 12 mois post-traitement.

Le journal The American Society of Gene Therapy publiait en 2001 un essai évaluant
I’injection directe d’un vecteur viral, I’Adv.RSV-tk, au niveau des métastases hépatiques de
patients atteints de cancers colorectaux avancés. Cinq cohortes de 3 patients traités a des
doses allant de 1 x 10'°a 1 x 10! vp étaient prévues. Le passage de la cohorte 3 (1 x 102 vp)
a la cohorte 5 (1 x 10" vp) a nécessité I’ajout d’une cohorte intermédiaire a 3.3 x 102 vp) en
raison d’AEs qui seront détaillés ultérieurement. Sur les 16 patients inclus, 9 présentaient des
métastases extra-hépatiques, principalement au niveau ganglionnaire, péritonéal ou
pulmonaire. Chaque dose fut administrée via 3 seringues au niveau de 1 a 9 sites en intra
hépatique en une séance sans complications, lors de la procédure. Cette premicre injection
¢tait suivie de 14 injections IV de Ganciclovir (GCV), destinées a induire une nécrose des
cellules infectées par le RSV-tk.

Seules des douleurs de grade 1 au point d’injection chez 10 des 16 patients furent reportées
ainsi que la présence d’ecchymoses chez 1 seul patient, toutes résolues au bout d’une
semaine.

L’évaluation de la toxicité hépatique révele des augmentations des taux de transaminases de

grade 1 chez 3 patients des cohortes 2 et 5. Au niveau hématologique, on retrouve une
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leucopénie neutrophile de grade 2 chez 3 patients et de grade 1 chez 5 patients répartis dans
tous les niveaux de dose étudiés. Une thrombocytopénie de grade 1 fut également présente
chez 4 des 16 patients avec un délai de résolution d’1 semaine. Leurs causes ont été estimées
étre probablement imputables au vecteur plutét qu’au GCV, en raison du délai rapide
d’apparition et de résolution (1 semaine). Dernier AE observé majoritairement, la fi¢vre,
apparue chez 12 patients soit 75% de la population incluse. Avec dans le détail, 1 événement
de grade 3, 4 de grade 2 et 7 de grade 1.Ces pics de fievre furent atteints de 6 a 24 heures
post-injection chez les patients avec 40,1°C en valeur maximale chez 1 patient. Leur
traitement via paracétamol (650mg toutes les 4 & 6 heures) a permis leur résolution en
quelques jours.

L’évaluation par les criteres de réponse tumoraux WHO révéla une maladie stable chez 11 des
16 patients sachant que I’intégralité présentait une progression lors de leur inclusion dans
I’essai (Figure 25). L’examen histopathologique par biopsie du patient 2 de la 3° cohorte
révele une nécrose étendue des tissus a 11 semaines post-traitement. Cependant, parmi les 6
patients biopsiés cela constitue la seule nécrose observée. Il est a noter que ce patient
présentait une SD lors des examens d’imagerie. Une étude PCR des échantillons tumoraux fut
¢galement réalisée. L’ADN de I’Adv. RSV-tk n’était détectable dans aucun des prélévements,
orientant vers une absence de persistance du vecteur dans la tumeur dans les 11 a 43 semaines
apres son injection, dates auxquelles les biopsies furent réalisées. De plus, cela ne permet pas

de conclure si la transduction a eu lieu dans I’ensemble des tumeurs injectées ou non (52).
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Figure 25 : Doses, toxicités, réponses et survies des patients de 1’essai apres injection de I’Adv.HSV-
tk/GCV.

Le journal Cancer Clinical Research publiait en 2017 les résultats d’un essai évaluant
la tolérance, faisabilité et la réponse antitumorale immunitaire, suite a I’injection de cellules
dendritiques autologues exprimant le géne CCL21 via un adénovirus. L’étude prévoyait 4
niveaux de doses : 1 x 10%, 5 x 10%, 1 x 107, 3 x 107 DCs/injection et 17 patients présentant un
NSCLC de stade IIIB/IV furent inclus. Deux injections, a JO et J7 étaient programmées, en
intratumoral, guidées par CT Scan ou bronchoscopie. Deux biopsies furent également
réalisées lors de ces mémes visites, ainsi que des échantillons sanguins. La réponse fut
évaluée par imagerie a J28 et J56. Parmi les 17 patients inclus, 16 regurent les 2 injections.

Le vaccin fut bien toléré par les patients et seuls 4 AEs, tous de grade 1, furent jugés comme
potentiellement reliés. On retrouve des expectorations contenant du sang suivant 1’injection,
des syndromes grippaux, de la fatigue et des nausées.

L’évaluation de la réponse via CT Scan montre une maladie stable chez 4 patients sur 16 lors
de la visite a J56. La survie médiane post-injection fut de 3.9 mois.

La recherche de marqueurs immuns exprimés suite a la vaccination fut également réalisée lors
des différentes visites post-vaccination. On retrouve les Tumor Associated Antigen (TAA)
associés au NSCLC basés sur la littérature : CEA, NY-ESO-1, MAGE-1, MAGE-3, P53,
HER2/neu et SSX-2. Une réponse immunitaire, induite par la vaccination, fut observée chez 6
des 16 patients. Elle s’est traduite par augmentation de la production d’INF-y TAA spécifique
chez 3 patients : SLC12, SLC23 et SLC3 (Figure 26).
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E
igure 26 : Production d’INF-y, TAA spécifique et vaccination dépendante, chez les patients SLC12,
SLC23 et SLC30.

Il est a noter également que parmi les 6 répondeurs, les 3 autres patients (SLC01, SLCO7 et
SLC28) ont présenté une réponse non TAA spécifique et indépendante de la vaccination. En
effet, leur taux d’INF-y lors de la Baseline (JO) était trés élevé mais diminua suite aux

injections des DCs (Figure 27).

Figure 27 : Production d’INF-y, TAA non-spécifique et vaccination indépendante, chez les patients
SLCO1, SLCO7 et SLC28.
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Le taux d’expression de PD-L1 fut également corrélé a deux parametres; la production
d’INF-y et I’augmentation de la population cellulaire tumorale en Lymphocytes T CD8+
suivant I’administration du vaccin. Il en résulte une augmentation significative du taux de PD-
L1 a J7 chez les patients présentant un des LT CD8+ dans I’environnement tumoral (Figure
28). Cette adéquation n’est cependant pas valable pour la production d’INF-y post-
vaccination. Ces résultats orientent vers une stimulation de I’infiltration tumorale par les LT
CD8+° déclenchée par I’expression locale de CCL21, avec en parallele une augmentation des
taux de PD-L1 a J7. Ce homing de LT CD8+ fut observé chez 7 patients avec un facteur
multiplicateur médian de 3,4 par rapport a la Baseline (70).
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Figure 28 : Corrélation entre 1’expression de PD-L1 et la production d’INF-y ou l’infiltration de LT
CD8+.

Un essai de 2019, publi¢ par The Lancet dans la revue EBio Medecine, rapporte les
résultats de la tolérance du tigilanoltiglate (EBC-46), un activateur des protéines Kinase C
(PKC) injecté dans des tumeurs superficielles (cutanées, sous-cutanées et nodulaires). Le
schéma de 1’é¢tude comprenait 2 phases, la premiere est une escalade de dose avec 1 seul
patient a chaque niveau de dose. La seconde comprend 3 patients minimum lorsqu’un SAE ou
une DLT était constaté & un niveau de dose de la phase une (Figure 29). Au total, 22 patients
furent inclus avec les pathologies suivantes, toutes de stades IV : 10 SCC, 3 mélanomes, 2
carcinomes basale cellulaire, 2 adénocarcinomes du sein et 1 fibroxanthome, 1 fibrosarcome,
1 carcinome adénoide cystique et 1 angiosarcome. Les doses étaient multipliées par deux
entre chaque palier et administrées en une fois, a J1. Les injections étaient réalisées dans 1 a 3
Iésions maximum. Sept niveaux de doses de 0,06mg/m? a 3,6mg/m? furent administrés avec,

en plus, un palier appelé LEC pour Local Effect Cohort. Cette cohorte de 6 patients fut créée

Page 62 sur 131



pour traiter les patients n’ayant pas un volume tumoral suffisant pour administrer les doses
prévues par les paliers d’escalade de doses décrits précédemment. Ils recurent, a posteriori, la
plus haute dose possible en accord avec leur volume tumoral, une fois que celle-ci fut jugée
tolérée par I’escalade de dose. La répartition était la suivante : 0,6mg/m? pour 1 patient,

1,2mg/m? pour 6 et 2,4mg/m? pour 1 patient.

Figure 29 : Schéma d’escalade de dose et répartition des patients ayant re¢u I’EBC-46.

La majorité des effets indésirables reliés au traitement étaient une réaction au niveau du site
d’injection, avec cependant une corrélation entre la dose et le grade de 1’événement. En effet,
les douleurs de grade 3 ne sont apparues qu’a partir de la dose 2,4 mg/m? et suivante.
Toujours au niveau des AEs de grade 3, une douleur abdominale et un stridor ont également
été rapportés. Le premier patient du palier de dose 6, présenta une obstruction des voies
aériennes supérieures de grade 4 qui fut considérée comme une DLT. Trois patients
supplémentaires furent donc inclus a ce méme palier de dose et aucun ne présenta de DLT.
Une huitiéme cohorte, a la dose de 3,6 mg/m?, comprenant 4 patients au total, fut donc
ouverte (il est a noter que I’inclusion du quatriéme patient est due au sous-dosage d’un des 3
patients initiaux). L’absence de DLT parmi les patients de la cohorte 8 ne permit pas
d’identifier de MTD mais les résultats, quant a la sécurité et les réponses observées, furent
jugées suffisants pour stopper I’escalade de dose.

A niveau des réponses radiologiques observées, les critéres RECIST 1.1 ont été utilisés sur les
tumeurs injectées. On retrouve 1 CR, 3 PR, 10 SD, 1 PD et 1 non-évaluable pour les lésions

injectées des 16 patients inclus dans 1’escalade de dose. Pour les 6 patients de la cohorte LEC,
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3 CR et 3 SD furent rapportées au niveau des sites d’injections. Il est intéressant de souligner
que 2 patients de la cohorte LEC ont présenté une réponse dite anenestic. Le patient #102
présentait 4 lésions cutanées consécutives a son mélanome. Seule les 3 supérieures furent
injectées. La 4°¢ lésion s’est résorbée durant le suivi du patient (post J22) (Figure 30). Le
patient 404 qui présentait un mélanome métastatique au niveau ganglionnaire (parotide,

axillaire) est resté¢ 33 semaines sans trace de la maladie a ces emplacements (81).

Figure 30 : Photos des lésions cutanées du patient 102 pré-injection puis 5, 8 et 22 jours post.
observation de la réponse anenestic au niveau de la 4° 1€sion.

Un autre virus oncolytique, le Coxsackievirus A21 (CVA21) fut testé au sein d’une
population de 9 patients présentant un mélanome de stade IV. Deux injections espacées de 48
heures étaient prévues, sur 3 niveaux de doses : 1.0 x 107 TCIDso, 1.0 x 10® TCIDso et 1.0 x
10° TCIDso. Les 2 injections furent bien tolérées par tous les patients et, malgré une dose
cumulée de 2 x 10° TCIDso pour les patients du dernier niveau de dose, la MTD ne fut pas
atteinte. Les Iésions de 5 des 9 patients se sont soit stabilisées, soit ont vu leur taille diminuer.
Cependant, d’apres les criteres RECIST 1.0, aucune réponse objective (CR, PR) ne fut
observée et seuls 2 patients présentérent une SD. Du point de vue pharmacodynamique, un
taux sérique élevé de GM-CSF fut rapporté chez 2 patients dont la taille des 1ésions injectées
avait significativement diminuée. La corrélation de ces 2 événements pourrait suggérer une

réponse antitumorale immuno-médiée (103).
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Ces 12 essais mettent en avant une bonne tolérance de la stratégie d’injection locale.
Seuls 3 essais rapportent des AEs systémiques dont le majoritaire retrouvé parmi les patients
est la fievre. Des effets indésirables ont été observés dans 3 études également mais s’averent
étre plus diverses. On retrouve des douleurs au site d’injection, des pustules ainsi qu’un
cedéme. Ces observations orientent vers une faisabilité et une sécurité de cette stratégie

thérapeutique.

L’efficacité, bien que ne figurant pas parmi les objectifs principaux des essais précédemment
décrits, dépend de la stratégie adoptée. Trois d’entre elles ont été étudié ici; les virus
oncolytiques, les cellules du systéme immunitaire et les immuno-modulateurs métaboliques.
On notera cependant la présence de réponses encourageantes a I’imagerie, au niveau de la

PES et de la survie.

2.1.3. Essais de Phase I/Ib

La faisabilité et la toxicité de 1’administration en local de cDNA IL-12, dans le but de
déclencher une réponse anticancéreuse immune, furent évaluées dans un essai publi¢ en 2007.
Bien que mono-centrique, cet essai a inclus 12 patients présentant des 1ésions métastasiques
cutanées ou sous-cutanées. Deux groupes de traitements de 6 patients furent étudiés. Le
premier groupe recevait 3 injections a une fréquence de 3 par semaine, aux jours 1, 3 et 5. Le
groupe 2 recevait une injection aux jours 1, 3, 5, 8, 10 et 12. Pour chaque patient, 1’injection
avait lieu dans la méme lésion a chaque fois. Si un patient présentait une réponse locale ou de
type SD, une seconde série d’injections, avec les mémes modalités décrites précédemment,
démarrait a J28. L’évaluation de la réponse était basée sur les criteres RECIST tous les 28
jours. Les taux d’IL-12 et d’INF-y sériques furent également évalués a la suite de chaque
injection.

