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INTRODUCTION

Chacun de nous interagit en permanence avec des milliards de bactéries et bien
d’autres microorganismes qui coordonnent la santé et le bien-étre.

lls jouent un réle essentiel dans notre immunité, notre confort digestif et bien plus
encore. A linverse, un déséquilibre du microbiome peut étre a I'origine de
nombreuses pathologies comme le diabéte, I'obésité, le cancer, les maladies

intestinales chroniques ou maladies neurologiques.

Comme on peut le voir sur la figure ci-dessous, la recherche internationale se
passionne depuis peu pour le microbiome en forme de véritable exploration d’un

écosystéme encore peu connu.

Figure 1. Evolution chronologique du nombre de publications autour du microbiome (1)

Dans le sillage des travaux des laboratoires de recherches, le microbiome est
déja un levier d’action pour I'innovation en santé, notamment a travers la relation hote
microbes pouvant servir pour I'identification de nouvelles cibles et bioactifs.

Le traitement des maladies par le biais d'une intervention sur le microbiome est
désormais du domaine du possible, et plusieurs biothérapies basées sur le
microbiome sont actuellement en développement a cette fin. Ces biothérapies issues

du microbiome sont regroupées sous le terme de MMP, « Microbiotic Medecinal
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Product » auquel appartiennent différentes modalités thérapeutiques dont les LBP, «

Live Biotherapeutic Product » qui vont nous intéresser dans cette these.

Il est communément admis que le microbiome intestinal influence les maladies
gastro-intestinales telles que les diarrhées infectieuses ou I'infection a C. difficile.
Cependant, les bactéries intestinales peuvent également avoir un impact sur des
maladies situées a des endroits éloignés de I'organisme, en modulant le systeme
immunitaire humain, le métabolisme et méme la fonction neurologique. Il ne s'agit pas
d'un simple effet écosystémique, mais d'une fonctionnalité évoluée qui permet aux

bactéries d'interagir avec les systémes de I'organisme et de les moduler.

La compréhension et I'exploitation de cette fonctionnalité précise offre une

nouvelle approche de traitement pour un large éventail de maladies.

Figure 2. Contextes cliniques impliquant le microbiome (2)

Dans un trés grand nombre de contexte clinique (2), I’altération du microbiote est
également un biomarqueur ayant un potentiel diagnostic important et dont le clinicien
pourrait devoir se servir dans sa pratique, dans sa prise de décisions, et la prise en

charge des malades.
De récentes études précliniques et quelques études cliniques portant sur

plusieurs types de cancer soutiennent fortement le réle clé des bactéries intestinales

dans la modulation de la réponse de I'h6te a I'immunothérapie suggérant que les
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microbes intestinaux jouent un role significatif dans la réponse en modulant |'efficacité
des médicaments et que le traitement avec des bactéries pourrait aider a surmonter
la résistance primaire aux thérapies ICl ou inhibiteurs de points de controle

immunitaires.

Nous nous intéresserons dans ce travail aux résultats de I’équipe canadienne du
laboratoire de Calgary qui ont identifi€ une nouvelle voie microbienne métabolite-
immune activée par I'immunothérapie et a I'exploitation de celle-ci pour développer
des thérapies adjuvantes issues du microbiome. Nous proposerons un plan de
développement clinique de la souche de B. pseudolongum et les étapes nécessaires
et spécifiques aux LBP pour que cette recherche prometteuse puisse progresser vers

une preuve de concept clinique.
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PARTIE | : Le microbiome et microbiote intestinal

A. Microbiome & microbiote

a. Définitions

Le microbiote humain définit un ensemble de micro-organismes vivants dans un
écosysteme particulier appelé le microbiome. Le terme microbiote comprend
les bactéries, virus, champignons, levures, archées et autres micro-organismes
peuplant différentes zones du corps propices au développement d’un tel écosysteme.
Le microbiome est I'expression des conditions écologiques de ces milieux
(températures, PH, teneurs hormonales, en graisses, en protéines, exposition aux UV,
type de muqueuse...) conditions auxquelles vont répondre les composants du
microbiote, individuellement et/ou collectivement.
Le terme microbiome comprend également les génes codant pour les composants

du microbiote.

L’humain est constitué de plusieurs microbiotes distincts suivant le site anatomique
concerné, ces microbiotes correspondant ainsi a des niches écologiques différentes.
Chacun de ces écosystémes est caractérisé par ses propres consortiums microbiens,

sa dynamique communautaire et son interaction avec le tissu hote.
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Figure 3. Variation de la composition des différents microbiotes (8)

Nous hébergeons des microorganismes au niveau de la peau constituant le
microbiote cutané, d’autres au niveau du vagin contribuant au microbiote vaginal et
également au niveau de la bouche et de la cavité orale représentant le microbiote

bucco-dentaire.

Nous concevons aisément avoir des bactéries dans les zones de contact avec I'exté
rieur. Néanmoins l'intestin humain contient le plus grand écosysteme d'especes
microbiennes possédant des réseaux interactifs complexes hote-microbiome qui
contribuent a notre physiologie.

Comme nous le pouvons le voir sur la figure 3 ci-dessus, la variabilité interindividuelle
pour chaque site est trés importante. Nous pouvons y voir que chacun des
microbiotes abritent des taxons dominants. En effet, Les Actinobactéries
(Corynebacterium et Propionibacterium), les Firmicutes (Staphylococcus,

Streptococcus et autres) et les Proteobacteria prédominent sur la peau tandis que les
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Lactobacillus prédominent dans le vagin. Enfin, les Bacteriodetes, Firmicutes,

Fusobacteria et Proteobacteria prédominent dans la bouche. (3)

b. Caractérisation

Pour comprendre et exploiter I'impact du microbiome intestinal sur la santé et le bien-
étre de I'homme, il est nécessaire d’en déchiffrer le contenu, la diversité et le

fonctionnement de la communauté microbienne intestinale.

Traditionnellement, on utilisait des méthodes de culture. Avec cet outil, il a été
possible de progresser dans le phénotypage des isolats sur la base de leurs profils
de fermentation et sur leurs exigences de croissance in vitro.

Bien que cette identification par culture soit peu colteuse, elle demandait beaucoup
de temps, de main d’ceuvre et ne prenait en compte qu’une partie du microbiote

intestinal.

Depuis les années 1990, des méthodes indépendantes de la culture bactérienne ont
été développées et utilisées pour évaluer la diversité du microbiote et ainsi qualifier
les especes composant le microbiote. Elles ont ainsi permis de révéler une plus

grande complexité du microbiote intestinal.

1- L'ADN 16 S

L’ADN 16 S est un ADN ultra conservé car la protéine 16S ribosomale est essentielle
a la survie de la cellule, donc si cette protéine est trop mutée la cellule meurt, ainsi on
retrouve une protéine 16S dans tous les procaryotes. Cet ADN 16S est d’autant plus
utile car il n’y en a pas chez les eucaryotes qui eux ont un 18 S.

De ce fait une amplification de I’ADN 16S permet de cibler spécifiquement les
procaryotes.

Ensuite sur cet ADN 16S, on retrouve des régions ultra conservées essentielle a la

fonction de la protéine, et entre ces régions on retrouve des zones hypervariables qui
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ne sont pas importantes pour la fonction, mais au sein desquelles les mutations vont
s’accumuler et on va ainsi pouvoir tracer I’évolution des bactéries au cours du temps.
Il y‘a neuf zones hypervariables que I'on va pouvoir cibler spécifiquement.

Historiquement et pour des contraintes technologiques et économiques, les
chercheurs se contentaient de ne cibler qu’une ou deux régions afin de différencier

deux especes.

Aujourd’hui on sait que ce n’est pas suffisant car c’est une toute petite zone et

d’autres techniques sont préférées au 16S afin de faire de la phylogénie.

2- Next Generation Sequencing (NGS)

Le développement des techniques de séquencage de nouvelles générations a permis
aux chercheurs d'étudier et de mieux comprendre le monde des micro-organismes.

En effet les approches de séquencage métagénomiques représentent une puissante
alternative au séquencage 16S afin d’analyser des communautés microbiennes

complexe et d’avoir une vision plus globale du génome bactérien.

La métagénomique fait référence a |'application de techniques a haut débit qui vont
aller lire directement des petits morceaux d’ADN pour séquencer |I'ensemble du
contenu d'un échantillon, indépendamment de son origine bactérienne.

Par la suite il y a un gros travail de bio-informatique afin d’identifier ces petits
morceaux d’ADN, puis les réassembler entre eux pour aboutir a des morceaux un peu

plus longs et permettre une identification bactérienne plus performante.

Les données métagénomiques fournissent non seulement une identification
taxonomique approfondie du microbiome, mais permettent également de comparer
simultanément |'abondance relative de tous les organismes présents dans le
microbiome. En outre, la métagénomique fournit également des informations

complétes sur I'ensemble du répertoire de génes, la structure et I'organisation des
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génomes, la structure de la communauté microbienne et les relations évolutives
présentes dans I’échantillon.
Le principal défi de l'approche métagénomique est la quantité de données de

séquences générées et nécessite une bio-informatique de haut niveau.