Les résultats de la toxicité ne révélerent que des effets indésirables de grade 1 au nombre de 2
parmi la totalité des patients. Au niveau systémique, 6 furent dénombrés et également tous de
grade 1. Les taux sériques d’IL-12 et d’INF-y furent indétectables chez tous les patients et ce
a n’importe quel moment de I’étude.

L’activité antitumorale au niveau local fut constatée chez 7 des 12 patients avec notamment 5
réponses partielles (PR) et 4 SD. Cependant, aucunes réponses systémiques ne furent

constatées méme chez les meilleurs répondeurs au niveau local (Figure 31) (83).
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Figure 31 : réponses antitumorales observées a J29.

2.1.4. Essais de Phase Ib

Un essai de plus petite envergure, single center, regroupant 6 patients au total, publiait
ses résultats en 2003. Un recombinant humain de I’interleukine-12 (irIL-12) était injecté par
la voie intratumorale a 2 niveaux de dose, le premier a 100ng/kg et le second a 300ng/kg, avec
une fréquence d’injection hebdomadaire et pour une durée maximale de 24 semaines. La
population a 1’étude était composée de patients présentant un HNSCC soit de récurrence
locale, soit métastasée au niveau sous-cutanée ou ganglionnaire. L’objectif primaire fut défini
autour de la tolérance et de la faisabilité et en objectif secondaire, I’étude pharmacocinétique
et pharmacodynamique de I’irIL-12 injecté en IT. Les zones d’injections furent établies
comme suit: au niveau de la zone de récurrence locale pour 2 patients et au niveau
ganglionnaire pour les 4 autres.

Les 2 cohortes, composées de 3 patients chacune, ont obtenu de bons résultats au niveau de la
tolérance, avec pour seul effet indésirable clinique associé au traitement une fievre de grade 2,
avec une temporalité d’apparition de 8 a 12h post-injection et absente apres les injections
suivantes. Seul 1 patient a présenté cet AE aprés chaque injection. Aucune DLT ne fut
rapportée. Au niveau des résultats biologiques, une majoration des lymphopénies fut constatée

chez tous les patients, avec un grade 4 (n=4) et un grade 3 (n=1). Il est a noter que ces patients
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présentaient une lymphopénie de grades 2 ou 3 a la Baseline. Pour ce qui est des réponses a
I’imagerie, une diminution de la vitesse de progression fut constatée chez 2 patients, avec une
SD toujours présente a 10 mois pour le patient de la cohorte 1 et une SD a 12 mois chez celui
de la cohorte 2. Les autres patients ont tous présenté une progression lors de 1’essai.

Pour la partie concernant I’exploration de la pharmacocinétique de I’irIL-12, celui-ci fut
observé au niveau plasmatique a t=30min post-injection chez tous les patients. Pour I’aspect
pharmacodynamique, une réduction des lymphocytes et des sous-groupes (CD3, CD4, CDS,
CD20 et CD56+CDS53) fut constatée de manicre transitoire suivant I’injection (Figure 32). La

plus forte diminution fut observée a 12 et 24h post-dose et le retour a la normale a 96h (76).

Figure 32: Valeurs moyennes + SD du nombre absolu (cellules/ug) de lymphocytes ou des
lymphocytes exprimant CD3, CD4, CD8, CD20 et CD56 en I’absence de CD3 présent dans les
prélévements de sang périphérique avant (t=0) et apres (t=4, 12, 24, 48, 72 et 96h) la premicre
injection d’irlL.-12 a la dose de 100ng/kg ou 300 ng/kg.

2.1.5. Essais de Phase I/II

En 2018 furent présentés a ’ESMO les résultats intermédiaires d’un essai de Phase I/11
portant sur la faisabilité et la sécurité¢ de 1’injection du MK-4621 (RGT100) en intratumoral
chez 15 patients. Les injections étaient réalisées 2 fois par semaines pendant 4 semaines. Un
design d’escalade en 343 réparti sur 4 cohortes fut choisi pour explorer la tolérance des doses
allant de 0,2 a 0,8mg. Trois patients furent inclus dans les 3 premiéres cohortes et 6 dans la
derniére. Les principaux AEs furent la fivre et la fatigue présents chez 11 patients, suivis par
les maux de téte chez 5 patients et la nausée chez 4 patients. La fatigue, chez 6 des 11 patients
et la fievre, chez 11 patients, furent attribuées au traitement a 1’étude. Au niveau de la sévérité
des effets indésirables reliés au traitement, 3 événements de grade 3 furent observés : la
fievre, la douleur et I’anxiété. Aucune DLT ne fut reportée a la fin de 1’essai. Au niveau de
I’efficacité, 4 SD ont été observées apres les 4 semaines de traitement. Au niveau systémique,
une exposition minime fut observée par les investigateurs, ainsi qu’une augmentation des taux

circulants d’IL-6 et d’INF-y (104).
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Un second essai de Phase I/II datant de 2012 a inclus 9 patients avec un cancer du
pancréas non résécable dans 2 cohortes, 4mg (n=3) et 8mg (n=6). Le design était de 2
injections par semaine, pendant 2 semaines. L’IP a 1’étude était le BC-819 injecté en
intratumoral au niveau des lésions pancréatiques. L’intégralité des 9 patients regurent un total
de 4 injections prévues par le protocole. L’évaluation de la DLT se fit sur 4 semaines. La
réponse tumorale fut examinée par imagerie a la semaine 4. Une seconde évaluation fut
réalisée lors de la visite des semaines 5 ou 6 pour une éventuelle résection tumorale.

Les patients de la premicre cohorte n’ont pas présenté d’effets indésirables a I'IP. Trois
patients de la seconde ont présenté les effets indésirables suivants : anémie grade 1 chez 1
patient, diarrhée grade 1 pour le deuxiéme et une élévation de I’amylase grade 2, ainsi qu’une
¢lévation des lipases de grade 3 pour le dernier. Seule I’¢lévation des lipases fut considérée
comme une DLT mais aucun patient supplémentaire ne fut nécessaire car son apparition se fit
chez le dernier patient inclus. Un retour a la normale fut constaté 6 semaines plus tard.

Au niveau des concentrations plasmatiques, le BC-819 était absent aprés un maximum de 4
jours post-injection. Le pic plasmatique fut variable au niveau du temps mais une majorité de
patients présentait un taux maximal 15 minutes apres 1’injection.

La réponse tumorale a 4 semaines révéla 5 SD pour 4 PD avec, lors du follow-up a 3 mois, 3
PR, 3 SD et 3 PD (Figure 33). Il est a noter que les patients 204 et 604 n’ont pas recu de
traitements apres la fin de I’essai et que le patient 1102 a pu bénéficier d’une résection

compléte 3 mois apres la fin de 1’étude, grace a I’apport de la chimio-radiation (84).
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Figure 33 : Réponse tumorale a la fin de 1’étude (4 semaines) et lors du follow-up a 3 mois. (a) Le patient 204 présentait
une potentielle nouvelle 1ésion a 4 semaines qui ne fut pas retrouvée lors de I’examen a 3 mois. Ce méme examen révéla
une diminution de plus de 30% de la Iésion cible. (b) Le patient 604 présentait une l€sion stable a 4 semaines mais une
diminution de plus de 30% lors de I’examen suivant.

2.2. Essais de Phases Précoces en combinaison

Les résultats d’un essai de Phase Ib combinant le SD-101 administré en IT et le
pembrolizumab administré en IV furent publiés en 2018. Ciblant une population de patients
présentant un mélanome de stade III et de stade IV. L’étude était construite en escalade de
dose pour le SD-101 en intratumoral, aux doses 1, 2, 4 et 8mg par injections avec en parallele
le pembrolizumab en IV a dose constante de 200mg Q3W. Le SD-101 était injecté avant le
pembrolizumab. En tout, 22 patients furent inclus et répartis dans 4 cohortes, chacune pour un
niveau de dose de SD-101. La premiére cohorte a regroupé 6 patients, la deuxiéme et la
troisieme 5 patients. 6 patients furent inclus dans la cohorte 4 a la dose de 8mg. Les injections
de SD-101 étaient programmées aux jours 1, 8, 15 et 22, puis toutes les 3 semaines. Les
injections de pembrolizumab étaient programmeées au jour 1, puis toutes les 3 semaines. La
période de DLT correspondait aux 28 jours suivants la premicre injection de SD-101. La
réponse par imagerie obtenue au bout de 60 jours. Au niveau de la PK/PD, des prélévements
sanguins ainsi que des biopsies furent réalisés afin d’établir le profil immunitaire des tumeurs,
I’expression de génes inflammatoire, ainsi que I’infiltration lymphocytaire.

Aucune DLT ne fut reportée, cependant tous les patients traités ont présenté¢ des effets
indésirables reliés aux traitements avec une minorit¢ d’AEs de grade 3 ou supérieurs.
Concernant le SD-101, 3 effets indésirables de grade 3 ou 4 lui furent attribués : frissons,
myalgie et douleur au site d’injection. Ils furent constatés 6 fois comme suit : 3 occurrences

dans la premiére cohorte, 2 dans la seconde et 1 dans la troisitme. Concernant le
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pembrolizumab, il fut a ’origine de 5 AEs de grade 3/4. Suite a ces effets indésirables, 1
patient a dG arréter les injections de SD-101 et un second la combinaison des IPs a I’étude.

Sur les 22 patients traités, 9 ont présenté une réponse (7 PR, 2 CR), 5 un controle de leur
maladie (SD) et 6 ont progressé (PD). Deux patients n’ont pas pu étre évalués. En affinant le
terrain de ces 20 patients, 8 n’avaient jamais été traités par une immunothérapie de type anti-

PD1/PD-L1 et contre 12 patients précédemment traités (Figure 34).

Figure 34 : Réponses observées chez les patients de 1’étude a J60 post-injection.

Les résultats des explorations pharmacodynamiques révelent une corrélation entre
I’augmentation de I’activité des sous-groupes lymphocytaires T, CD8+, NK et Cytotoxiques

intratumoraux et la diminution de la charge tumorale chez les patients (Figure 35) (29).
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Figure 35 : modification de I’activité corrélée a la charge tumorale entre les jours 1 et 29 de 1’étude
chez les patients inclus. Les marqueurs rouges indiquent les patients naifs en immunothérapie
PD1/PD-L1.

Toujours dans le cadre de I’étude d’injections intratumorales combinées a de
I’immunothérapie IV, un essai de 2016 publié¢ dans Journal of Clinical Oncology étudiait le
Talimogene Laherparevec (T-VEC), un virus oncolytique dans le traitement de mélanomes
non-résécable de stade IIIB-IV. L’association était avec I’ipilimumab en IV toutes les 3
semaines a la dose de 3mg/kg. Le T-VEC fut d’abord injecté seul, a la dose de 10° pfu/mL,
pour la 1°¢ injection, au niveau des lésions cutanées, sous-cutanées ou des ganglions
superficiels, puis 10 pfu/mL. La premiére injection était programmée au jour 1 de la premiére
semaine, puis les suivantes a partir du jour 1 de la 4° semaine et a un rythme bimensuel
(Figure 36). Au total, 19 patients furent inclus pour une durée de traitement médiane de 13.3

semaines et pour une durée de suivi médiane de 20.0 mois.
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Figure 36 : Schéma d’administration de I’étude. (CTA = clinical tumoral assessment).

La combinaison des 2 traitements fut bien tolérée, avec aucune DLT rapportée et aucun effet
indésirable n’a conduit a I’arrét d’un des traitements a 1’étude. Cependant, 3 patients ont
observé un événement de grade 3 ou plus, attribué au T-VEC : fievre, fatigue, diarrhée,
nausé¢e, syndrome pseudo-grippal, déshydratation et vomissement. Pour I’ipilimumab, 4
patients ont présenté les mémes AEs de grade 3 ou plus. Aucun grade 5 n’a été rapporté
pendant la durée de 1’étude. Les résultats d’imagerie obtenus sur les 19 patients montrent un
ORR de 50% avec 4 CR, 5 PR, 4 SD et 6 PD (Figure 37). Ces réponses furent constatées
autant au niveau des 1ésions injectées que des non-injectés. Les auteurs ont également observé
une augmentation des taux de lymphocytes T CD8*, activés lors du traitement par T-VEC,

seul chez les patients ayant une maladie contrdlée (45).
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Figure 37 : Réponse tumorale en fonction du stade de la maladie chez les patients de I’étude.

Le T-VEC fut également étudié¢ en combinaison avec le pembrolizumab, dans un essai
de phase Ib appelé MASTERKEY-265 dont les résultats furent publiés en 2016. Il portait sur
un total de 21 patients présentant un mélanome de stade IIIb-IV non résécable. Le T-VEC fut
administré a la dose de 10° pfu/mL au jour 1 de la premiére semaine, puis a la dose 10®
pfu/mL au jour 1 de la troisiéme semaine et toutes les 2 semaines en suivant. La combinaison
avec le pembrolizumab débutait au jour 1 de la semaine 5 et toutes les 2 semaines en suivant.
Afin d’étudier I’'impact du T-VEC sur le microenvironnement tumoral, d’abord seul puis en
combinaison avec le pembrolizumab, 3 biopsies étaient prévues : la premiere avant I’initiation
du traitement, la seconde avant la seconde dose de T-VEC et 1’administration du
pembrolizumab (semaine 6), et la troisiéme durant le traitement par la combinaison a la
semaine 30.