Néanmoins le génome n’est pas suffisant pour avoir une bonne compréhension
de I'ensemble du microbiome. Ces outils de séquencage permettant I’analyse de la
composition du microbiome doivent étre complétés avec d’autres outils utilisés afin

d'étudier les fonctionnalités du microbiome.

On distingue trois approches dites « multi-omics », ces technologies permettent de

compléter la compréhension du microbiome.

+ Les approches métabolomiques permettent |'étude des métabolites issus des

microorganismes ou de |’environnement.

« La méta protéomique qui désigne les approches d'études de toutes les

protéines des communautés microbiennes.

+ Et enfin le méta transcriptomique, qui permet I’analyse de I’ARN codé par un

groupe de microorganismes dans un échantillon complexe.

Les technologies d’analyses du microbiome ont un potentiel de croissance important
car elles sont nécessaires a I’ensemble de la filiere. En effet, la compréhension du
microbiome est un prérequis au développement de I’ensemble des technologies et
biothérapies liées au microbiome.

Les outils d’analyses présentés précédemment sont et seront indispensables au

développement de la filiére.
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c. Projets de recherches autour du microbiome

Les techniques que nous avons vues précédemment démontrent I'importance d’avoir
des bases de données qui soient bien documentées et vérifiées, car en fonction de la
qualité de bases de données utilisées les résultats peuvent variés.

Depuis une dizaine d’année de nombreux projets ont vu le jour afin de fournir une

ressource de données normalisées a la communauté scientifique et aux industriels.

1- Human Microbiome Project

Aux Etats-Unis, la premiére initiative de grande envergure en relation avec le
microbiome humain a été lancée en 2007 sous I'impulsion des « National Institutes of
Health » (NIH).
Le « Human Microbiome Project » s’est étendu sur dix ans et avait pour objectifs la
caractérisation compléte du microbiome humain ainsi que I’étude des relations entre
modifications du microbiome humain et pathologie(s).
La premiere phase s’est déroulée entre 2007 et 2012, et avait pour but le
développement de nouveaux outils pour I’étude du microbiome.
La deuxieme phase a démarré en 2013 et s’est poursuivie jusqu’a la fin de I'année
2017 et portait sur le profilage du microbiome et de I’héte humain chez :

- Des femmes enceintes.

- Des personnes présentant un début de diabéte de type Il ou un début de

maladie inflammatoire chronique de I'intestin (IBD).

Au total, le « Human Microbiome Project » représente un investissement de $215M.

(4)
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2- Projet Européen MetaHIT

En 2010, les chercheurs du projet européen MetaHIT qui regroupait entre autres
collaborateurs des équipes de I'INRA, du CNRS ont publié le premier séquencage de
’ensemble des génes des bactéries composant le tube digestif humain.

Ce projet regroupait 14 partenaires, équipes de recherche et industriels issus de huit

pays.

3- Le microbiome francais ou « French Gut »

Mené par un consortium piloté par 'INRAE et MetaGenoPolis le « French Gut » est un
projet de contribution nationale citoyenne sur le microbiote avec I'ambition de
cartographier et mieux comprendre I’hétérogénéité des microbiotes intestinaux sains
francais, les facteurs environnementaux et des modes de vie les impactant, ainsi que
leurs déviations dans les maladies chroniques.

Une grande étude va étre lancée début 2022 auprés de 100.000 francais afin de
recueillir le maximum de données et établir ainsi une cartographie du « microbiome

francais ».

Ce «French Gut» s’inscrit dans un grand projet international nommé Million
Microbiome of Humans Project (MMHP), dirigé par le Beijing Genome Institute (BGlI)
en Chine, visant a constituer la plus grande base de données du monde du microbiote

humain.

Le domaine du microbiome a connu une révolution plus que fascinante avec
I'avenement de nouvelles méthodes d’études et les potentiels d’innovation qu’ils
apportent sont a la fois encore balbutiants et cependant immenses.

Les nouvelles modalités thérapeutiques découlant de ces récentes sont a méme de
changer la nutrition et la médecine de demain pour la prévention et la santé de

I’lhumain.
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B. Le microbiote intestinal

Aujourd’hui, 'INSERM définit le microbiote intestinal comme : « un ensemble de
micro- organismes [...] principalement localis€’ dans I’intestin gréle et le colon (I’acidité
gastrique rendant la paroi intestinale quasi stérile). Il est réparti entre la lumiere du tube
digestif et le biofilm protecteur que forme le mucus intestinal sur sa paroi intérieure

(I'épithélium intestinal) » (5)

a) Composition

La composante la plus riche et diversifiée en micro-organismes du corps humain est
le microbiote intestinal. Chaque individu posséde des bactéries relativement proches
en termes d’espéces, mais la composition exacte du microbiote est spécifique a
I’hote.

Le microbiote intestinal humain apparait comme un écosysteme diversifié¢, complexe

et spécifique a chaque étre.

On considere que le microbiote d’un individu est aussi unique que ses empreintes di
gitales. Pour se rendre compte de I'immensité de cet écosystéme, le tube digestif
n’abrite pas moins de 10'? a 10" micro-organismes, soit 2 d 10 fois plus que le nombre
de cellules qui constituent notre corps, et peut peser jusqu’a 2kg. La diversité
microbienne est estimée a I'heure actuelle entre 300 a 500 espéces de bactéries

différentes et pres de 600 000 génes bactériens par individu. (6)
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Figure 4. Constitution du microbiome intestinal. (7)

Comme on peut le savoir sur la figure 4 ci-dessus (7), les espéces sont divisées
principalement en deux groupes bactériens (ou phyla) qui représentent a eux deux
prés de 90% des composants du microbiote intestinal : les Firmicutes et les
Bacteroidetes.

Chaque phylum est subdivisé en classe, ordre, famille, genre et espéce.

- Le phylum des Firmicutes est souvent le plus représenté, il comporte ainsi plus
de 200 genres dont notamment les staphylocoques, lactobacilles,

mycoplasmes et clostridies qui sont les plus connus.
- Le second phylum majoritaire est celui des Bacteroidetes représenté
majoritairement par les Bacteroides. lls sont toujours présents et relativement

dominants.

Les Proteobacteria, les Actinobacteria, les Verrucomicrobia et les Fusobacteria sont

présents également mais en minorité.
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Bien que majoritairement constitué de bactéries on retrouve dans le microbiote

intestinal également d’autres constituants :

- Une composante fongique, essentiellement des champignons et des levures
ainsi que des archées. Ces derniers sont des micro-organismes unicellulaires
procaryotes. Elles ont longtemps été considérées comme des bactéries mais
’évolution des méthodes d’analyses et les méthodes de classification
phylogénétiques ont permis de justifier la création d’un groupe a part entiere.

Elles sont en grande majorité productrices de méthane.

- Onretrouve également des virus. lIs utilisent le métabolisme et les constituants

de son hote pour se répliquer.

- On retrouve une importante quantité de virus bactériophages, archaephages
ou prophages, insérée dans certains génomes bactériens. Les phages, du fait
de leurs activités de lyses bactériennes, sont particulierement impliqués dans

le maintien de la diversité des espéces microbiennes.

b) Répartition

Le tractus gastro-intestinal est un systeme compartimenté qui contient plusieurs
régions anatomiquement distinctes allant de I'estomac au rectum. Celui-ci est divisé
en trois parties : I'estomac, l'intestin gréle comprenant le duodénum, le jéjunum et
I’iltum et le gros intestin aussi appelé colon comprenant les colons ascendant,

transverse et descendant, et le rectum.
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Figure 5. Composition de la flore bactérienne dans les différentes parties du tractus
gastrointestinal. (8)

Chacune de ces sections posséde des caractéristiques physico-chimiques et
physiologiques qui lui sont propres permettant ainsi de développer un microbiome

identifiable et caractéristique. (8)

L’acidité gastrique rendant la paroi de I'estomac quasi stérile, la majorité du

microbiote intestinal se situe dans I'intestin gréle et le colon.

c) Principaux roles et fonctions

Dans un premier temps, le microbiote intestinal joue un réle de « barriére » afin d’éviter
les agressions extérieures en maintenant une ligne de défense. Les jonctions serrées
sont une structure critique pour limiter la perméabilité transépithéliale.

De nombreux mécanismes (9) sont employés pour réaliser la compartimentation du
microbiote. Une couche de mucus dense sépare |'épithélium intestinal des microbes
résidents. La barriere de mucus est organisée autour de la mucine hyperglycosylée

MUC2. Cependant, la MUC2 n'offre pas seulement une protection, mais elle limite
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également l'immunogénicité des antigénes intestinaux en imprimant aux cellules

dendritiques entériques (CD) un état anti-inflammatoire.