Aucune DLT ne fut constatée pour la combinaison T-VEC + pembrolizumab. Le seul effet
indésirable le plus sévere résultant de la combinaison fut 1 IRR ayant entrainé
I’hospitalisation du patient. Au niveau des IPs a I’étude, le T-VEC a provoqué un événement
indésirable de grade 3 ou supérieur : mal de téte. Le pembrolizumab, quant a lui, fut
responsable d’une hépatite auto-immune, d’une méningite aseptique, toutes deux de grade 3 et
d’une pneumonie de grade 4. Pour ce qui est des AEs ayant I’incidence la plus élevée, on
retrouve la fatigue (62%), le rash (33%) et I’arthralgie (33%), pour le pembrolizumab ; la
fatigue (62%), les frissons (48%) et la fievre (43%), pour le T-VEC. La réponse tumorale fut
évaluée a 6 semaines (avant la premiére administration de pembrolizumab), a 18 semaines,
puis toutes les 12 semaines, pendant la durée de 1’étude. A 18 mois, on remarque un ORR de

61,9% parmi les patients avec 7 CR, 6 PR et 3 SD. Les réponses des I¢ésions cibles furent

Page 73 sur 131



particulierement intéressantes, avec une diminution de 100% chez 11 patients et de au moins

50% chez 15 (Figure 38).

Figure 38 : Evolution des Iésions cibles en pourcentage par rapport a la baseline chez les 21 patients de
1I’étude MASTERKEY-265.

Parmi les objectifs secondaires de I’étude on retrouve 1’évaluation du PFS et de ’OS chez les
patients. On note un PFS d’environ 70%, a 18 mois et un OS de 90%, a 20 mois (Figure 39).
Ces résultats ont engendré la mise en place d’une Phase II puis III sous I’appellation

KEYNOTE-034, qui sera traitée ultérieurement (105,106).

Figure 39 : PFS et OS exprimés en mois des 21 patients de I’étude MASTERKEY-265.
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Au cours de I’année 2017, les résultats d’une étude (MITCI) portant sur la faisabilité
de la combinaison du Coxsackievirus CVA21 et de I’ipilimumab furent présentés en 2 temps.
Une premiere communication & ’ASCO 2017 rapportait les données récupérées sur 13
patients ayant tous recu une immunothérapie anti-PD-1 au préalable. La seconde
communication a eu lieu ultérieurement, en 2017 pour ’AACR, et portait sur un total de 23
patients. Le schéma d’administration prévoyait une seule dose de CVA21 (3 x 103TCIDso)
aux jours 1, 3, 5, 8 et 22. Les injections suivantes étaient séparé¢es de 3 semaines avec un
maximum de 6 séries supplémentaires. La combinaison avec I’ipilimumab démarrait au jour
22, ala dose de 3 mg/kg toutes les 3 semaines.

Aucune DLT n’a été rapportée pour la combinaison qui fut bien tolérée. Seul 2 événements de
grade 3 furent observés : une fatigue et une toxicité hépatique, toutes deux imputables a
I’ipilimumab. Les résultats, bien que préliminaires, font état d’'un ORR chez 9 des 18 patients
¢valuables au moment du data cut-off. Seuls 4 des 18 patients ont progressé. Plusieurs autres
données sont intéressantes. Tout d’abord, parmi les patients inclus, 3 sur 8 ont répondu a la
combinaison, alors qu’ils avaient progressés lors de leur traitement par immunothérapie anti-
PD-1 précédente. Deuxiémement, 1’intégralit¢ des 7 patients ayant un stade IVmlc ont
présenté une maladie a minima contrdlée, depuis 1’administration de la combinaison. Pour
finir, une augmentation de la population de cellules T CDS activées et T CD4 fut constatée
dans le sang périphérique des patients, avec un pic suivant la 3¢ injection d’ipilimumab
(59,107,108). 11 est a noter que 1I’A21 avait été test¢ en Phase I en monothérapie
précédemment (103).

Une extension de cette étude en phase II avec des inclusions supplémentaires fut réalisée et

sera traitée ultérieurement.

La méme année, 1’abstract d’un second essai (CAPRA) avec le Coxsackievirus
CVA21 fut présenté, mais cette fois-ci en combinaison avec le pembrolizumab en IV. La
population a 1’étude concernait toujours les patients atteints d’un mélanome de stade avancé
précédemment traités ou non. Le schéma de dose s’articulait comme suit: le CVA21 en
monothérapie IT aux jours 1, 3, 5, 8 puis toutes les 3 semaines avec un maximum de 19
injections. La dose était fixée a 3 x 108 TCIDso. L’ajout du pembrolizumab a la dose de
2mg/kg, démarrait a la fin de la premiére série d’injections du CVA21, au jour 8, puis toutes

les 3 semaines. Une analyse intermédiaire était prévue apres 1’inclusion des 12 premiers
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patients, et les résultats préliminaires rapportent des données sur 11 patients évaluables sur les
14 patients inclus au moment de la publication des données.

Concernant la tolérance des IPs, seuls des AEs de grades inférieurs a 3 furent constatés pour
le CVA21, et ceux associés au pembrolizumab furent conformes a ceux attendus par le RCP.
Une réponse fut observée chez 8 des 11 patients avec un délai médian de 1,6 mois. Si ’on
ajoute les SD observées, c’est 10 patients au total qui ont vu leur maladie étre controlée. A la
vue de ces résultats, le nombre de patients attendus a été porté a 50 et les résultats sont en

attente de publication (109).

Toujours sous forme d’abstract, en 2019 fut présenté¢ au meeting annuel SITC, la
combinaison du CMP-001, un agoniste du TLR9 en intratumoral, et du pembrolizumab en IV
chez des patients atteints de mélanomes avancés et résistants aux traitements standard. Cet
essai de Phase Ib avec une extension en 2 parties a réunie les données de 144 patients. Tout
d’abord en escalade de dose avec 44 patients, puis en extension avec 69 patients pour la
premiére et 31 pour la seconde. L’escalade de dose comprenait 5 niveaux (1, 3, 5, 7.5 et
10mg) administrés, soit toutes les semaines pendant 7 semaines puis a intervalles de 3
semaines, ou toutes les semaines pendant 2 semaines puis toutes les 3 semaines. Le
pembrolizumab, lui, était administré toutes les 3 semaines a la dose de 200mg. La premicre
extension de I’étude voyait les patients recevoir le CMP-001 a la dose de 5 ou 10mg, tandis
qu’une seule dose a 10mg était administrée dans la seconde. L’extension n’a recruté que des
patients ayant recu une immunothérapie anti PD-1 précédemment. En paralléle, une autre
cohorte fut ouverte pour étudier I’efficacit¢ du CMP-001 en monothérapie avec 24 patients.
Les résultats montrent, pour la combinaison avec le pembrolizumab, un ORR de 22,7% pour
I’escalade de dose qui augmente a 25,8% dans 1’extension, montrant I’intérét d’utiliser une
dose a 10mg. L’administration d’une forme diluée du CMP-001 révéla une diminution de
I’ORR pour cette cohorte. Sur I’ensemble de la partie monothérapie, I’ORR fut de 22% mais
une progression fut constatée lors de la seconde évaluation par imagerie (Figure 40). A noter
que les cohortes d’extension révelent une levée de la résistance a I’'immunothérapie chez les
répondeurs. Pour ce qui est de la tolérance, aucune DLT ne fut observée et la majorité des
AEs, reliés a la combinaison ou la monothérapie, furent des syndromes pseudo-grippaux et
des réactions au site d’injection. Des effets indésirables de grade 3 ou supérieurs furent

reportés chez 1/3 des patients ayant regu la combinaison et chez 22% des patients inclus dans
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la partie monothérapie. Les résultats des biopsies réalisées pendant I’étude corroborent le

mécanisme d’activation du TLRO.

CMP-001 + Pembrolizumab
M= 1,44, CMP-001 monotherapy
Dose First expansion Second N =23
escalation N =69 expansion

N =44 N =31

N =8* N =61 N=13 N=1 N=4 N=5

CMP-001 CMP-001~ CMP-001 Diluted CMP-001 | CMP-001 | CMP-001 | Diluted Diluted CMP-
Treatment: initially* CMP- (10 mg) (10 mg) | initially CMP-001 | 001 initially
001* (10 mg)§ | (5 mg) (5 mg)y

ORR 22.7% 37.5% 11.5% 25.8% 154% 0% 0% 60%
(95% CI): (11.5%- (8.5% - (4.8% - (11.9% -
37.8%) 75.5%) 22.3%) 44.6%)

Figure 40 : Détails du traitement par CMP-001 regus par les patients et ORR respectifs de chaque
cohorte.

Lors de la publication des résultats finaux en 2020, la durée médiane de réponse pour la
combinaison n’était toujours pas atteinte. Le recrutement de cet essai est actuellement terminé

et les données finales sont en attente de publication (110-112).

A I’ESMO cette fois-ci, furent présentés les résultats préliminaires d’un essai de Phase
I/I combinant le tilsotolimod (IMO-2125) un agoniste du TLR9 a I’ipilimumab par voie
systémique. Lors de la présentation des résultats, 24 patients sur les 60 attendus avaient été
inclus. Tous présentaient un mélanome réfractaire aux traitements standards. L’objectif
principal de cette étude fut 1’évaluation de I’ORR, la tolérance et la faisabilité étant ramenées
au second plan. En paralléle, les populations cellulaires T furent étudiées. Le tilsotolimod était
injecté a la dose de 8mg et I’ipilimumab a la dose standard de 3 mg/kg, toutes les 3 semaines.
Cinq des patients inclus ont également re¢u des immunoglobulines en IT.
Vingt-et-un patients furent évalués par imagerie révélant un ORR de 22,4% un DCR de 71%
basé sur les réponses suivantes : 2 CR, 6 PR et 7 SD. Six patients présentaient encore une
réponse en 2018 lors du congrés. Au niveau des toxicités, celles reliées a 1’injection en IT
furent des syndromes pseudo-grippaux de grade 1 ou 2 résolutifs en 24 a 48h maximum. 8
patients ont présenté des effets indésirables immunitaires : 2 patients ont eu une hypophysite
et 2 autres une hépatite. 3 autres patients ont présenté un syndrome de Guillain-Barré, une
colite et une entérocolite respectivement.
Ces résultats ont déclenché un essai de phase 111 (NCT03445533) comparant la combinaison a
I’ipilimumab seul qui a démarré en 2018 et est toujours en cours. La phase II de I’essai a

continué a recruter des patients et les résultats sont en attente de publication (113).
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Le dernier essai de Phase Ib, dont les résultats ont été présentés récemment et qui se
poursuit actuellement en Phase II, décrit la combinaison d’un agoniste de TLRY, le
cavrotolimod combiné au pembrolizumab en IV. La tolérance fut étudiée sur 5 doses : 2, 4, 8,
16 et 32mg administrés chaque semaine, puis toutes les 3 semaines, chez des patients
présentant des tumeurs solides avancées. Le pembrolizumab fut ajouté lors de la troisiéme
injection de cavrotolimod. Vingt patients, dont 19 évaluables lors de la publication des
résultats, furent inclus.

Aucune DLT ne fut observée au niveau des 5 paliers de dose et aucun AEs de grade 4 ou
supérieurs. Seuls 2 événements indésirables de grade 3 furent attribués a la combinaison :
agitation et réaction au site d’injection. Les plus communs de grades inférieurs furent des
réactions aux sites d’injection et des syndromes pseudo-grippaux. L’ORR fut de 21%, avec 4
réponses (2 mélanomes et 2 carcinomes cellulaire de Merkel) parmi les 19 patients
évaluables. Ces 4 patients avaient précédemment progressé sous immunothérapie anti PD-1.
Les résultats des explorations ancillaires ont révélé une action systémique grace a des
infiltrations de lymphocytes T cytotoxiques, autant dans les 1ésions injectés que dans les non-
injectées.

Ces résultats ont permis de sélectionner la dose de 32mg pour la phase suivante de 1’essai

(30).

Tous ces essais de phases précoces en monothérapie et en combinaison orientent vers
des observations similaires. Tout d’abord, I’administration au niveau local permet 1’utilisation
de doses plus importantes par rapport au niveau systémique. De plus, aucune DLT n’a
entrainé 1’arrét de 1’escalade de dose au sein des essais ; le constat inverse a méme été
constaté a plusieurs reprises, avec I’absence de MTD apres ['utilisation de la plus haute dose
prévue par le protocole. Au niveau de I’efficacité, un effet local a ét¢ constaté dans chaque
protocole, avec cependant un potentiel effet systémique relatif, voir nul pour certains essais.
L’apport des checkpoints inhibiteurs en systémique est indéniable, avec une vraie plus-value a
confirmer dans les essais de phases suivantes. Mais des résultats prometteurs sont déja
observés. L’absence de toxicités exacerbées par ces combinaisons est également a souligner.
Aucune DLT ne fut constatée, ni méme la présence de grade 4 ou 5, lors de I’addition de CPlIs
en intraveineux. Enfin, au niveau des effets sur la population immunitaire du
microenvironnement tumoral, il y a le constat de la présence de lymphocytes T et de ses sous-

groupes (T CD8+, NK) traduisant une réponse spécifique dirigée contre la tumeur.
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Cette stratégie thérapeutique, en combinant des agents administrés localement avec des 10s
systémiques ont également permis de lever ’inhibition rencontrée par certains patients, suite a

leur traitement par immunothérapie systémique seule.