Les effecteurs présents au niveau de I'intestin permettent la tolérance du
microbiote et son développement tout en limitant I'invasion de I’épithélium afin

d’éviter une inflammation exagérée.

- Les immunoglobulines A sécrétoires (IgA) jouent un rdle important dans
I’hnoméostasie intestinale en limitant ’attachement du microbiote aux cellules

épithéliales, sans pour autant provoquer une inflammation.

- Les Th17 et les ILC3 jouent un réle important pour la production d’IL-22
entrainant une augmentation de la production de peptides antimicrobiens et

de mucus et induisant ainsi la réparation de la barriere épithéliale.

- Au niveau intestinal, le microbiote amene des signaux de dangers MAMPs
reconnus par les cellules dendritiques qui vont se mettre a sécréter de
nombreuses cytokines dont : IL-33, TSLP, IL-25, TGF-B. La sécrétion de ces
cytokines va permettre aux cellules dendritiques d’avoir un caractere

tolérogene.

Quand les cellules dendritiques sont engagées dans la réponse du systeme, elles vont
favoriser le développement des Treg et la commutation de classe vers I'isotype IgA.
Le microbiote intestinal possede ainsi un réle immunologique en régulant de maniére

significative le développement et la fonction du systéme immunitaire inné et adaptatif.

L'attribut de la mémoire immunologique a longtemps été lié uniqguement a I'immunité
adaptative. Des données récentes indiquent que la mémoire est également présente
dans les cellules immunitaires innées telles que les monocytes/macrophages et les
cellules tueuses naturelles (10,11,12). Ces cellules possédent des récepteurs de
reconnaissance des formes (PRR) qui reconnaissent les motifs moléculaires associés

aux microbes ou aux agents pathogenes (MAMP) exprimés par les microbes.
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La barriére intestinale possede donc de multiples lignes de défense, dont les
bactéries commensales, qui inhibent de maniére compétitive la colonisation des
bactéries pathogénes et la production de composés métaboliquement protecteurs.
(13)

Parmi ces lignes protectrices, on retrouve des sites inducteurs de la réponse
immunologiqgue comme les plaques de Peyer ou les follicules lymphoides qui a notre
naissance, sont pratiquement inexistants et ne se développent que lorsqu’on est
colonisé par le microbiote. Le microbiome joue ainsi un role essentiel dans la
formation et le développement des principaux composants du systeme immunitaire
inné et adaptatif de I'hote, tandis que le systeme immunitaire orchestre le maintien

des caractéristiques clés de la symbiose hote-microbe.

Les interactions entre le microbiote intestinal et I'immunité de I'hote sont complexes,
dynamiques et dépendantes du contexte. L'exigence d'un microbiote intestinal sain
pour une homéostasie normale place le systtme immunitaire de la muqueuse
intestinale dans une situation difficile, car il doit étre tolérant envers les commensaux

bénéfiques tout en empéchant la prolifération des agents pathogéenes résidents.

Le microbiote intestinal entretient ainsi une relation symbiotique avec la muqueuse
intestinale et exerce également une importante fonction régulatrice vis a vis de nos

fonction métaboliques, neurovégétatives.

d) Facteurs de variations et dysbioses

Un microbiome sain présente une série de caractéristiques communes qui peuvent
étre distinguées des individus non sains. La compréhension des propriétés
différentielles du microbiome peut donc contribuer a la détection et a I'identification

du microbiome associé a une maladie.
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Figure 6. Evolution de I’incidence des maladies. (2)

L’humain a co-évolué avec ses microbiotes qui I’'ont précédé sur la planéte et qui ont
constitué pendant 100 000 générations une menace d’infection, étant la cause

principale des mortalités. (2)

Les choses ont radicalement changé depuis trois générations alors que la
médecine avait fait des progres vertigineux avec I’hygiéne, la vaccination, les
antibiotiques conduisant dans certains cas a I’éradication compléte de pathogenes.
Par la suite, 'augmentation des maladies chroniques a été observé a la faveur de
changements de mode de vie, d’alimentations, d’expositions a la chimie
environnementale ou de modifications de tout ce qui entoure la naissance.

Les maladies immunes, que I'on appelle parfois maladie non transmissible, sont
devenus aujourd’hui le probléme majeur de santé publique. Les épidémies d’obésité,
de diabetes, de maladies cardiovasculaires, hépatiques et neurologiques
représentent une menace vis a vis de la santé et la longévité de I’hnumain.

Pour un grand nombre de maladies de société moderne I'incidence illustrée dans la
figure 6 ci-dessus est constante, parfois exponentielle est toujours non controlée

aujourd’hui.
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Figure 7. Evolution de 1’équilibre entre I’homme et son microbiote. (2)

L’altération du microbiote accompagne cette évolution avec aujourd'hui 25 % (2) de
la population occidentale qui présente un microbiote intestinal altéré, tres souvent
réduit en diversité. La perte de richesse est un des marqueurs de dysbiose et

également un marqueur de 'altération de la relation entre I’'hote et ses microbes.

La dysbiose est une perte de bactéries normalement dominantes chez le sujet sain
appelées symbiontes et une prolifération des bactéries « nocives » dites pathobiontes
qui s’accompagne d’une perte de fonction conduisant a un écosystéme avec une
symbiose défaillante.

Les fonctions de barrieres, métaboliques, immunitaires vont étre dégradées ainsi que
la protection contre la prolifération des microbes de I’environnement.

La symbiose défaillante peut par ailleurs s’auto-entretenir par le biais de boucles de

rétroactions qui relient le microbiote au systeme immunitaire.
Cette situation peut rendre compte de ce qu’on observe aujourd'hui dans un grand

nombre de maladies chroniques que I'on va considérer comme incurable tant la

symbiose microbiote-hote semble un élément clé de I'état de santé.
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PARTIE Il : Bifidobacterium pseudolongum et les inhibiteurs de
checkpoints immunitaires dans le traitement de cancers : preuve de

concept préclinique

A. Bifidobacterium pseudolongum

Les membres du genre Bifidobacterium sont répandus et parfois trés abondants
parmi les centaines d'especes bactériennes qui peuplent I'intestin des humains et des

autres mammiféres.

Les bifidobactéries sont des bactéries a Gram positif, non sporulées et non mobiles,
appartenant au phylum des actinobactéries, elles représentent I'un des principaux
colonisateurs microbiens de l'intestin humain et animal (14). Ces bactéries sont
constituées de bacilles de forme irréguliére, présentant un test négatif pour la catalase
et sont anaérobies stricts. Sa croissance nécessite une assez forte teneur en dioxyde
de carbone CO2. Toutefois quelques espéces toleérent O2 mais uniquement en
présence de CO2. Les bifidobactéries appartiennent a la famille des bactéries

lactiques.

Récemment, Milani et al. ont décrit des populations de bifidobactéries
présentes chez un large éventail de 291 animaux adultes, dévoilant ainsi leur large
distribution a travers le royaume des mammiféres (15). Actuellement, 72 sous-
especes distinctes de bifidobactéries sont reconnues, principalement isolées du
tractus gastro-intestinal de divers animaux, de l'intestin et de la cavité buccale de

I'hnomme, et de I'intestin postérieur des insectes.

Dans ce contexte, il a été démontré que Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum et Bifidobacterium pseudolongum
sont les especes prédominantes de bifidobactéries présentes dans l'intestin des
mammiféres (16). A ce jour, des analyses génomiques comparatives complétes de
ces taxons bifidobactériens ont été réalisées, a |I'exception notable de I'espéce B.
pseudolongum, pour laquelle il existe actuellement peu d'informations concernant sa

caractérisation génomique.
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L'espéce B. pseudolongum se compose de deux sous-espéeces, B. pseudolongum
subsp. pseudolongum et B. pseudolongum subsp. globosum, dont B. pseudolongum
subsp. pseudolongum a été identifié et classé en 1969 a partir de féces de porcs (16).
La méme année, Scardovi et al. ont isolé du rumen de bovins une souche qu'ils ont
nommée Bifidobacterium globosum, qui a été classée en 1992 comme une sous-
espece de l'espece B. pseudolongum, c'est-a-dire B. pseudolongum subsp.

globosum (17).

Les analyses génomiques indiquent clairement que les bifidobactéries ont
développé un nombre varié de stratégies génétiques pour s'adapter a leurs niches
écologiques spécifiques. En outre, les espéces de B. pseudolongum sont largement
distribuées dans I'intestin des mammiféres, avec de nombreuses souches différentes
présentant une diversité génomique et des capacités métaboliques différentielles, ce

qui suggere des fonctions dépendant de la souche (18).
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B. Les inhibiteurs de points de controles immunitaires

L'immunothérapie du cancer a connu un grand succes dans la lutte contre toute une
série de tumeurs malignes hématologiques et solides métastatiques. Les inhibiteurs
de points de contréles immunitaires ou checkpoint immunitaires (ICl) sont une
thérapie efficace pour certaines tumeurs en exploitant le potentiel thérapeutique du
systeme immunitaire. En ciblant I'antigene 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques
(CTLA-4), la protéine de mort cellulaire programmée 1 (PD-1) ou son ligand (PD-L1),
les inhibiteurs de checkpoint immunitaire (ICl) ont révolutionné le traitement de
certains cancers, comme le mélanome, le carcinome rénal et le cancer du poumon a

non petites cellules pour ne citer qu’eux.