2.3. Essais de Phase 11

Les essais appartenant a la phase suivante, la Phase II, ont pour but de déterminer si la
Recommanded Phase II Dose (R2PD) issue de la Phase I s’avére étre efficace, tout en gardant
le critére de slreté démontré antérieurement. La population a 1’étude va étre sélectionnée en
utilisant les potentiels signaux observés sur un ou plusieurs types histologiques inclus dans la
Phase Précoce. On distingue 2 sous-catégories de Phase II :

La Phase Ila va confirmer les résultats de la phase I, au niveau de D’efficacité (réponse
tumorale) et préciser les toxicités ainsi que les résultats concernant la pharmacocinétique et la
pharmacodynamie de I’IP.

La Phase IIb va garder le critére d’apprentissage de la Phase I en explorant plusieurs doses,
mais en ayant ’efficacité en critére principal, lorsque 1’évaluation de la toxicité sera reléguée

au second plan grace aux résultats obtenus antérieurement (114).

Le pool des essais de Phase II en intratumoral fait ressortir 6 axes de recherche d’un
point de vue histologique. Sur les 14 essais publiés, les investigateurs se sont intéressés a des
populations de patients atteints de carcinomes cutanés squameux de la téte et du coup
(SCCHN), mélanomes, carcinomes hépatocellulaire (HCC), carcinome a cellules de Merkel,

carcinomes squameux cutané (CSCC) et cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC).

2.3.1. SCCHN

Un essai clinique s’est focalisé sur un groupe 10 patients présentant un SCCHN non
traité¢ précédemment, avec pour objectif principal d’évaluer la pharmacodynamie et les effets
sur le systéme immunitaire de I’IL-12 injectée en intratumoral, suite aux résultats de la phase
I. L’essai fut donc construit avec 1 injection par semaine pendant 2 & 3 semaines, avec un
maximum de 4 injections. L’essai précédent ayant mis en avant un effet immunitaire maximal
durant les 24h suivant I’injection, une tumorectomie était programmeée dans ce laps de temps

apres la 3¢injection. 2 bras de traitements furent dessinés avec un bras contrdle et un bras de
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traitement comprenant 2 niveaux de doses. 10 patients furent inclus dans le bras recevant la
dose de 100 ng/kg pour les 5 premiers, puis la dose de 300 ng/kg. Ces deux niveaux de doses
¢tant les mémes que ceux explorés lors de la phase I, suite aux réponses observées chez 1
patient a chaque niveau de dose. Un patient présenta une ¢élévation de transaminases de grade
3 apres sa troisiéme injection. La dose de 300 ng/kg fut administrée chez 4 patients. Deux
d’entre eux présenterent une toxicité de grade 3 au niveau hépatique, ainsi qu’une fatigue du
méme grade. Le troisiéme patient recu 3 injections a 300 ng/kg et présenta une acidose
métabolique de grade 3. Ces 3 événements de grade 3 furent synonymes de DLT pour cette
dose. La dose fut donc diminuée a 100 ng/kg pour le 10° patient (Figure 41). Malgré
I’apparition de cette DLT non anticipée, aucune opération ne fut annulée ou décalée pour
I’ensemble des patients de ce groupe. Une des explications potentielle de cette toxicité est le
fait que contrairement a la population ayant participé a la phase antérieure, aucun des patients

ici n’a regu de traitements par IO précédemment.

Figure 41 : Toxicités de grade 2 et 3 présentées par les 10 patients inclus dans le bras de traitement.

Mis a part les résultats décevants dus a la forte toxicité observée, les analyses de PK/PD
réalisées ont permis de confirmer les observations de I’essai précédent. En effet, on retrouve
un pic d’INF-y et d’IL-10 24h post-injection avec une relation dose/effet ; les taux se révelent

étre plus élevés chez les patients ayant recu la dose de 300 ng/kg vs 100 ng/kg (Figure 42).
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m = 100ng/kg semaine 1,
A =100 ng/kg semaine 2 ou 3 et
¥ =300 ng/kg semaine 1.

Figure 42 : Effets sur les taux de cytokines plasmatiques : taux d’INF-y et d’IL-10 suite aux
injections d’IL-12 IT.

Les taux constatés sont supérieurs apres les premieres injections de la dose de 300 ng/kg.

A noter que les taux d’INF-y et d’IL-10 furent inférieurs lors des injections suivantes.

Un recrutement des lymphocytes périphériques vers les ganglions lymphatiques fut également
observé, venant appuyer les données récupérées lors de la phase 1. Les taux de cellules NK
furent plus élevés dans les ganglions périphériques chez les patients injectés avec 1’IL-12, par
rapport au groupe controle. Méme constat avec les lymphocytes Th qui furent en sous nombre
chez les sujets injectés. Les résultats d’efficacité sont contrastés mais semblent orienter vers
une légere plus-value pour le groupe traité, avec un OS médian non atteint et un PFS médian
non atteint lors de la publication des résultats. L’OS et le PFS médians furent quant a eux
atteints pour le groupe controle, avec 2,3 ans et 2,9 ans respectivement. De plus, 5 patients sur
10 ont progressé dans le groupe IL-12, contre 15 sur 20 dans le groupe contrdle.

Malgré de bons résultats au niveau de la pharmacodynamie, la mise en évidence de toxicités
et le nombre trop faible de patients n’a pas permis, a ce jour, de continuer le développement

de cette stratégie néo-adjuvante (115).
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2.3.2. Mélanomes

Suite aux résultats des essais de phase I obtenus, 2 virus oncolytiques ont été identifiés
pour la réalisation d’études de phase II chez des patients atteints de mélanomes. Le premier
concerne le T-VEC, le virus HSV-1 modifi¢ pour améliorer la réponse immunitaire
antitumorale. Cet agent fut également combiné et comparé a I’ipilimumab IV ou au
pembrolizumab, dans d’autres essais. Deux Coxsackievirus furent également utilisés dans ces

phases de développement.

L’efficacité du T-Vec fut explorée dans 3 essais de Phase II, dont 1 est actuellement en cours.
Le premier date de 2009 et fait suite a 1’essai de Phase I décrit précédemment. La dose
retenue était la RP2D obtenue lors de la phase précédente, soit 1 x 108 pfu et administrée en
IT a 2 semaines d’intervalle. Pour cette étude, afin de limiter les AEs lors de la 1°™ injection,
la premiére dose était réduite a 1 x 10° pfu. La méme dose et la méme stratégie furent
réitérées en 2017, lors de la combinaison avec I’ipilimumab. Cinquante patients furent inclus
dans le premier essai, tandis que le second en a réuni 198. Suite aux résultats d’un essai
antérieur de Phase III, qui sera détaillé en suivant, une stratification fut réalisée en fonction du
stade de la maladie des patients : IIIB, IIIC, IVM1a, IVM1b vs. IVMIc et le statut BRAF
muté ou non ; ceci dans le but d’affiner I’éventuelle efficacité de I’IP par rapport au stade de
développement du mélanome. Les objectifs principaux de ces 2 essais, en plus de I’efficacité,
furent I’évaluation de la survie et de la safety.

Les données issues de I’essai de 2009 rapportent un ORR de 26%, en se basant sur les critéres
RECIST, avec 8 CR et 5 PR. Dix patients supplémentaires ont également présentés une SD
portant le DCR a 46% pour cet essai (Figure 43). La combinaison avec I’ipilimumab permit
d’¢lever I’ORR a 39%, avec 38 patients parmi les 98 présents dans ce bras. Dix-neuf patients
présentérent une SD en plus, portant le DCR a 58%. En comparaison, le bras n’impliquant
que I’ipilimumab a obtenu des nombres moins élevés avec un ORR de 18% et un DCR de

42%, soit 18 et 42 patients respectivement (Figure 44).
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Figure 43 : ORR corrélé au stade du mélanome des patients de ’essai de 2009.

Figure 44 : ORR corrélé au stade du mélanome des patients de 1’essai comparant la combinaison T-
Vec + ipilimumab vs. ipilimumab seul dans I’essai de 2017.

En paralléle de I’efficacité, la survie des patients fut également analysée. Pour les 50 patients
de la premicre étude, I’estimation de Kaplan-Meier donne plus de 16 mois pour la survie
globale et un taux de survie a 1 an de 58% tous patients confondus, idem pour les stades IV.
Pour les patients ayant présenté une réponse au traitement, il atteint 93%. Les patients de la
seconde étude ont présenté un PFS médian de 8,2 mois pour le bras ayant regu la

combinaison, contre 6,4 mois pour le bras ipilimumab (Figure 45).
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Figure 45 : Estimation de Kaplan-Meier du PFS des 2 bras a I’étude.

Ces données d’efficacité, de survie et de toxicité récoltées sur le T-Vec en monothérapie ont
permis d’initier un essai de Phase III randomisé chez des patients atteints de mélanomes de
stades avancés. En effet, les données issues d’une méta-analyse réalisée sur la période de
1975 a 2005 publiait un taux de survie a 1 an de 25% chez 2100 patients atteints de mélanome

de stade IV pour 40% ici (116).

Pour la combinaison avec I’ipilimumab, I’ORR se révele étre supérieur a celui du T-Vec seul :
39% contre 26% et également supérieur a celui de I’ipilimumab seul compris entre 11 et 19%,
selon les études. Cependant, en paralléle se déroulait I’étude MASTERKEY-265 étudiant la
combinaison T-Vec + Pembrolizumab, qui sera décrite ultérieurement et dont les premiers
résultats permirent I’inclusion de patients dans la Phase II1.

Un 3° essai utilisant le T-Vec explore la combinaison avec le pembrolizumab
(NCT02965716), mais chez des patients ayant déja regu et progressé sous un anti-PD-1 ou
PD-L1, seuls ou en combinaison. Le recrutement étant terminé, la publication des résultats

devrait avoir lieu dans les prochains mois (95,117).

Toujours pour le mélanome et suite aux résultats de la Phase I en monothérapie, 1’essai
nommé CALM fut mené chez 57 patients présentant des mélanomes de stade IIIC-IVMIc. Le
CVA21 (CAVATAK) était administré 5 fois lors du premier cycle, aux jours 1, 3, 5, 8 et 22,
puis toutes les 3 semaines. La dose était fixée a 3 x 108 TCIDs en intratumoral. Son objectif

principal était d’obtenir un irPFS chez au moins 9 patients, parmi 54 évaluables, le second
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incluait, entre autres, la survie a 1 an et I’efficacité du traitement. Le primary endpoint fut
atteint avec 21 patients présentant un irPFS sur les 57 évaluables. Au niveau de ’efficacité,
I’ORR était de 28,1% et le taux de survie a 1 an de 75,4%. Les investigateurs ont cependant
noté la présence d’infiltrats de LT CD8+ et de cellules exprimant PD-L1.

Devant ces résultats encourageants et la constitution d’infiltrats intratumoraux immuns, la
stratégie de développement du CVA21 fut orientée vers sa combinaison avec des anti-PD1 ou

des anti-CTLA-4, dans des essais de Phase Ib décris précédemment (118,119).

On peut également mentionner I’essai « IGNYTE », utilisant le RP1 en combinaison avec le
nivolumab, dont les résultats finaux des Phases I/II sont en attente de publication. Un abstract
présenté a ’ASCO 2020 montre des résultats préliminaires encourageants dans les cohortes
de patients atteins de cancers de la peau. Trente-neuf patients ont été inclus ; 30 mélanomes, 6
carcinomes squameux, | carcinome basal, 1 carcinome de Merkel et 1 angiosarcome. Huit
réponses objectives ont ¢été rapportées. Trois au sein de la population de mélanomes
réfractaires aux anti-PD-1 et 5 au sein de la population des carcinomes squameux, dont 3 CR.
Les AEs ne sont pas détaillés mais il y est fait mention de grades 1 et 2 reliés au RP1, ainsi

qu’une absence d’exacerbation des AEs induits par le nivolumab (120-122).

2.3.3. Carcinomes hépatocellulaires

Pour les carcinomes hépatocellulaires, suite aux essais présentés précédemment, la
stratégie utilisant le JX-594 (Pexa-Vec) en monothérapie fut explorée dans un essai de Phase
IT randomisé. Au départ, 49 patients furent screenés, 19 ne furent pas ¢éligibles. Les 30 patients
restant furent randomisés en 1 pour 1 au sein de 2 bras de traitements : 16 dans le bras « low-
dose » (1 x 108 pfu) et 14 dans le bras « high-dose » (1 x 10° pfu). Cette répartition n’entraina
pas de différence statistiquement significative au niveau des 2 groupes, qu’il s’agisse de leurs
caractéristiques ou de leurs pronostics par rapport a leur maladie. Le design de 1’étude
comprenait une injection aux jours 1, 15 et 29 a une des deux doses réparties dans maximum
5 lésions intra-hépatiques. Le volume injecté était proportionnel au volume tumoral et
représentait jusqu’a 25% de ce volume. Parmi les 30 patients traités, 29 furent considérés pour

I’étude de la survie, et 27 pour I’évaluation par imagerie (Figure 46).
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Figure 46 : détails du recrutement, de la randomisation, du traitement et de 1’évaluation des patients.