Néanmoins de nombreux cancers présentent une résistance primaire a
'immunothérapie et les taux de réponses restent faibles. De plus, leur utilisation est
entravée par l'incapacité a prédire la réponse d’un patient a I'autre méme dans les

cancers pour lesquels les ICI ont apporté un bénéfice.

Face a I'hétérogénéité de ces réponses, de grands efforts ont été consacrés a
I'identification des parametres qui modulent I'immunité anticancéreuse nécessaire

pour déclencher |'efficacité de ces thérapeutiques anticancéreuses.

Parmi les facteurs décrivant |'efficacité clinique des ICl, les preuves accumulées au
cours de la derniére décennie ont mis en évidence le réle du microbiote intestinal dans
la détermination de I'efficacité des anticancéreux dans des modeéles précliniques de

tumeurs.

Cette section portera une attention particuliere aux voies CTLA-4 et PD-1, car ce sont
les deux points de contrdle dont I'inhibition a révolutionné I'immunothérapie clinique
du cancer et sont ceux utilisés aujourd’hui avec des biothérapies candidates issues

du microbiome.
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a. Mécanisme action des inhibiteurs de contréle immunitaire

Afin de comprendre les modes d'action des inhibiteurs de points de contrdle
immunitaires, il est important de comprendre l'interaction dynamique entre les

cancers et le systeme immunitaire au cours de la maladie.

Les cellules cancéreuses sont génétiquement instables, ce qui contribue a leur
prolifération incontrdlée et a I'expression d'antigénes qui peuvent étre reconnus par
le systéeme immunitaire. Ces antigénes comprennent des protéines normales
surexprimées par les cellules cancéreuses et de nouvelles protéines générées par des

mutations et des réarrangements génétiques.

Les cellules T CD8+ cytotoxiques sont des cellules immunitaires particulierement
efficaces dans la médiation des réponses immunitaires antitumorales. Ces cellules
peuvent apprendre a reconnaitre les antigenes spécifiques de la tumeur présentés sur
les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | et ainsi
effectuer une destruction ciblée des cellules tumorales. Les cellules T CD8+
deviennent des cellules effectrices autorisées apres une stimulation appropriée par
des cellules présentatrices d'antigénes qui ont recueilli des antigenes sur le site de la

tumeur.

Les cellules présentatrices d'antigénes doivent fournir des signaux de costimulation
par le biais de récepteurs de surface (tels que CD28) et de cytokines [telles que

I'interleukine (IL)-12] pour une stimulation efficace des lymphocytes T.

Les cellules tumorales adoptent une variété de mécanismes pour éviter la
reconnaissance immunitaire et la destruction immunomédiée (19). Elles peuvent
échapper aux réponses immunitaires en prenant le dessus sur les mécanismes de
rétrocontrole négatif que I'organisme a mis au point pour prévenir les pathologies
immunes. Nous allons nous intéresser dans cette these aux récepteurs inhibiteurs tels
que PD-1 et CTLA-4.
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Les points de controle du systeme immunitaire sont des récepteurs qui interviennent
dans la modulation de I’activation des cellules immunitaires afin de limiter la durée et
intensité de la réaction immune. Il existe a la surface d’une méme cellule des
récepteurs coactivateurs (qui renforcent I’activation) et des récepteurs co-inhibiteurs
(qui diminuent I’activation). C’est I’équilibre complexe entre les signaux activateurs et

les signaux inhibiteurs qui détermine si une cellule immunitaire peut s’activer.

Ces récepteurs inhibiteurs, également appelés points de contréle immunitaire, et leurs
ligands se trouvent sur un large éventail de types de cellules. lls sont essentiels a la
tolérance centrale et périphérique en ce qu'ils s'opposent a la signalisation
d'activation simultanée par des molécules de costimulation. Les récepteurs
inhibiteurs peuvent agir a la fois pendant I'activation immunitaire et pendant les
réponses immunitaires en cours. Au cours d'une inflammation chronique en
particulier, les lymphocytes T s'épuisent et régulent a la hausse les récepteurs
inhibiteurs, tels que PD-1, CTLA-4, qui vont limiter leur efficacité. C’est également le
cas dans le cancer, la persistance d'une charge antigénique élevée conduit les
lymphocytes T a réguler a la hausse les récepteurs inhibiteurs, dont la signalisation
conduit ensuite a une perte progressive du potentiel prolifératif et des fonctions

effectrices et, dans certains cas, a leur suppression (20).

Cet épuisement des lymphocytes T est donc a la fois un mécanisme physiologique
destiné a limiter I'immunopathologie lors d'une infection persistante et également un

obstacle majeur pour les réponses immunitaires antitumorales.

1- Le point de contréle CTLA-4 : un réqulateur global de I'activation des cellules
T

Le récepteur CTLA-4 est un membre de la famille B7/CD28 qui inhibe les fonctions
des lymphocytes T. Il est exprimé au niveau des lymphocytes T cytotoxiques CD8+,
des T auxiliaires CD4+ et enfin au niveau des lymphocytes T régulateurs dans lesquels

il est exprimé de maniere constitutive.
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Nous pouvons voir dans la figure 8 (20) ci-dessous que dans les cellules T au repos,
CTLA-4 est une protéine intracellulaire ; toutefois, aprés I'engagement du récepteur
des cellules T et un signal co-stimulateur par I'intermédiaire de CD28, CTLA-4 se
déplace vers la surface cellulaire des lymphocytes T, ou il supplante CD28 pour la
liaison aux molécules co-stimulatrices critiques (CD80, CD86) puis transmet un signal

inhibiteur dans la cellule T, entrainant I'arrét de la prolifération et de I’activation.

Figure 8. Activation de CTLA-4. (20)

CTLA-4 agit ainsi comme médiateur de I'immunosuppression en diminuant
indirectement la signalisation par le récepteur co-stimulateur CD28. Bien que les deux
récepteurs se lient a CD80 et CD86, CTLA-4 le fait avec une affinité beaucoup plus
grande, supplantant efficacement CD28. CTLA-4 peut également éliminer CD80 et
CD86 des surfaces cellulaires des CPA (cellules présentatrices d’antigenes) par trans-
endocytose, réduisant ainsi la disponibilité de ces récepteurs stimulants pour d'autres

cellules T exprimant CD28.

Ce processus est un mécanisme important par lequel les Tregs exercent une
immunosuppression sur les cellules adjacentes et notamment les lymphocyte T. En
limitant la signalisation médiée par CD28 pendant la présélection de I'antigene, CTLA-
4 intervient précocement dans l'activation du lymphocyte T dans les organes
lymphoides secondaires, lors de la présentation de I’antigéne tumoral par la CPA au

lymphocyte T naif. Il augmente ainsi le seuil d'activation des cellules T, réduisant ainsi
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les réponses immunitaires aux antigenes faibles tels que les antigenes propres et

tumoraux, pour finalement inhiber I’activation du lymphocyte en T effecteur.

Preuve de son importance, les souris knock-out CTLA-4 meurent en trois
semaines de la destruction immunitaire de plusieurs organes, ce qui atteste de son
role critique en tant que régulateur inhibiteur des réponses immunitaires dépendantes

des lymphocytes T (21).

2- Le point de controle PD-1 :

Le point de controle PD-1 est principalement impliqué dans la signalisation
immunitaire inhibitrice et est un régulateur essentiel des réponses immunitaires
adaptatives. Chez I'homme comme chez la souris, certaines populations de
lymphocytes T expriment de maniéere constitutive PD-1. Celles qui ne I’expriment pas
de maniére constitutive peuvent I'exprimer a la suite d’une stimulation par le biais du
complexe du récepteur des cellules T (TCR) ou par |'exposition a des cytokines telles
que I'lL-2, I'IL-7, I'lL-15, I'IL-21 et le facteur de croissance (TGF)-3.

Le récepteur PD-1 possede deux ligands : PD-L1 et PD-L2. Tous deux se trouvent a

la surface des cellules présentatrices d’antigénes.

Dans les cellules T, I'engagement de PD-1 entraine la phosphorylation des résidus
tyrosine, ce qui déclenche une cascade de signalisation intracellulaire qui entraine la
déphosphorylation des composants de signalisation du TCR. En présence d'une
stimulation du TCR, CD28 fournit des signaux critiques qui sont importants pour

|'activation des cellules T.

En interférant avec la signalisation précoce TCR/CD28 et le rétrocontrole positif
dépendant de I'lL-2 associée, la signalisation PD-1 entraine donc une diminution de
la production de cytokines (comme I'IL-2, I'lFN-y et le facteur de nécrose tumorale
(TNF)-a), de la progression du cycle cellulaire, ainsi qu'une réduction de I'expression

des facteurs de transcription impliqués dans les fonctions effectrices comme T-bet.
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L'activité de PD-1 n'est donc pertinente que lors de I'activation simultanée des

cellules T.

Les cellules T infiltrant la tumeur et exprimant PD-1 peuvent étre désactivées par la
présence de PD-L1, qui n’est autre que son ligand, a la surface des cellules tumorales
ou d'autres cellules immunitaires infiltrées. On pense donc que les anticorps
bloquants ciblant la signalisation de PD-1 affectent principalement la phase effectrice

de la réponse immunitaire.

Globalement, PD-1 est crucial pour le maintien de la tolérance périphérique et pour

contenir les réponses immunitaires afin d'éviter les pathologies immunes.

Dans les cellules cancéreuses, PD-1 peut étre régulé a la hausse de facon
transitoire pendant la stimulation et de fagon constitutive pendant I'activation
immunitaire chronique. Le récepteur inhibiteur a été détecté a la fois sur les cellules T
circulantes spécifiques des tumeurs et sur les lymphocytes infiltrant les tumeurs, ou
il a été associé a une diminution de la fonction des cellules T chez I'homme et la souris
(22).

Les récepteurs de points de contréles immunitaires sont essentiels dans le processus
d’activation des cellules immunitaires Les points de controle du systéeme immunitaires
sont des récepteurs qui interviennent dans la modulation de I'activation des cellules

immunitaires afin de limiter la durée et I'intensité de la réaction immune.

3- Mécanisme d’action des inhibiteurs de point de contrdle (ICI) :

Les immunothérapies inhibitrices des points de contréles immunitaires sont des
anticorps monoclonaux dirigés contre les points de contréle du systéme immunitaire.
Actuellement, ces inhibiteurs qui sont utilisés en cancérologie et ciblent des
récepteurs inhibiteurs présents a la surface des lymphocytes (CTLA4, PD1) ou leur
ligands (PD-L1, ligand de PD1).

Les anti-checkpoints permettent de renverser I'immunosuppression induite par la

tumeur. L’utilisation d’anticorps dirigés contre les récepteurs inhibiteurs (anti- CTLA4,
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anti-PD1) ou leurs ligands (anti-PD-L1) va permettre de bloquer le fonctionnement de

ces récepteurs et ainsi les empécher d’inhiber la réponse immunitaire.

L'administration d'inhibiteurs de points de contréle immunitaires déclenche des
réponses immunitaires médiées par les lymphocytes T en supprimant l'interaction des
récepteurs inhibiteurs des cellules T avec leurs ligands correspondants sur les cellules

tumorales ou stromales.

En levant les freins du systeme immunitaire, on réactive une réponse immunitaire

antitumorale qui était jusque-la endormie.

b. Utilisation en oncologie

Il est essentiel de noter que les progres cliniques apparemment rapides signalés
ces dernieres années sont le résultat de décennies d'investissement dans la science
fondamentale dans de nombreux domaines. Sans les connaissances mécanistes de
base en biologie moléculaire, en virologie, en immunologie, en biologie cellulaire et en
biologie structurelle, les progrés cliniques de I'immunothérapie du cancer n'auraient
jamais été réalisés. Il est également important de considérer la longue histoire des
efforts visant a utiliser la puissance du systeme immunitaire comme modalité

thérapeutique contre le cancer.

Les anti-PD-1, anti PD-L1 et anti-CTLA-4 sont plus efficaces dans les tumeurs qui
sont infiltrées par des cellules T. Ces tumeurs, ont des taux de mutation élevés et sont
donc plus immunogeénes avant le traitement. On dit de ces tumeurs que ce sont des
tumeurs dites chaudes. |l s'agit detumeurs présentant une instabilité des
microsatellites (MSI), dites a haut statut MSI, c'est-a-dire porteuses de mutations sur
les génes du systtme MMR (MisMatch Repair) impliqués dans la réparation des

erreurs de réplications de I'ADN.
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1- Anti-CTLA-4

Dans un premier temps, deux anticorps entierement humains bloquant CTLA-4,
Ipilimumab et Tremelimumab, ont fait I'objet d'essais cliniques chez des patients
atteints d'un cancer avancé au début des années 2000. Il est rapidement apparu que
des régressions tumorales durables pouvaient se produire, bien qu'elles fussent
relativement peu fréquentes et accompagnées d'une série d'effets indésirables liés
au mécanisme d’action. Les plus courantes de ces toxicités étaient I'entérocolite,

I'hépatite inflammatoire et la dermatite.

L’activité clinique du blocage de CTLA-4 était la plus apparente chez les patients
atteints d'un mélanome métastatique avancé, avec un taux de 15 % de réponse
objective qui a été durable chez certains patients pendant plus de 10 ans apres |'arrét

du traitement.

Etant donné le taux de réponse relativement faible et la toxicité fréquente associés au
blocage de CTLA-4, I'identification de biomarqueurs prédictifs et

pharmacodynamiques est devenue une priorité de recherche.

L'analyse des tumeurs de patients répondeurs au traitement anti-CTLA-4 montre
qgu'une charge mutationnelle tumorale plus élevée (patients a haut statut MSI) est

associée a une plus grande probabilité de réponse.

2- Anti PD-1 & PD-L1

Les antis PD-1 et son ligand PD-L1 sont les inhibiteurs de points de contrdle
immunitaire les plus utilisés en pratique clinique et ont montré un spectre d’activité

tres large par rapport aux traitements conventionnels du cancer.

Le récepteur de mort cellulaire programmée 1 (PD-1) est apparu comme un
régulateur négatif dominant de la fonction effectrice des cellules T antitumorales
lorsqu'il est engagé par son ligand, le ligand de mort cellulaire programmée 1 (PD-

L1), exprimé a la surface des cellules d'une tumeur.

39



L'expression de PD-L1 induite par l'inflammation dans le micro-environnement
tumoral entraine I'épuisement des cellules T médiées par PD-1, ce qui inhibe la

réponse des cellules T cytotoxiques antitumorales

Ainsi, le blocage de la voie PD-1 a un effet plus spécifique sur les lymphocytes T
antitumoraux, peut-étre en raison de leur état de stimulation chronique, ce qui
entraine une activité thérapeutique accrue et une toxicité plus limitée par rapport au
blocage de CTLA-4. La biologie sous-jacente et les taux de réponse durable chez les
patients atteints de plusieurs types de cancer indiquent que le blocage thérapeutique
de la voie PD-1 est sans doute I'une des avancées les plus importantes de I'histoire

du traitement du cancer.

Le nivolumab, un anti PD-1, a été administré pour la premiére fois a un patient
en octobre 2006 dans le cadre d'un essai de phase 1 a dose progressive en perfusion
unique et représente la premiére utilisation des anti-PD-1 chez I'homme. Parmi les 16
premiers patients qui ont regcu du nivolumab toutes les 2 semaines, six (37,5 %) ont
présenté des réponses tumorales objectives, notamment des patients atteints de
mélanome, de carcinome rénal et de cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC) (25). Les premieres preuves d'une activité antitumorale dans cet essai de

phase 1 ont été accompagnées d'une toxicité limitée.

Le développement clinique du pembrolizumab, un autre anti-PD-1 s'est
concentré sur les patients atteints de mélanome métastatique et de NSCLC, ce qui a
donné lieu a I'essai de phase 1 le plus important jamais réalisé en oncologie, qui a

finalement recruté 1235 patients (24).

Comme nous pouvons le voir sur la figure 9 (26) ci-dessous, les premiéres
approbations par la FDA d'anticorps bloquant le PD-1 ont été pour le pembrolizumab
et le nivolumab pour le traitement des patients atteints de mélanome réfractaire en

2014 et, en 2015, pour les patients atteints de NSCLC avancé.

40



Figure 9. Développement clinique des premiers anticorps anti CTLA-4, anti PD-1 et anti PD-L1,
de la premicre administration & I’homme a I’autorisation de mise sur le marché par la FDA (25).

Ce développement rapide de médicaments et le large éventail d'autorisations
reposent sur une série de caractéristiques de I'activité clinique des anticorps bloquant
la voie PD-1. L'activité antitumorale du blocage de la voie PD-1 a été observée chez
un sous-ensemble de patients dans un large éventail de cancers et notamment pour

le traitement des cancers instables a microsatellites ou haut statut MSI.

Un deuxiéme groupe de cancers présentant des taux de réponse relativement
élevés est celui des cancers induits par des agents cancérigenes, tels que les
variantes les plus courantes du mélanome survenant sur une peau exposée de fagon
intermittente, pour lesquelles les taux de réponse initiale sont actuellement de I'ordre
de 35 a 40 %, et une série de cancers associés aux effets cancérigenes du tabagisme,
tels que le NSCLC et les cancers de la téte et du cou, les cancers gastro-
cesophagiens, les cancers de la vessie et les cancers urothéliaux, pour lesquels les

taux de réponse sont de |'ordre de 15 a 25 %.
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Le premier anticorps anti-PD-L1 approuvé a été |'Atezolizumab pour les cancers
urothéliaux en 2016, suivi de I'Avelumab pour le carcinome a cellules de Merkel en
2017.