La tolérance du JX-594 fut similaire aux éléments rapportés dans les essais FIH et de Phase I,
avec des symptomes pseudo-grippaux (fievre, rigueurs, nausées et vomissements) de grade 1
a 2 se manifestant dans les premicres 24h. Bien que les symptdmes soient les mémes entre les
groupes, ’intensité de ceux observés fut majorée dans le groupe « high-dose », avec des
nausées et vomissements de grade 3 nécessitant un prolongement de I’hospitalisation chez 1
patient. Une température supérieure lors des épisodes de fievre, ainsi qu’une incidence
supérieure de 30% de survenue d’anorexie (grade 1 a 2) furent également observés dans ce
groupe. Enfin 1 patient, toujours de ce groupe, présenta des pustules cutanées au niveau des
extrémités, du torse et du front dans les 4 jours suivant la premiére injection. Celles-ci furent

de résolution spontanée sans cicatrices au bout de 6 semaines. Au niveau des effets
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indésirables communs aux 2 groupes, une augmentation des transaminases fut rapportée chez
2 patients du groupe « high-dose » et 4 du groupe « low-dose ».

Le premier examen d’imagerie avait lieu la 8° semaine suivant la premiere injection IT puis
en fonction de 1’évolution clinique des patients suivis. Les méthodes mRECIST et Modified
Choi Criteria (123) furent utilisées.

Le modified Choi criteria associe, en plus de I’évolution de la taille des lésions cibles, leur
perfusion sanguine et ainsi, I’évolution de leur nécrose. Conformément aux résultats mis en
avant lors de la Phase I, I’activité antitumorale fut bien présente avec un DCR de 46% a la
semaine 8 : 1 CR, 3 PR et 10 SD per mRECIST répartis équitablement dans les 2 groupes.
Avec en moyenne une augmentation de 23,8% pour le groupe low-dose et -8,8% pour le
groupe high-dose pour le diameétre tumoral le plus long (LD). D’apres les investigateurs, ces
chiffres peuvent étre le reflet des cedémes consécutifs aux injections IT. L’analyse des mémes
Iésions avec le modified Choi criteria donne les chiffres suivants : -28,8% et -35,6% pour les

groupes low-dose et high-dose respectivement (Figure 47 a et b).

Figure 47 : (a) Evolution du diamétre long des I€sions cibles a la semaine 8 selon mRECIST (n=22).
(b) Evolution du diamétre long ou de I’amélioration du contraste des Iésions cibles a la semaine 8
selon modified Choi criteria (n=22).

Au niveau des données de survie plusieurs parametres ont été explorés, la survie globale, la
probabilité associée a la dose recue (high ou low), ainsi que celle associée au nombre de
Iésions tumorale chez le patient au moment de I’inclusion dans 1’essai. La survie globale
médiane rapportée différe entre les 2 groupes de dose avec 6,7 mois pour le groupe low-dose
et 14,1 mois pour le groupe high-dose, portant la survie globale médiane a 9,0 mois pour

I’essai. L’estimation de Kaplan-Meier projette une survie de 66% versus 23% pour les
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groupes high-dose et low-dose respectivement et de 35% versus 11% a 18 mois (Figure 48 a).
La supériorité statistique du groupe high-dose est également mise en avant lorsque 1’on
compare la probabilité de survie associée a la présence de tumeurs multiples a la baseline
(Figure 48 b). En plus de I’impact de la dose sur la survie, un second parameétre s’est avéré
étre corrélé a la survie. Il s’agit de la concentration sanguine maximale en JX-594 atteinte
suite aux injections. Celle-ci fut supérieure chez les patients du groupe high-dose, soulignant

une meilleure distribution systémique.

Figure 48 : Analyse de Kaplan-Meier de la survie globale. (a) OS des 29 patients de 1’étude par groupe de
dose et globale (en pointillés). (b) OS de 19 patients présentant des tumeurs multiples a la baseline par
groupe.

Le taux de réplication du JX-594 ainsi que 1’expression du hGM-CSF furent également
analysés. Les résultats mis en avant par les investigateurs montrent la présence d’une
réplication virale au sein des cellules tumorales injectées de par les taux d’expression de -
galactosidase chez les patients. Les anticorps anti-f-galactosidase étaient présents chez 75%
des patients du groupe high-dose et 62% parmi ceux du groupe low-dose. L’expression de
hGM-CSF fut évaluée par le taux plasmatique présent chez les patients. Celui-ci fut
respectivement de 69% et 46% au jour 5 chez les patients du groupe high-dose et low-dose.
Sachant que ces taux étaient de 0% a la baseline pour I’intégralité des patients de 1’étude, cela
a permis d’attester que le hGM-CSF fut bien exprimé des suites des injections IT du PX-594
(124,125).

La corrélation de I’amélioration de la survie dose dépendante du groupe high-dose ainsi que
I’efficacité un DCR de prés de 50% sur un groupe de 30 patients randomisés a permis de

lancer un essai de Phase IIb, randomisé¢, chez 129 HCC n’ayant pas répondu au traitement par
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Sorafenib. Le but de cet essai était d’évaluer le potentiel bénéfice d’ajouter le Pexa-Vec au
BSC versus BSC seul, a la différence de 1’essai précédent ou la population n’avait pas été
exposée au Sorafenib. L’essai avait pour objectif principal I’évaluation de 1’OS.

Le JX-594 fut administré par voie IV dans un premier temps (1 injection) puis par voie IT
avec un maximum de 5 injections. Les patients furent randomisés dans 2 bras (2:1) Pexa-Vec
+ BSC versus BSC seul. Quatre-vingt-six patients furent inclus dans le bras comprenant le
Pexa-Vec contre 46 dans le second. Bien que la tolérance fut bonne avec seulement 7% d’AEs
de grade 3-4 reliés aux injections IT et les AEs attendus : fievre, frissons, nausée, perte
d’appétit, hypotension et rash cutané, les résultats de I’OS s’avérérent décevant avec
seulement 4,2 mois de survie médiane pour le bras Pexa-Vec + BSC, contre 4,4 pour le bras

BSC seul (Figure 49).

Figure 49 : Analyse de Kaplan-Meier de la survie globale entre les bras A (noir) et B (bleu).

Les réponses aux traitements furent également en-deca des attentes, avec un DCR de 13%
pour le bras Pexa-Vec + BSC et 18% pour le bras BSC. Le délai jusqu’a la progression fut
¢galement inférieur avec 1,8 mois en médiane, contre 2,8 pour le groupe BSC seul. 11 est
important de spécifier qu’un nombre significatif de patients ont quitté 1’essai (63% le bras
BSC et 24% dans le bras Pexa-Vec) et furent donc non-évaluables. Les investigateurs
s’orientent vers une diminution du bénéfice d’une thérapie utilisant le Pexa-Vec chez des
patients réfractaires aux traitements standards et ayant un grand nombre de lignes de

traitements précédentes (126).
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2.4. Essais de Phase II1

Suite aux différents résultats obtenus dans les essais de Phase II présentés ci-dessus, 3
stratégies avancerent pour la phase de développement suivante, comparant les IPs aux
standards de traitements en vigueur lors de leur période de recherche. Ainsi 3 essais de Phase
IIT impliquant le T-Vec, seul ou en combinaison avec le pembrolizumab dans le mélanome et

les cancers de la téte et du cou furent réalisés.
L’étude OPTiM :

Le T-Vec fut donc comparé au GM-CSF dans I’essai appelé OPTiM (NCT00769704) chez
une population composée de patients présentant un mélanome non-résécable de stade I1IB a
IVMlc. Le GM-CSF fut choisi comme traitement comparateur pour cette étude, suite aux
premicres évidences de son bénéfice chez cette population de patients comme traitement
adjuvant. Ses propriétés immuno-médiée et sa bonne tolérance contribuérent également a
cette décision (127). L’objectif principal de cette étude fut le DRR (Durable Response Rate)
défini comme le taux de CR et de PR de plus de 6 mois, survenant dans les 6 premiers mois
de I’¢étude. Les objectifs secondaires comprenaient 1’OS, le TTF (Time to Treatment Failure),
durée de la réponse observée et meilleure réponse observée.

Ce fut donc 436 patients au total qui furent inclus, répartis dans 64 centres a travers le monde
entre 2009 et 2011. Les premiers résultats furent présentés en 2015 et en 2019 pour les
résultats finaux. Les patients furent randomisés avec un ratio 2:1, soit dans le bras comprenant
le T-Vec en intratumoral, soit le GM-CSF en sous-cutané. Le bras expérimental regroupa 291
patients contre 127. Parmi les 436 randomisés, 4 ne furent pas traités dans le premier bras et
14 dans le second (Figure 50). Au niveau des critéres d’inclusion notables, ils devaient
présenter a minima 1 1ésion accessible pour injection. Egalement, on peut noter 1’absence de
métastases osseuses, cérébrales et une limitation a 3 métastases viscérales. Ces lésions
pouvaient étre cutanées, sous-cutanées ou ganglionnaires. Au niveau des lignes précédentes,
les patients avaient regu au moins 1 ligne de traitement précédente. Cependant, 47% n’avaient
recu aucune ligne de traitement depuis le diagnostic de maladie métastatique. Les critéres de
mesures par imagerie retenus furent les critetres WHO modifiés (128) qui définissent les
différentes réponses observées, par rapport a I’examen de baseline, comme suit: CR,
disparition de toutes les Iésions connues sur 2 observations séparées de 4 semaines. PR,
diminution de la taille globale des 1ésions de 50% ou plus, sur 2 observations séparées de 4

semaines. NC (no change), impossibilit¢ d’établir une diminution de 50% ou une
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augmentation de 25% de la taille totale des 1ésions sur au moins 1 observation. PD, une
augmentation de 25% minimum de la taille globale des 1ésions, ou 1’apparition de nouvelle(s)
lésion(s). Comme pour la Phase II, la dose de T-Vec fut de 1 x 10° pfu pour la premiére
injection puis, 3 semaines plus tard, de 1 x 108 pfu, espacée de 2 semaines pour les suivantes.
Toutes les 1ésions n’étaient pas injectées et la possibilité de changer de 1ésion entre 2 doses fut
donnée aux investigateurs. Le GM-CSF lui fut administré en sous-cutanée tous les jours
pendant 14 jours sur des cycles de 28 jours a la dose de 125 pg/m? La durée totale du
traitement était de minimum 24 semaines avec une évaluation par imagerie a 12 et 24

semaines, alors que le suivi clinique se déroulait lors de chaque début de cycle.

Figure 50 : Répartition des patients entre le bras expérimentale et le bras contrdle de I’étude OPTiM.

Lors de la publication des derniers résultats en 2019, la durée médiane du traitement était de
23,1 semaines. Les chiffres illustrant 1’efficacité pour la population incluse montrent une
supériorit¢ du T-Vec, avec un DRR plus élevé dans le bras expérimental et une réponse

durable chez 57 patients contre 2 dans le bras contréle (Figure 51). Une réponse complete
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(CR) fut observée chez 50 patients ayant recu du T-Vec, contre 1 aprés I’administration de
GM-CSF. Le nombre de réponses partielles (PR) fut également supérieur, avec 43
observations contre 8. Le DCR fut également plus important avec 76,3% des patients

présentant un contrdle de leur maladie versus 56,7%.

Figure 51 : Durée et type de réponse observée chez la population a 1I’é¢tude en fonction du traitement
recu : GM-CSF a gauche et T-Vec a droite.

Un des criteres-clés présent dans les objectifs secondaires était 1’OS. Celui-ci se révéla étre en

faveur des patients du bras expérimental, avec 4,4 mois supplémentaires (Figure 52).
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Figure 52 : OS de I’ensemble de la population traitée dans 1’essai OPTiM.

Enfin, un des autres éléments notables parmi les résultats de cette étude fut le bénéfice
observé chez un sous-groupe de patients. En effet, la population a I’étude comprenait des
mélanomes de stades métastatiques précoces (IIIB, IIIC, IVMIla) et avancés (IVMIb,
IVMIlc). L’utilisation du T-Vec dans les stades métastatiques précoces favoriserait une

meilleure réponse et une meilleure survie (Figure 53).
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Figure 53 : Exploration de 1’OS dans différents sous-groupes : nombre de lignes précédentes, stade de
la maladie, Indice de performance, genre, statut HSV-1 a I’inclusion.

Cette ¢tude démontre la plus-value du T-Vec par rapport au GM-CSF dans le mélanome non-
résécable, et particulicrement dans les stades métastatiques précoces. Le taux de survie a long
terme est significativement amélioré, ainsi que la qualité de réponse. De plus, sa trés bonne
tolérance avec treés peu d’effets indésirables de grades 3/4 : 11,3%, soit 33 patients (129—-131).
Ce taux fut comparé a ceux retrouvés avec les traitements par anti-PD-1/PD-L1 dans la méme
population : 13% pour le lambrolizumab (132), 10,1% a 19,9% pour le pembrolizumab
(133,134) et 5% pour le nivolumab (135,136) et s’avéra étre similaire, voire inférieur. Cet
argument fut utilisé, en plus des résultats présentés ci-dessus et de sa complémentarité
d’action avec I’immunothérapie systémique, pour réaliser des essais cliniques en combinaison
avec des CPIs. Deux combinaisons ont été décrites précédemment et implique I’ipilimumab et

le pembrolizumab en Phase I ou II.

Page 94 sur 131



L’essai MASTERKEY-265 (NCT02263508), combinant le T-Vec et le Pembrolizumab
versus Pembrolizumab seul, a d’ailleurs vu sa Phase III démarrer en 2014 et ’inclusion des
patients est terminée depuis novembre 2020, avec un total de 713 patients. Les résultats sont

en attente de publication (137).

La méme combinaison fut également testée pour une population différente atteinte de cancers
de la téte et du cou réfractaires ou métastatiques dans 1’essai MASTERKEY- 232. La Phase
IIT fut cependant abandonnée en 2020 en raison d’une efficacité similaire au pembrolizumab

seul apres les résultats observés chez les 36 premiers patients inclus (94).

Il est également a noter qu’un essai de Phase III impliquant le tilsotolimod en combinaison
avec I’ipilimumab est toujours en cours suite, aux résultats mis en avant dans les phases

précédentes.
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3. Discussion

3.1. Résultats des essais analysés

Ces 41 essais, toutes Phases confondues, illustrent le large panel de stratégies
envisagées pour les administrations intratumorales. La plus grande diversité d’agent se
retrouve au niveau des phases précoces avec 26 agents répartis dans 7 catégories. On peut
noter I’intérét que suscite les virus oncolytiques ainsi que les agonistes du TLR9 qui sont les
plus étudiés. L’étude des ces agents a permis de mettre en avant la faisabilité de leur

utilisation ainsi que leur toxicité et leur efficacité (Annexes 2).

3.1.1. Faisabilité

L’ensemble des essais décrits précédemment concluent positivement a la faisabilité de
I’injection des 26 agents étudiés. Il est cependant important de noter qu’un nouveau critére
d’inclusion a été ajouté pour déterminer 1’¢ligibilité des patients de ces essais : la mention de
« lésions accessibles ». Ce type de 1ésions doivent étre superficielles : 1ésions cutanées, sous-
cutanées, ganglionnaires, ou plus profondes: hépatiques, pulmonaire, ganglionnaire par
exemple. Cette accessibilité peut nécessiter 'utilisation d’appareils d’imagerie pour guider
I’injection tels que le scanner ou 1’échographe, pour les 1ésions plus profondes notamment.

La présence de ce type de lésions oriente donc vers certains cancers pour la sélection des
patients. On va donc retrouver les mélanomes, les SCCHN, les HCC, les cancers du pancréas

et les CSCC, majoritairement.

3.1.2. Toxicités

DLTs:

Parmi des 26 agents, 8 ont présentés des DLTs. Sept au cours des phases précoces et
une, inattendue, lors d’une phase II. Elles se sont manifestées au niveau gastro-intestinal avec
des ¢lévations de lipases (BC-819), une hyper bilirubinémie (JX-594), des douleurs
abdominales (JX-594, ADC-1013), des vomissements (MK-1454) et une cholécystite (ADC-

1013). Au niveau local, elles se sont présentées sous la forme d’une gangréne gazeuse et une
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fracture (spores du clostridium novyi-NT), ou des réactions au niveau du site d’injection
(MK-1454). Enfin sur un niveau plus général, on retrouve une obstruction des voies aériennes
supérieures (EBC-46) et une septicémie (spores du clostridium novyi-NT). Aucunes de ces
DLTs ne s’est avérée limitante pour continuer le développement de ces agents. Les plus
importantes ont été constatées suite a I’administration des spores du C. novyi-NT mais sont
restées contrdlables. Une DLT de cette liste fut cependant de grade 5; une hémorragie
artérielle suite a I’injection de T-Vec fut rapportée chez un patient présentant un HNSCC dans
un essai de phase I.

La DLT inattendue est reliée a 1’administration de rhIL-12 dans un essai de phase plus
avancée. La RP2D définit lors de la Phase précédente a entrainé des toxicités de grade 3,
qualifiées de DLTs, chez 3 des 4 patients inclus a ce niveau de dose, entrainant ainsi une

diminution de la dose pour les patients suivants.

AEs Grade 3/4 :

Au niveau des AEs les plus sévéres, de grade 3 ou 4 mais non-considérés comme des
DLTs, la fievre va étre le plus observé. Elle est retrouvée chez plusieurs catégories d’agents
comme les virus oncolytiques, notamment le T-Vec et le Pexa-Vec, ainsi que chez les
agonistes des PRRs, comme les activateurs du RIG-1 (MK-4621) ou les agonistes STING
(MK-1454). On peut également mentionner, au niveau du site d’injection, 1’expérience de
douleurs et de réaction par les patients. Ces AEs ont été majoritairement observés chez les
agonistes des PRRs et les virus oncolytiques. Les syndromes pseudo-grippaux ont également
été observés trés fréquemment chez les patients ayant recu le T-Vec et le Pexa-Vec. Des
perturbations de la NFS de grades ¢levés furent constatées aprés 1’administration de vecteurs
ou recombinants de [Iinterleukine-12, avec des lymphopénies prolongées ou des
thrombocytopénies. Enfin, 1’induction d’hypotension de grade 3, suite a 1’administration
d’ADC-1013 ou de T-Vec, peut étre mentionnée parmi les AEs sévéres.

Ces toxicités significatives constituent un parameétre clé, tant pour la poursuite des
essais cliniques que pour la sécurité des patients. Leur faible nombre, ainsi que leur finalité
résolutive, sauf dans un des cas, peuvent souligner la sireté de la stratégie intratumorale qui

constituait le postulat initial d’exploration de cette voie d’administration.
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AFEs les plus fréquents :

A des grades inférieurs, les AEs les plus représentés vont étre, pour une partie,
similaires a ceux décrits précédemment ; fievre, douleurs/réactions au site d’injection,
syndromes pseudo-grippaux, perturbation de la NFS et hypotension. La seconde portion, va
comprendre la fatigue, les nausées, les frissons et les vomissements. Ces effets indésirables
vont étre observés trés fréquemment : jusqu’a 62% des patients pour la fatigue chez les
patients ayant regu du T-Vec par exemple.

Un des paramétres a prendre en compte concernant ces données de toxicité, réside également
dans le fait que pour certains agents la dose injectée en local est supérieure a celle administrée
en systémique. Par exemple pour ’ADC-1013, suite a I’essai FIH réalis¢, la RP2D retenue

était de 200pg/kg pour la voie intratumorale et de 75ug/kg pour la voie systémique.

Bien que déclenchant des effets indésirables systémiques en plus des AEs locaux, la
stratégie d’administration intratumorale semble présenter un profil avantageux, par rapport a

I’IV, tant pour limiter les toxicités que pour atteindre des doses plus élevées.

3.1.3. Réponses observées

L’analyse des réponses obtenues constitue un des objectif principaux des essais de
Phase 11, c’est donc 1a que les taux de réponses sont les plus détaillés. Cependant, ce facteur

est néanmoins présent dans les résultats des essais de phases précoces.

Monothérapie :

Parmi les essais précoces, ’ADC-1013, les CART Cells en sénologie, les spores du
Clostridium novyi-NT, les Canarypox Viruses Expressing B7.1 and Interleukin 12, le
Respiratory Entericorphan et I’Adv.RSV-tk ont présenté des résultats orientant vers des
réponses pharmacologiques chez les patients. Une poursuite de I’exploration de leur efficacité
pourrait étre envisageable. D’autres agents, comme ’EGFR AS, le DT01, le BC-819, les
CCL21 Gene-Modified DC, I’EBC-46, I’a-gal et le MK-4621 ont prouvé au stade précoce des
réponses intéressantes, avec notamment des CR au sein de la population a I’étude, et seraient
prétendants a I’initiation d’essais de Phase Il notamment en combinaison avec des PD-1/PD-
L1. Cependant, a I’exemple du cDNA IL-12, I’Ad.IL-12, I’effet antitumoral s’est avéré limité,

comme par exemple un effet circonscrit aux seules 1ésions injectées pour le cDNA IL-12, et la
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poursuite des investigations fut interrompue. Enfin, le PX-594, le rhIL-12, le Coxsackievirus
A21 et le T-Vec ont vu leur développement atteindre la Phase II en monothérapie.

En phase II, le CVA21 a montré des résultats intéressants, notamment au niveau de la levée
de résistance a I'immunothérapie chez des patients réfractaires en premier lieu, ce qui a dirigé
la poursuite de son développement en combinaison avec un CPIL. Le rhIL-12 quant a lui,
malgré de bons résultats, a mis en évidence des toxicités, et le nombre trop faible de patients
n’a pas permis a ce jour de continuer son développement. Le PX-594 a aussi présenté des
résultats en-deca des attentes pour sa Phase II et la recherche s’est orientée vers une
combinaison avec un CPI. Enfin, le T-Vec a atteint la Phase III et démontré une supériorité,

tant au niveau de la survie, que de la réponse obtenue par rapport au GM-CSF.

Combinaison avec les CPlIs :

Suite aux différents résultats des Phases II en monothérapie, I’émergence d’une
combinaison entre I’administration IT et des CPIs a vu le jour pour approfondir cette synergie.
Ainsi I’ipilimumab a été combiné au CVA21, au T-Vec et a 'IMO-2125, au sein de
population présentant un mélanome. Grace a cette combinaison, le CVA21 a permis
I’obtention d’un ORR de 73% versus 28% en monothérapie et les seules toxicités majeures
ont été reliées a I’ipilimumab. Un essai de Phase II devrait voir le jour bientdt. Les résultats
du T-Vec avec la méme combinaison ont vu ’ORR passé de 26% a 39%. L’étude ayant été
complétée en mars 2021, une Phase III pourrait commencer sous peu. Il en est de méme pour
I’IMO-2125 dont les résultats de la seconde Phase, notamment la présence de réponse chez les
patients précédemment résistants ainsi qu’un effet sur les 1ésions non-injectées, ont permis le
lancement d’un essai de Phase III (NCT03445533).

Le pembrolizumab s’est également avéré étre un choix de combinaison pour 5 agents ; le T-
Vec, le SD-101, le CMP-001, le cavrotolimod et le MK-1454.

Le MK-1454 dont la Phase I est toujours en cours (NCT03010176), démontre une efficacité
supérieure en combinaison avec un DCR de 48%, avec 6 PR contre 20% et 0 PR en
monothérapie chez des patients présentant des tumeurs solides de stade avancé. L’étude du
cavrotolimod en combinaison a obtenu sa RP2D (32mg), et la Phase II est actuellement en
cours (NCT03684785), avec notamment, 3 des 4 répondeurs ayant progressé sous anti PD-1,
suite a la présentation des résultats préliminaires en 2020. La encore, une levée de la
résistance a I’immunothérapie systémique initiale a été constatée, suite a I’'infiltration de LT
cytotoxiques. Les résultats préliminaires de 1’essai comparant le CMP-001 en combinaison

versus monothérapie soulignent €galement la supériorité du duo IT + IV, avec un ORR
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supérieur par 10,4 points. La publication des résultats définitifs est toujours en attente mais
devraient ouvrir la voie a un essai de Phase III.

Le SD-101 affiche également des résultats prometteurs, suite a son étude en Phase précoces.
En effet, 2 patients ont présenté une PR et une SD pendant plus de 10 mois, lors de cet essai,
alors qu’ils avaient précédemment progressé sous thérapie anti-PD-1/PD-L1. Une Phase II
pourrait étre initie. La derniére combinaison avec le pembrolizumab est celle du T-Vec. Elle
fait suite aux résultats de la monothérapie, qui avaient suggéré une augmentation des taux de
LT CD8+ activés chez les patients répondeurs. Les résultats de la 3¢ Phase sont actuellement
en attente.

Une 3¢ combinaison explorée est celle avec le nivolumab. A ce jour, 2 virus oncolytiques y
ont été associés, ’HF-10, et le RP1. L’HF-10 fut test¢é dans un essai de Phase II
(NCT03259425) prévoyant I’inclusion de patients atteints de mélanomes de stades avancés
avec une injection d’HF-10 toutes les semaines et de nivolumab en IV tous les 14 jours.
Cependant, celui-ci fut interrompu en raison du nombre trés faible de patients inclus : 7 en
I’espace de 2 ans. Un nombre élevé d’effets indésirables graves, 10 chez 3 patients, peut
¢galement y avoir contribué (47). Concernant le RP1, seuls les résultats préliminaires ont été
communiqués a I’ASCO 2021 et montrent des résultats encourageants, tant au niveau de la
tolérance, avec seulement des AEs de grades /2, qu’au niveau de I’absence d’exacerbation de

la toxicité du nivolumab.

Aprés avoir prouvé sa faisabilité et sa relativement faible toxicité, 1’utilisation de
I’immunothérapie par la voie intratumorale montre des signaux d’efficacité. En témoignent
les CR observées chez les patients des essais utilisant, en monothérapie, des modulateurs
immunométaboliques (DT-01, EBC-46), des cellules du syst¢eme immunitaire (CCL21 DC, a-
gal), des séquences codantes d’acides nucléiques (EGFR AS, BC-819). On peut également
mentionner I’agoniste des PRRs le MK-4621. Les résultats des essais impliquant les virus
oncolytiques tels que le PX-594 et le CVA21 ont orienté vers une combinaison avec des CPlIs.
Il en est de méme avec le rhIL-12. La seule exception a ce jour reste celle du T-Vec qui a

atteint la Phase I1I en monothérapie et en combinaison.