Depuis le premier essai clinique visant a tester un anticorps monoclonal ciblant
PD1 en 2006, six anticorps monoclonaux ciblant soit PD1 soit son ligand PD-L1 ont
été approuvés par la FDA pour traiter 14 types de cancers. Entre-temps,
I'augmentation du nombre d'essais cliniques actifs testant les agents anti-PD1/PDLA1

a été spectaculaire, passant d'un seul en 2006 a prés de 2000 en septembre 2018.

L'immunothérapie du cancer est un domaine en plein essor comme en atteste le
nombre d’essais cliniques concernant les anticorps bloquant les points de contrble
immunitaire qui font l'objet de recherches actives. Parmi ces essais cliniques,
nombreux sont ceux qui testent des régimes combinant des agents anti-PD1/PDL1

avec d'autres thérapies contre le cancer.

3- Combinaison d’anti-PD-1 et d’anti-PD-L1 avec d’autres thérapies

Bien que seulement deux thérapies combinant les anti-PD1 avec d’autres agents ont
été approuvés par la FDA, de nombreuses combinaisons d'agents anti-PD1/PDL1

avec des thérapies contre des cibles différentes sont en cours d’évaluation.

La premiere a avoir été approuvé par la FDA est la combinaison du nivolumab et de
Pipilimumab (27). En décembre 2009, le premier patient a été traité par un blocage
combiné des points de contréle en utilisant I'ipilimumab pour bloquer CTLA-4 et le
nivolumab pour bloquer PD-1. Ce traitement a été congu sur la base des réles co-
inhibiteurs non redondants des deux voies, apres que des études précliniques aient
montré une synergie dans des modeéles de souris. En outre, les micro-environnements
immunitaires distincts dans lesquels le blocage des voies CTLA-4 et PD-1 pourrait

agir ont fourni une justification mécaniste supplémentaire.

L'essai initial de phase 1 sur le dosage de I'ipilimumab et du nivolumab a été mené

chez des patients atteints de mélanome métastatique et a démontré un taux de
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réponse objective > 50 %. L’analyse la plus récente a montré que les patients
initialement randomisés pour I'association avaient une survie a 3 ans légérement

supérieure a celle des patients recevant initialement le nivolumab en monothérapie.

Parmi les cing cancers les plus étudiés avec des anti PD-1 & anti PD-L1 ou en
combinaison on retrouve le cancer du poumon, le mélanome, le cancer du sein les

lymphoides et le cancer de la téte et du cou.

L'une des caractéristiques de l'immunothérapie est la durabilité des réponses, trés
probablement due a la mémoire du systeme immunitaire adaptatif, ce qui se traduit
par une survie a long terme pour un sous-ensemble de patients. Contrairement aux
thérapies oncogéniques ciblées, dans lesquelles la plupart des réponses tumorales
durent jusqu'a ce que le cancer se développe, dans les immunothérapies du cancer,

le taux de rechute est plus faible.

Malgré les taux de réponse durable sans précédent observés avec les
immunothérapies anticancéreuses, la majorité des patients ne tirent pas ne
bénéficient pas du traitement (résistance primaire), et certains répondeurs rechutent
apres une période de réponse (résistance acquise). Plusieurs types de cancers
courants ont montré une tres faible fréquence de réponse (cancers du sein, de la
prostate et du colon), et des réponses hétérogenes ont été observées méme entre

tumeurs distinctes chez un méme patient.

Un des buts de la recherche est d'augmenter le nombre de patients susceptibles de
bénéficier de ce type de thérapies. La description des mécanismes cellulaires et
moléculaires de la résistance primaire et acquise au traitement par blocage des points
de controle permet de concevoir des approches d'immunothérapie combinée pour

surmonter ces mécanismes de résistance.

Il est ainsi important de souligner que de nombreux autres points de contrdle
représentent des cibles prometteuses pour le blocage thérapeutique sur la base
d'expériences précliniques et que des inhibiteurs de nombre d'entre eux sont en

cours de développement actif.
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Cependant, en examinant les mécanismes de résistance aux thérapies
immunologiques, il est important de se rappeler que la réponse immunitaire est
dynamique et évolue constamment chez chaque patient soit en raison de facteurs
environnementaux et génétiques propres au patient ou a la suite d'interventions
thérapeutiques, notamment la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et

I'immunothérapie.

Des stratégies émergentes visant a améliorer les réponses a I'immunothérapie
sont en cours d'élaboration sur la base de nouvelles connaissances sur les cellules T
et la fonction immunitaire globale. On sait depuis un certain temps que la constitution
génétique des individus peut influer sur leur réaction a un médicament, ce qui a donné
naissance a l'idée de médecine de précision. Une dimension supplémentaire a été
ajoutée avec la proposition selon laquelle les variations du microbiote intestinal d'une
personne pouvaient influencer les effets d'un traitement. En effet les inhibiteurs de
points de contrdle, qui ne sont efficaces que chez 35 a 40 % des patients, pourraient

étre affectés par le microbiote.

Les données suggérant |'importance du microbiote commensal dans ['efficacité
clinique de I'immunothérapie du cancer ont peut-étre été obtenues par le séquencage
d'échantillons de selles de base provenant de patients traités avec des thérapies a
base d'anticorps ou de PD-1.

Gopalakrishnan et al, 2018 (28) ont montré qu’au sein d’une cohorte de cent-douze
patients traités par immunothérapie, des différences significatives entre répondeurs
et non répondeurs étaient observées dans la diversité et la composition microbiote
intestinal. lls ont constaté une plus grande abondance de bactéries définies dans
I'intestin des patients ayant répondu au traitement. Les patients qui n'ont pas répondu
présentaient un déséquilibre dans la composition de la flore intestinale, ce qui était

en corrélation avec une activité réduite des cellules immunitaires.

Ainsi, la modulation de la flore intestinale pourrait permettre d'améliorer les taux de

réponse et ainsi aider les patients a combattre le cancer.
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C. Potentialiser I'efficacité des inhibiteurs de checkpoints
immunitaires par B. pseudolongum : Preuve de concept

a. Introduction

En plus de ses propriétés pro-oncogéniques, Il a été démontré que le microbiome
intestinal participe a la résistance a un large éventail de traitements anticancéreux.
L'accumulation de preuves (29) confirme le role positif des bactéries dans la lutte
contre les cancers situés a des endroits éloignés de lintestin, grace a la
potentialisation des réponses immunitaires antitumorales de I'h6te. Des études
épidémiologiques étayées par des expériences sur des rongeurs suggerent une
association dose-dépendante entre |'utilisation d'antibiotiques et le risque de cancer.
Prises ensemble, ces études ont établi le cadre théorique permettant d'identifier les
microbes susceptibles de conférer des activités anticancéreuses et ainsi le microbiote
intestinal est soupgonné d'affecter I'efficacité positivement I'efficacité de différentes

stratégies thérapeutiques, comme la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie.

Ici, nous discuterons de I'impact du microbiome bactérien sur la relation entre le
cancer et le systeme immunitaire, et de ['utilité thérapeutique potentielle de la
manipulation directe du microbiote commensal comme approche pour améliorer

I'efficacité de I'immunothérapie du cancer.

Parmi les pionniers, I’étude de Paulos et al. (30), en 2007, a apporté un premier indice
suggérant un effet immunothérapeutique du microbiome apres l'irradiation totale du
corps des souris et la translocation d'un produit bactérien, le lipopolysaccharide du
récepteur 4L, de la lumiere intestinale aux organes lymphoides secondaires, les
ganglions lymphatiques mésentériques. La libération de lipopolysaccharides
microbiens (LPS) induite par cette irradiation a activé la réponse immunitaire innée
par la stimulation de la voie TLR4 et a ensuite stimulé les cellules T CD8+ anti-
tumorales, tandis que le traitement antibiotique ou la neutralisation des LPS (avec la

polymyxine B) ont été associés a une diminution de la réponse anti-tumorale.
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De récentes études précliniques et quelques études cliniques portant sur plusieurs
types de cancer soutiennent fortement le réle clé des bactéries intestinales dans la
modulation de la réponse de I'héte a I'immunothérapie suggérant que les microbes
intestinaux jouent un role significatif dans la réponse en modulant |'efficacité des
médicaments et que le traitement avec des bactéries pourrait aider a surmonter la

résistance primaire aux thérapies ICI.