Deux catégories d’agents, les virus oncolytiques et les PRRs agonistes, ont été combinés
avec les CPIs pour explorer une potentielle synergie, suite a la stimulation de la population
immunitaire du microenvironnement tumoral constatée aprés une administration locale. Le

premier effet constaté de ces associations fut la levée de la résistance a I’'immunothérapie chez
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des patients en rechute apres traitement par CPIs IV. Cet effet fut observé avec le tilsotolimod
chez des patients atteints de mélanomes ayant précédemment progressés sous
immunothérapie, ainsi qu’avec le MK-1454 et le cavrotolimod chez des patients présentant
des tumeurs solides de stades avancés. Le second fut I’amélioration de I’ORR observée avec
ces combinaisons, entralnant I’initiation d’une étude de Phase III utilisant le tilsotolimod et
I’ipilimumab, et la recommandation de la poursuite du développement du T-Vec avec cette

méme combinaison. Il en est de méme avec le CMP-001 combiné au pembrolizumab.

3.2. Essais en cours avec des résultats en attente

Au-dela des essais précédemment décrits, certains sont actuellement en cours, et leurs
résultats en attente de publication. Les combinaisons sont testées avec le nivolumab, avec le
cemiplimab ou encore avec I’injection d’ipilimumab en intratumoral, et non en IV, avec le
JX-594.

On retrouve ainsi le JX-594 en combinaison avec le nivolumab dans un essai de Phase II
(NCTO03071094) ayant recruté¢ 30 patients atteints de carcinomes hépatocellulaires, fut
complété fin 2020.

On peut également mentionner la combinaison du RP1 et du cemiplimab, un autre inhibiteur
de la voie PD-1/PD-L1 non testé a ce jour. L’essai de Phase II (NCT04050436) est toujours
en cours de recrutement et souhaite atteindre 180 patients présentant un CSCC. Il est composé
de deux bras de traitement, I’un comprenant le RP1 en monothérapie et ’autre explorant la
combinaison avec le cemiplimab. La date d’achévement de 1’essai est prévue pour mars 2025
et ’obtention des résultats préliminaires pour octobre 2022.

L’utilisation d’un STING agoniste ’ADU-S100 dans 2 essais est également en attente de
publication de données. Le premier, de Phase I (NCT02675439), étudie sa combinaison avec
I’ipilimumab et prévoit 47 patients atteints de tumeurs solides avancées. La date de fin
estimée de I’étude étant février 2021, ses résultats devraient étre disponibles sous peu. Le
second continue d’explorer son utilisation en monothérapie dans une Phase II
(NCT03937141), en combinaison avec le pembrolizumab chez des patients atteint de cancers
de la téte et du cou. L’analyse des données obtenues sur les 16 patients est prévue pour
décembre 2022.

Enfin, la publication de 2 derniers essais est trés attendue, car la combinaison a I’étude différe

de celles mentionnées jusqu’ici; il s’agit de 1’essai ISI-JX (NCT02977156) et de I’essai
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PRIMO (NCT04270864). L’essai ISI-JX, débuté en janvier 2017 est a I’initiative du Centre
Léon Bérard de Lyon et I’essai PRIMO, initi¢ en avril 2020, émane de Gustave Roussy a
Villejuif. Ceux-ci utilisent I’ipilimumab ou le nivolumab et I’ipilimumab en combinaison
directement en intratumoral avec 1’agent a I’étude (Pexa-Vec et Tilsotolimod respectivement),
a D’instar des autres essais ou ils étaient administrés par voie systémique. C’est donc une
exploration de combinaisons au niveau local qui est en cours chez des patients présentant des
tumeurs solides de stades avancés. L’essai ISI-JX, combinant donc le JX-594 et I’ipilimumab,
prévoit 66 patients et la présentation de données en mars 2022. L’essai PRIMO quant a lui,
prévoit 72 participants recevant de ’ipilimumab, du nivolumab et du tilsotolimod, et une

complétion en février 2026.

3.3. Autorisations des autorités compétentes

L’ensemble de ces travaux sur la voie intratumorale ont permis d’aboutir a I’approbation
du Talimogene Laherparepvec (T-Vec) par la FDA et le Committee for Medicinal Products
for Human Use (CHMP), suite a I’essai OPTiM (NCT00769704) décrit précédemment et
ayant regroupé 436 patients. Le CHMP a délivré son autorisation le 23 octobre 2015 (138) au
niveau européen, suivi par la FDA le 27 octobre de la méme année pour les Etats-Unis. Cette
approbation fait suite aux résultats démontrant une amélioration de la survie a long terme et
de la durée de réponse dans les stades métastatiques précoces. Elle permet au T-Vec d’étre la
premicre thérapie employant un virus oncolytique génétiquement modifiée pour un traitement
par voie locale. Commercialisé sous le nom d’Imlygic™, il est désormais possible de I’utiliser
pour le traitement des l1ésions cutanées, sous-cutanées et ganglionnaires non résécable des

patients atteints de mélanomes récidivants aprés une premicre chirurgie (3,129,139-141).

Enfin, en mai 2020, la sous commission appelée Paediatric Investigation Plan (PIP) de
I’EMA a accepté I'utilisation en pédiatrie de I’'Imlygic™ chez des patients présentant des

tumeurs solides a I’exception de celle du systéme nerveux central (142).
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3.4. Perspectives

L’approbation en 2015 du T-Vec constitue I’achévement des nombreuses recherches
initiées sur l’administration intratumorale, laquelle suscite un intérét croissant depuis
plusieurs années. Dans une optique d’harmonisation, un panel d’experts académiques, de

I’industrie pharmaceutique et de cliniciens se sont réunis lors de ’ESMO, en mars 2018.

3.4.1. HIT-IT guidelines

L’objectif de cette rencontre fut d’uniformiser les termes et la méthodologie utilisés
pour la récupération et I’interprétation des données obtenues dans les essais cliniques utilisant
I’immunothérapie intratumorale (18).

Parmi les définitions proposées, on peut mettre en avant une nouvelle terminologie pour
supplanter I'utilisation du terme « effet abscopal ». Proposé en 1953, ce terme composé du
préfixe « ab »-loin de, et « scopus »-cible, fait référence a I’effet ionisant constaté a distance
de la zone irradié (143). Il est depuis utilisé pour décrire les effets biologiques et anatomiques
observés sur les 1ésions tumorales non-irradiées, lors de réponses a 1’imagerie. De part son
utilisation historique faisant référence a 1’imagerie et dans le but de pouvoir différencier les
Iésions injectées et non-injectées, un consensus fut trouvé pour 1’utilisation du mot « enestic »
dérivé du mot « énesi » qui signifie injection en grecque et de son opposé « anenestic » pour
qualifier les 1ésions non-injectées.

Au-dela des définitions, neuf points-clés furent abordés : le design de ’essai, les modalités
d’escalade de dose, la détermination de la dose, les modalités d’injection, les critéres
d’exclusion des patients, I’évaluation de la toxicité, I’évaluation de I’efficacité, 1’évaluation
pharmacocinétique et pharmacodynamique (Figure 54).

Pour la conception de 1’essai clinique, le panel suggere le recrutement d’une population de
patients soigneusement sélectionnés, afin de pouvoir détecter des signes clairs d'activité. Cela
se traduit par des patients capables de subir des biopsies et présentant des Iésions tumorales
cibles injectables et mesurables. Egalement, ces experts suggérent également la conduite
d’études paralleles afin de faciliter une meilleure compréhension du mécanisme d'action et

potentiellement d’identifier des biomarqueurs d'activité.
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Concernant 1’escalade de dose et la détermination de la dose, vu les faibles toxicités
constatées dans la plupart des essais cliniques, une dose €levée peut rapidement Etre atteinte
et ce, sans apparition de DLT, ce qui rend la détermination de la RP2D difficile. Ici, ils
suggerent de déterminer une dose bioactive optimale pour chaque agent, afin de ne plus
effectuer d’escalade de dose mais une «escalade de drogue», orientant ainsi le
développement vers 1’utilisation d’agents a des doses bioactives déterminées, associés au fur
et a mesure de I’exploration des toxicités.

Pour les modalités d’injections, les investigateurs doivent sélectionner des lésions cibles dont
la taille doit étre > 1 cm de diametre et >1,5 cm de diameétre pour les ganglions lymphatiques.
D’un point de vue pratique, ils recommandent une anesthésie locale 30 minutes avant, ainsi
que ’utilisation d’une aiguille de diametre le plus faible possible afin d’éviter toute morbidité
et fuite lors de ponctions multiples. Pour les injections guidées par l'image, 1’échographie est
préférable pour l'injection des Iésions tumorales superficielles, afin d'assurer le bon
positionnement de l'aiguille. Pour les Iésions plus profondes (hépatiques par exemple), un
guidage par ultrasons ou alternativement par tomodensitométrie (scanner) est recommandé.
Enfin, 1'échographie Doppler doit étre utilisée pour s'assurer qu’aucun gros vaisseau n'est
injecté par erreur, évitant ainsi 1'administration systémique accidentelle.

La sélection des patients doit exclure ceux présentant une coagulopathie et une revue au cas
par cas doit étre effectuée pour les patients sous aspirine ou clopidogrel. Les patients sous
anticoagulants doivent étre exclus de toutes biopsies ou injections profondes, et un taux de
plaquettes de 50 000/mm? doit étre considéré comme le taux minimal acceptable en vu d’une
injection profonde.

La détermination de la DLT, habituellement fixée a 3 a 4 semaines aprés la premiére
administration chez le patient, doit ici comprendre un suivi de certaines toxicités au-dela de
cette fenétre de temps, comme la cicatrisation des 1€sions injectées qui peut prendre plusieurs
mois.

La mesure systématique des lésions cibles (injectées et non injectées) lors de chaque
injections permet 1’évaluation de la croissance ou de la réponse observée. La mesure de
I’efficacité des traitements par immunothérapie est actuellement réalisée par iRECIST (144),
les experts soulignent ici qu’il est adapté a une utilisation pour I’immunothérapie par voie
systémique et qu’une version plus adaptée devrait étre utilisée. Lors de I’ASCO 2020,
Goldmacher et ses collaborateurs ont présenté une version dédiée aux essais intratumoraux
baptisée ItRECIST. Ce dernier permet 1’évaluation de la réponse globale et de la réponse

séparée des 1ésions injectées et non-injectées, ainsi que des guidelines pour une adaptation
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thérapeutique lors de la progression initiale de la maladie. Lors de la baseline, les lésions sont
classées en 4 catégories : 1ésion cible injectée, cible non-injectée, non-cible injectée et non-
cible non-injectée. Les lésions cibles et non-cibles ne changent plus mais des lésions
précédemment non-injectées peuvent le devenir et vis versa. La réponse globale est ainsi
déterminée lors de chaque évaluation a 1’imagerie, en se basant sur la réponse des lésions
cibles (injectées ou non), la réponse des 1ésions non-cibles et la présence/absence de nouvelles
Iésions. La réponse des 1ésions cibles se fait en comparant le pourcentage d’évolution de leur
diamétre cumulé. Celle des non-injectées en évaluant I’évolution de la charge tumorale (tumor
burden) par rapport a la baseline. Les auteurs corroborent ainsi cette volonté d’uniformiser les
données issues de ces essais spécifiques (145).

Le dernier point soulevé fut celui de I’évaluation pharmacocinétique et pharmacodynamique.
Pour I’aspect cinétique, les experts suggerent 1’obtention d’échantillons le plus proche
possible de I’injection IT, ainsi que lors des heures et jours suivants, afin de déterminer
I’exposition sur le long terme. Le prélévement de tissus via des biopsies fait également partie
de leurs recommandations, afin de déterminer si I’exposition des tumeurs anenestic n’est pas
le résultat d’une exposition systémique significative de 1’agent a 1’étude. Pour D’aspect
dynamique, ils soulévent une série de parameétres indispensables au développement clinique
des agents testés ainsi que dans la détermination de biomarqueurs. On retrouve 1’évaluation de

la population immunitaire telle que les Treg, les LT cytotoxiques et les CPAs (3,18).
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Figure 54 : ¢léments a prendre en compte lors du design d’un essai clinique utilisant I’immunothérapie
intratumorale.

Ces guidelines sont le reflet de la promesse que constitue 1'immunothérapie
intratumorale car, devant les résultats affichés et le nombre d’essais toujours en expansion,

une uniformisation des pratiques s’est révélée indispensable.

3.4.2. Autres combinaisons

L’utilisation de I’immunothérapie directement au sein des lésions tumorales ne
représente qu’un des aspects de la stratégie intratumorale, pour laquelle bien évidement
d’autres types d’agents ont été utilisés, soit en monothérapie, soit en combinaison, ou encore

avec la radiothérapie.
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Ainsi on retrouve 12 essais en cours avec différentes combinaison comme la chimiothérapie,
la cryothérapie et la radiothérapie (RT). On peut également mentionner une technique
développée dans le but d’optimiser la distribution locale des agents, appelée I’¢lectroporation.
Parmi les essais explorant la combinaison IT, IV et RT, on retrouve 'EFGR AS en
combinaison avec le cemiplimab et la radiothérapie (146), I’administration de cellules
dendritiques en néo-adjuvant avec la radiothérapie, en vue d’une résection complete chez des
patients atteints de sarcomes (NCT00365872) et I’administration de DC associées au
cyclophosphamide aprés cryothérapie (NCT00753220).