Il est intéressant de noter que les premieres études sur les ICI et I'effet positif du
microbiome ont été décrits pour le cancer colorectal, mais aussi pour d'autres types
de malignités développées a distance de l'intestin, comme le mélanome, les cancers
des ovaires et des poumons, |'adénocarcinome du canal pancréatique et le sarcome.
Bien que les mécanismes ne soient pas bien compris, ces études confirment le réle
central de la modulation des cellules lymphoides et myéloides a distance par le

microbiote intestinal.

L'une de ces études (31) a montré que les souris sans microbiote ou les souris traitées
aux antibiotiques n'étaient pas capables de répondre aux anti CTLA-4. Lors de cette
étude certaines bactéries du genre bactéroides ont été isolés et associés a une
réponse efficace aux anti-CTLA-4.
Le rétablissement de I'efficacité des anti CTLA-4 aprés |'alimentation orale par des
bactéries du genre Bactéroides de souris initialement sans microbiome ont été
associés a une augmentation des cellules Th1 et des cellules dendritiques dans les
organes lymphoides, ce qui a conduit a une augmentation de la réponse anti-CTLA-
4.
Cette réponse d'immunothérapie médiée par le microbiote pourrait également étre
soutenue par le recrutement de cellules dendritiques matures dans le
microenvironnement tumoral.

Egalement chez les patients atteints de mélanome métastatique traités avec
I'ipilimumab, I'abondance des Bacteroides spp. a été montré comme inversement

corrélée a la gravité de la colite chez la souris ouvrant ainsi sur une potentielle
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utilisation pour a la fois augmenter I'efficacité des anti CTLA-4 et limiter les effets

indésirables.

De tel résultats ont été obtenus par différentes équipes et dans chaque cas, |'efficacité
thérapeutique a été réduite lorsque le microbiote intestinal était absent ou manipulé.
Les mécanismes fins qui expliquent la contribution du microbiome aux réponses
immunitaires anticancéreuses induites par la thérapie different pour chaque modalité

de traitements issues du microbiome.

Nous nous intéresserons par la suite aux résultats de I’équipe canadienne du
laboratoire de Calgary qui ont identifi€ une nouvelle voie microbienne métabolite-
immune activée par l'immunothérapie et qui peut étre exploitée pour développer des

thérapies adjuvantes issues du microbiome.

47



b. Potentialiser I'efficacité des inhibiteurs de checkpoints
immunitaires par B. pseudolongum : Preuve de concept
scientifique

Intéressons-nous maintenant aux résultats de I’étude canadienne de Calgary (32) qui
a mis en évidence le potentiel d’une souche de Bifidobacterium pseudolongum
utilisée en association avec des ICI afin de potentialiser leur effet dans différent
modeles de tumeurs chez la souris. Cette preuve de concept scientifique est a la base
du programme de développement, mené par YSOPIA Bioscience, et auquel nous

allons nous intéresser dans la Partie IV de ce travail de thése.

1- Identification des bactéries qui favorisent la réponse a I'immunothérapie par
ICI

Tout d’abord, les chercheurs ont étudié I'efficacité de I'immunothérapie par ICI dans
un modele de souris ou des tumeurs coliques ont été induite puis ils ont administré
un traitement avec des anticorps anti-CTLA-4 ou anti-PD-L1 qui a permis de réduire

considérablement le nombre et la taille des tumeurs.

Ensuite, ils ont utilisé ce méme modele pour rechercher des bactéries potentiellement
bénéfiques associées a la réactivité des ICI. lls ont procédé a une culture anaérobie
de tumeurs homogénéisées des deux groupes et ont pu cultiver et identifier vingt et
un isolats bactériens distincts puis ont réalisé une culture anaérobie de tumeurs

homogénéisées afin d’y cultiver et identifier 21 isolats bactériens distincts.
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Figure 10. Bactéries cultivées a partir de tumeurs homogénéisées en conditions anaérobies
provenant d'animaux traités par anti-PD-L1 ou anti-CTLA-4. (32)

Les bactéries isolées uniquement des tumeurs traitées par ICI sont représentées en vert, et les
bacteéries isolées des tumeurs traitées par ICI et par isotype sont représentées en jaune ; les
bactéries isolées uniquement des tumeurs traitées par isotype sont représentées en orange

Le séquencage des communautés bactériennes associées aux tumeurs a révélé des
différences dans la diversité bactérienne et des différences dans I'abondance des
genres bactériens dans les tumeurs traitées par ICl. Sept especes bactériennes ont
été cultivées uniquement a partir des tumeurs traitées par I'lCl, alors que quatre n'ont
été trouvées que dans le groupe témoin. Bifidobacterium pseudolongum était I'un des
isolats cultivés uniquement a partir de tumeurs traitées par ICl et a été identifié comme

différentiellement abondant par séguencage.

Il est intéressant de noter qu'Akkermansia muciniphila, qui a récemment été identifiée
pour renforcer |'efficacité des traitements anti-PD-L1 et anti-PD-1 dans les cancers
du poumon et du rein (33), était également I'une des sept bactéries cultivées

uniguement a partir de tumeurs traitées par ICI.
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Ensuite, ils ont tenté de déterminé si |'efficacité de la thérapie ICI dans le cancer
colorectal dépendait du microbiote, comme cela a été démontré avec d'autres types
de tumeurs, dans un modeéle in vivo de cancer colorectal ou des cellules cancéreuses
colorectales MC38 ont été implantées dans le flanc de souris sans germes (GF) ou
sans pathogeéenes spécifiques (SPF), suivies d'une thérapie ICI une fois les tumeurs

palpables.

Pour évaluer si les bactéries isolées qui étaient enrichies dans les tumeurs des
souris traitées par ICI étaient capables de renforcer |'efficacité de la thérapie ICI, des
souris sans germes (GF) ont été monocolonisées avec cing espéces bactériennes
isolées différentes. Par la suite des cellules tumorales de cancer colo-rectal, MC38,
ont été injectées de fagon a des souris monocolonisées ou GF en sous cutané (s.c).
Enfin sept jours plus tard, lorsque les tumeurs étaient palpables, les souris ont été
traitées avec des anti-CTLA-4 en intra péritonéal (i.p).

Les tumeurs ont été analysées trois jours aprés la derniére injection d’anti-CTLA-4.

Figure 11. Schéma du dispositif expérimental (32)
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Comme le montre la figure ci-dessous parmi les cing espéces bactériennes
testées, la monocolonisation avec les espéces B. pseudolongum, Lactobacillus
johnsonii et Olsenella a significativement amélioré |'efficacité du traitement anti-CTLA-
4 par rapport aux souris GF ou aux souris monocolonisées avec les espéces

Colidextribacter ou Prevotella.

Figure 12. Efficacité du traitement par anti CTLA-4 chez des souris monocolonisées. (32)

Le poids des tumeurs est indiqué chez les souris porteuses de tumeurs MC38 sans germe
(GF) ou monocolonisées (B. pseudolongum, Colidextribacter species, L. johnsonii ou
Olsenella species) et traitées avec des anti-CTLA-4

En outre, nous pouvons observer dans la figure ci-dessous que |'activation des
lymphocytes T CD4+ et CD8+ a considérablement augmenté chez les souris
monoconolisées avec les especes B. pseudolongum, Lactobacillus johnsonii et

Olsenella.
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Figure 13. Quantification des cellules T intra tumorales chez des souris porteuses de
tumeurs MC38 et monoconisées. (32)

La quantification des cellules T intratumorales IFN-g+CD8+ et IFN-g+CD4+ est présentée
chez des souris porteuses de tumeurs MC38 GF ou monocolonisées (B. pseudolongum,
Colidextribacter species, L. johnsonii, Olsenella species ou Prevotella species)

En addition de ces résultats prometteurs avec des anti CTLA-4, des données
d’efficacité complémentaire ont été obtenu en associant la souche isolée de B.
pseudolongum et un traitement par anti-PD-L1 dans le modéle tumoral MC38.

Les tumeurs ont été analysées trois jours apres la derniére injection d'anti PD-L1.
On y voit clairement une forte réduction du poids de la tumeur chez les souris
monocolonisées avec B. pseudolongum et traitées avec un anti-PD-L1 par rapport a

des souris monocolonisées par des souches de I’espece Colidextribacter.
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Figure 14. Efficacité sur le poids tumoral du traitement par anti PD-L1 chez des souris
monocolonisées. (32)

Les souris GF ont été monocolonisées avec des especes de B. pseudolongum ou de
Colidextribacter. Puis sept jours plus tard, des cellules MC38 ont été injectées s.c. et encore

sept jours plus tard, lorsque les tumeurs étaient palpables, les souris ont été traitées avec
100ug anti-PD-L1 i.p.