Pour la combinaison seule avec la radiothérapie on peut citer des agonistes du TLR9 comme
le CPG 7909 (NCT00226993), le PF-3512676 (NCT00880581) et le SD-101 (147). Un
agoniste du TLRS fut également testé le VITX-2337 chez des patients atteints de lymphomes a
cellules B (NCT01289210). L’injection de cellules dendritiques fut également testée chez des
patients présentant un sarcome (148). Pour finir I’ipilimumab fut test¢ avec la méme
combinaison chez des patients atteints de tumeurs solides (NCT01769222).

Une dernicre série d’essais emploie une technique alternative pour optimiser la diffusion
intratumorale suite a 1’injection, il s’agit de I’¢lectroporation. Cette technique consiste en
’utilisation d’impulsions électriques breves, afin de créer des pores transitoires dans la
membrane cellulaire, pour permettre 1’entrée d’acides nucléiques dans la cellule (149).
L’emploi de cette technique est appliqué dans 3 essais pour optimiser la diffusion d’un
plasmide codant pour I'IL12, appelé Tavo. Le premier concerne 15 patients atteints de
carcinome cellulaire de Merkel (150) dans une Phase I, le second est un essai de Phase Il et a
inclus 29 patients présentant un mélanome cutané (151). Le dernier essai est un essai de Phase
II qui combine le Tavo au pembrolizumab chez 22 patients atteints de mélanome
¢galement(152). Ces 3 essais ont présenté¢ des résultats encourageant la poursuite du

développement de cette technique.

La diversité de ce portfolio stratégique illustre la volonté d’explorer la multitude

d’options qu’a générés cette nouvelle voie d’administration chez le patient en cancérologie.
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Conclusion

Au cours des vingt-cinq dernieres années, de nombreux essais ont €été entrepris pour
¢valuer la faisabilité, la toxicité, 1’efficacité et enfin la supériorité des différents agents
administrés par voie intratumorale. Utilisés seuls dans un premier temps, ils ont conduit a
améliorer la survie et les réponses observées chez les patients présentant un mélanome de
stade avancé, permettant au Talimogene Laherparepvec de devenir le premier virus
oncolytique génétiquement modifi¢ a obtenir une autorisation d’utilisation européenne et
américaine. En paralléle, les résultats de ces essais ont permis, grace la compréhension des
effets induits dans le microenvironnement tumoral, de suggérer une synergie d’action en les
associant avec des stimulateurs du systéme immunitaire par voie systémique. Les avancées de
I’immunothérapie, avec les autorisations d’utilisation de I’ipilimumab, nivolumab et
pembrolizumab, ont donné un second souffle a ces recherches en réalisant des combinaisons
entre ces agents d’ immunothérapie et les agents intratumoraux. Au-dela de cette dualité locale
et systémique, la faisabilité d’association de plusieurs agents immunostimulants administrés
directement au sein de la tumeur est en cours. Ces combinaisons sont a ce jour a I’aune de la
publication de leurs résultats, issus de phases de développement avancées. Ces résultats
pourraient s’avérer décisifs pour la poursuite de I’exploration du potentiel de cette approche

de prise en charge thérapeutique du cancer.
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Annexe 1

Meécanisme d’action du Talimogene Laherparepvec. GM-CSF : Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor
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Annexe 2

Agent .. . . . Toxicité(s) .
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JX-594 (Pexa-Vec)
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5 On:;)(iyt;c :;g::es deleted Vaccinia Cu tanzgzzli;[lzsle;noma FIH 1 PR grippaux dans 12% des 97)
pep Virus Plus GM- 3 Mixed Response | injections
CSF)
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Pattern - . . ) 19 SD 3 DLT : septicémie, gangréne
. Clostridium novyi- 24 patients : .
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37 patients :

Pas de DLT
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rhlL-12
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I’interleukine-12)
Pas de DLT
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25 . Laherparepvec T- | Pembrolizumab 19 patients : Melanoma Ib X . )
and peptides VEC a 18 mois T-Vec : (106)
OS de 90% a 20 Grade 1/2 : fatigue (62%),
mois frissons (48%), ficvre (43%)

(incidence)
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cavrotolimod

Pattern . Combinaison :
26 recognition (A'ST—OOS) pembrolizumab 20 patients : Ib/II ORR 21% Grade 3 : Agitation, réaction (30)
. (Agoniste du TLR- solid tumors o
receptor agonists 9) au site d’injection
Arm 1 :
1 DLT : vomissement
Grade >3 : chez 9% des
patients
AEs chez >10% des patients :
Arm 1 : fievre, frissons, fatigue,
0 CR/PR douleur au site d'injection,
Pattern VK.1454 60 satient DCR : 20% nausée.
. - . patients :
22y recre‘;i‘;f‘:;flﬁs « | (STING agoniste) LAl EL N Ll Arm2 (+ fogisn 3 (e el ) 2)
pembrolizumab) : | 2 DLTs: réaction au niveau du
6 PR site d'injection
DCR : 48% Grade >3 : chez 14% des
patients
AEs chez >10% des patients :
fievre, frissons, fatigue,
douleur au site d'injection,
nausée, démangeaisons.
Pattern MK—.4621. ' Pas de DLT.‘
28 recognition (Ret11}o1c Acid— 15 patients : advanced/ VI 4SD Gra.d,e ,3 : Fiévre, douleurs, (33)
receptor agonists Inducible Qene I refractory tumors anxiété . .
(RIG-I) Activator) Grade 1/2 : Fievre, fatigue
Pattern IMO-2125 . ORR de 38%
29 recognition (Agoniste du Ipilimumab zrflgzts‘;‘;ﬁ r;jf;ﬁf,ﬁ? v DCR de 71%: 2 ;r:fgo{; i@iﬁfomes (113)
receptor agonists TLRY) CR, 6 PR et 7 SD
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BC-819

(DNA plasmid 1 DLT : Elévation des lipases
. . expressing . . . (grade 3)
30 | Eneodingnucleic |y oo toxin 9 patients : Pancreatic |y, 5SD Grade 2 - Elévation de (84)
acid sequences cancer )
gene under H19 I'amylase
regulatory Grade 1 : Anémie, Diarrhée
sequences)
Grade 3 : réaction au site
d'injection, agitation
0,
Pattern IMO-2125 ' Gra}de 3/4 chez 48,4% des
.. . .- . ORR : 22,4% patients
31 recognition (Agoniste du Ipilimumab 49 patients : Melanoma II .71 40 ; Es - fati (154)
R — TLRO) DCR : 71,4% Fréquence AEs : fatigue
(51.6%), nausée (40.3%),
anémie (38.7%), diarrhée
(37.1%), fievre (35.5%)
rhIL-12
. L’OS: 2,3 ans ) s
32 Cytokines (Recombinant 10 patients : SCCHN I PFS médian : 2,0 | DL T (unexpected) : Toxicité - 5)
humain de hépatique, fatigue (Grade 3)
: . ans
I’interleukine-12)
39 patients : RP 1:
30 mélanomes, 6 AEs de grade 1/2
Oncolytic viruses RP1 . carcinomes squameux, 1 3 CR parmi 8
K and peptides (HSV amélioré) Ruslee carcinome basal, 1 i réponses objectives | Nivolumab : (121)
carcinome de Merkel etl Pas d'exacerbation des AEs
angiosarcome. attendus
irPFS : 37% (118)
Oncolytic viruses Coxsackievirus . ) ORR : 28,1% )
34 and peptides A21 (CVA21) 13 patients : Melanoma I I year survival rate Grade 3/4 : aucun
754%. (119)
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Combinaison :

ORR =39% Combinaison :
Visceral lesion Fatigue (59%), frissons (53%),
decreases in 52% of | diarrhée (42%)
. Talimogene the patients AEs de grade >3 : 45%
35 On:;)(iyt;c :;g::es Laherparepvec T- Ipilimumab 198 patients : Melanoma I ©5)
pep VEC Monothérapie : Monothérapie : 117)
ORR = 18% Fatigue (42%), frissons (3%),
Visceral lesion diarrhée (35%)
decreases in 23% of | AEs de grade >3 : 35%
the patients
, Lyear Overall = 1 b o desirables
Oncolytic viruses Talimogene Survival Rate = rincipalement limités a de
36 an dYte Z dreuss Laherparepvec T- 50 patients : Melanoma II 40% Is) n dr(I))mes seudo- ris au>S( (116)
Pep VEC ORR = 26% AN £rpp
DCR = 46% ransitoires
IDESER (e Viag) Grade 1/2 : syndromes
Oncolytic viruses (LRI LGEES- 30 patients : seudo-grippaux
37 ytie v deleted Vaccinia P : Ila 1 PR, 1 CR pseudo-grippaux, (124)
and peptides . HCC inflammation au point
Virus Plus GM- dliniection
CSF) !
JX-594 (Pexa-Vec) 05 m.edlan.
o . (combinaison) : 4,2
Oncolytic viruses (Thymidine Kinase- 129 patients : mois Combinaison :
38 ytie v deleted Vaccinia BSC p : 1Ib 1S Hson : | (126)
and peptides . HCC OS médian Grade 3 : Fiévre, Hypotension
Virus Plus GM- (controle) : 4,4
CSF) °) 1 4,
mois
T-Vec - (1 ]r)aI&:" 5 )hemorragw artérielle
. . OS et PFS médian : | ‘&
Oncolytic viruses L0 R/M Hﬁs%%ui?;ﬁrrent or DL T-Vec :
39 vt . Laherparepvec T- | Pembrolizumab . Ib/IT ’ o . 94)
and peptides metastatic head and neck . AEs chez 55.6% des patients
VIS squamous cell carcinoma) Ll
E OS et PFS médian : . .
. Pembrolizumab :
5.8 mois

AEs ches 58.3% des patients
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OS médian

(combinaison) :
23,3 mois
436 patients : OS médian
. N R (129)
. Talimogene treatment-naive and (controle) : 18,9 . .
Oncolytic viruses . . / Meilleure tolérance versus (131)
40 . Laherparepvec T- previously treated patients III mois
and peptides . BSC (155)
VEC with unresectable stage (156)
IIB-IVM1c¢ melanoma DCR (combinaison)
:76,3%
DCR (controle) :
56,7%
Oncolytic viruses L0
41 vt M Laherparepvec T- | Pembrolizumab 713 patients : Melanoma 1T Résultats en attente | Résultats en attente (137)
and peptides VEC
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INTRATUMORAL IMMUNOTHERAPY IN ONCOLOGY : CONCEPT,
RESULTS AND PERSPECTIVES

Cancer is the second leading cause of death in the world with approximately 10
million deaths, making it responsible of one in six deaths, each year. Epidemiology data
reported by Santé Publique France indicate an incidence of 382,000 cases in 2018 in France,
of which 54% in adult men. The year 2003 marked the start of the first clinical trial using a
new administration technique: the intratumoral route. This approach involves the injection of
an agent causing tumor lysis and triggering an immune response within the tumor
microenvironment. Numerous trials have evaluated the feasibility, toxicity, efficacy and
finally the therapeutic superiority of the various agents administered by this route. These
results allowed Talimogene Laherparepvec to become the first genetically modified oncolytic
virus to obtain European and American authorization for use in 2015. In parallel, the advent
of systemic immunotherapy since 2011 has made it possible to explore the synergy between
intratumoral agents and immunotherapy agents. The results of the use of these combinations,
currently in advanced stages of development, may prove decisive for the further exploration

of the potential of this approach to the therapeutic management of cancer.
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Résumé en francais

Le cancer est la deuxiéme cause de décés dans le monde avec environ 10 millions de morts,
soit approximativement un déceés sur six, chaque année. Les données d’épidémiologie
rapportées par Santé Publique France indiquent une incidence de 382 000 cas en 2018 en
France dont 54% chez ’homme adulte. L’année 2003 marquait le début du premier essai
clinique utilisant une nouvelle technique d’administration: la voie intratumorale. Cette
approche consiste en I’injection, d’un agent provoquant une lyse tumorale et déclenchant une
réponse immunitaire au sein du microenvironnement tumoral. De nombreux essais cliniques
ont évalué la faisabilité, la toxicité, I’efficacité et enfin la supériorité¢ thérapeutique, des
différents agents administrés par cette voie. Ces résultats ont ainsi permis au Talimogene
Laherparepvec de devenir le premier virus oncolytique génétiquement modifié a obtenir une
autorisation d’utilisation européenne et américaine en 2015. En parallele, I’avénement de
I’immunothérapie systémique depuis 2011 a permis d’explorer la synergie entre les agents
intratumoraux et d’immunothérapie. Les résultats de [’utilisation de ces combinaisons,
actuellement a des phases de développement avancées, pourraient s’avérer décisifs pour la
poursuite de I’exploration du potentiel de cette approche de prise en charge thérapeutique du

cancer.

MOTS-CLES : Oncologie, Immunothérapie intratumorale, Virus oncolytique
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