Etant donné que la souche de B. pseudolongum a produit I’effet de promotion
des ICI le plus robuste sur différent modeéles, il a été sélectionné pour des études
mécanistiques supplémentaires. Il convient de noter que d'autres especes de
Bifidobacterium, telles que B. breve et B. longum, ont précédemment été trouvées
pour promouvoir I'immunité antitumorale et améliorer |'efficacité anti-PD-L1 dans un
modele murin de mélanome (34). Chez I'homme, il a été rapporté que B. longum est

enrichi en répondeurs anti-PD-1 (35).
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2- Etudes mécanistiques du B. pseudolongum

Il a été démontré qu’en I'absence de co-administration d’ICl, la monocolonisation
avec la souche B. pseudolongum n'a pas permis de réduire la croissance tumorale.
On constate ainsi que l'immunité anti-tumorale dépend de la présence de
'immunothérapie ICI. Bien que B. pseudolongum n'ait pas induit d'immunité
antitumorale en |'absence de thérapie ICI, la souche de B. pseudolongum a induit une
augmentation significative de I'expression du facteur de transcription de la cellule T
helper 1 (TH1) sans augmenter |'activation de la fonction effectrice de la cellule TH1.
Ainsi, en |'absence de tumeurs et de thérapie ICI, B. pseudolongum a favorisé la
différenciation transcriptionnelle de TH1 dans le tissu lymphoide associé au tube
digestif (GALT) sans augmenter la fonction effectrice dans l'intestin et les ganglions
lymphatiques drainants. Il est donc possible de conclure a une complémentarité entre
la souche de B. pseudolongum, induisant la différenciation TH1, et de I'anti-CTLA-4,

activant les cellules T effectrices TH1.

De plus, malgré le fait que B. pseudolongum ait été initialement isolé de
tumeurs intestinales, la présence de bactéries dans les tumeurs n'était pas requise
pour |'amélioration de la thérapie ICIl, ce qui suggére |'implication potentielle de
facteurs solubles. La translocation des métabolites pourrait donc étre responsable de

I'effet systémique de B. pseudolongum lors de la thérapie par ICI.

Pour répondre a cette hypothése, le sérum recueilli a partir de souris monocolonisées
porteuses de tumeurs GF, B. pseudolongum ou Colidextribacter spp, puis stimulées
par un anti CTLA-4, a été transféré en méme temps que I'anti-CTLA-4 dans des souris

porteuses de tumeurs GF MC38.

De maniéere inattendue, le sérum de souris monocolonisées par la souche de B.
pseudolongum et traitées par anti CTLA-4, contrairement au sérum de souris
monocolonisées GF ou par Colidextribacter traitées par anti-CTLA- 4, était suffisant
pour réduire la croissance tumorale et susciter une forte immunité anti-tumorale dans

la tumeur.
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La métabolomique non ciblée des échantillons de sérum a révélé des niveaux accrus
de plusieurs métabolites dans les sérums de B. pseudolongum par rapport aux souris
C. sp. monocolonisées et GF.

Notamment, le métabolite purine inosine était le seul métabolite qui était
significativement plus abondant (8 a 9 fois). Il convient de noter que la xanthine et
I'hypoxanthine, produits de dégradation de I'inosine, ont également été élevées dans
les sérums de souris monocolonisées par B. pseudolongum. L'analyse du surnageant
de culture bactérienne a révélé que B. pseudolongum produisaient des quantités
d'inosine nettement plus élevées que les espéces de Colidextribacter dans les mémes
conditions de culture révélant que I'inosine est un métabolite bactérien produit par la

souche B. pseudolongum.

Figure 15. Intensité de I'inosine (AUC, aire sous la courbe) dans les sérums de souris
monocolonisées. (32)

L'identification de I'inosine a d'abord été surprenante car |'inosine se lie au

récepteur de |'adénosine 2A (A2AR), dont il a été démontré (36) qu'il avait un effet
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inhibiteur sur la différenciation Th1 in vitro et sur I'immunité anti-tumorale in vivo. En
effet, les données soutenant le réle immunosuppresseur de |'adénosine et de la
signalisation A2AR ont conduit au développement de nouvelles cibles d'inhibiteurs de
points de contrble immunitaires, tels que les anticorps monoclonaux ciblant CD73,
CD39 et CD38, et des antagonistes pharmacologiques d'A2AR, dont beaucoup sont
actuellement en essais cliniques. Cependant, un petit nombre de publications ont
démontré que les analogues de I'inosine peuvent étre pro-inflammatoires et que la

signalisation A2AR peut soutenir I'immunité Th1/anti-tumorale chez les souris (37).

Sur la base de ces résultats contradictoires, les chercheurs ont cherché a savoir si
I'inosine pouvait renforcer la différenciation des cellules TH1 in vitro. Il est intéressant
de noter que l'effet de l'inosine en termes d'induction ou d'inhibition de la
différenciation des cellules T CD4+ Th1 s'est avéré dépendant du contexte. Plus
précisément, en présence d'IFN-y exogéne, l'inosine a fortement stimulé la
différenciation Th1 des cellules T naives, alors qu'en I'absence d'IFN-y, l'inosine a

inhibé la différenciation Th1.

Il a ensuite été déterminé si la capacité de B. pseudolongum a renforcer I'lCl
nécessitait I'expression d'A2AR spécifiquement sur les cellules, comme on peut le
voir ci-dessous, en |'absence d'expression des A2AR sur les cellules T (A2AR KO),
I'effet promoteur de I'lCI de la souche B. pseudolongum a été réduit. On peut donc
déduire a ce stade que la liaison de I'inosine a son récepteur A2AR est nécessaire a

la promotion de I'effet anti tumoral.
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Figure 16. Quantification du poids tumoral chez les souris porteuses de tumeurs MC38,
monocolonisées avec B. pseudolongum en présence (WT) ou non (A2AR KO) de récepteurs
A2AR et traitées et traitées avec un anti CTLA-4 (32)

Comme on peut le voir dans la figure ci-dessous, afin de déterminer si l'inosine
pourrait favoriser I'immunité anti-tumorale induite par I'anti-CTLA-4 en I'absence de
B. pseudolongum. Les souris GF ont été confrontées a des cellules tumorales MC38
et, lors de |'apparition de tumeurs palpables, de I'inosine ou une solution saline
tamponnée au phosphate (PBS) a été administrée par voie orale ou systémique en
association avec un traitement anti-CTLA-4 et du CpG comme costimulus. Les

oligonucléotides CpG étant des activateurs des cellules dendritiques.
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Figure 17. Apercu schématique du montage expérimental et évaluation de I'effet de I'inosine
sur l'immunité anti-tumorale par la quantification du poids tumoral. (32)

Une fois les tumeurs palpables, les souris ont été traitées avec 100 ug anti-CTLA-4 i.p. et
dans certains groupes, 20 ug CpG i.p. En outre, de l'inosine ou du PBS ont été administrés
quotidiennement par voie orale (O) par gavage ou par voie systémique (S) par injection i.p.

Par rapport au PBS, I'administration orale et systémique d'inosine a entrainé une
réduction du poids des tumeurs et une augmentation de I'immunité antitumorale
lorsqu'elle était administrée en méme temps que des anti-CTLA-4 et des CpG. En
revanche, en |'absence de CpG, I'inosine a augmenté le poids des tumeurs et réduit
I'immunité antitumorale, validant de précédents résultats qui démontraient que |'effet
de l'inosine dépendait du contexte et de la présence ou de I'absence de costimulation

des cellules dendritiques. Sans costimulation CpG, I'inosine est inefficace.

L'immunité antitumorale induite par I'inosine dépendait également de la signalisation
A2AR dans les cellules T, car une supplémentation orale en inosine n'a pas réussi a
induire une immunité antitumorale. Ces données ont indiqué que |'effet de promotion
de I'lICl de B. pseudolongum était médié par l'inosine et dépendait de la signalisation

A2AR spécifiquement dans les cellules T.
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En plus de la stimulation directe des cellules T, I'inosine pourrait potentiellement
affecter directement les cellules tumorales en modifiant la survie des cellules
tumorales ou la susceptibilité a la destruction médiée par les cellules T. Cependant,
I'exposition directe in vitro des cellules tumorales MC38 a I'inosine n'a pas modulé la
viabilité des cellules tumorales, ce qui permet de conclure que I'effet antitumoral de

I'inosine est principalement médié par les cellules T.

Ces données indiquent que I'effet de l'inosine sur les cellules T nécessite une co-
stimulation suffisante probablement par les cellules dendritiques. Par conséquent, la
déplétion des cellules dendritiques a fortement entravé la capacité de la réponse ICI
induite par les bactéries a réduire les tumeurs établies, ce qui indique la nécessité
d'une présentation continue de |'antigéne et d'une co-stimulation des cellules T par

les cellules dendritiques pour une thérapie ICl efficace.

Ainsi, comme le présente la figure ci-dessous (38), nous pouvons mettre en évidence
un mécanisme d’action, B. pseudolongum va sécréter dans un premier temps
I'inosine qui exerce son effet, a savoir en se liant au récepteur A2a sur les cellules T.
L’effet de I'inosine nécessite d’avoir une co-stimulation, restant a identifier, des
cellules dendritiques qui va conduire a la différenciation Th1 et stimulent I'activité des

cellules T contre les cellules cancéreuses.

59



Figure 18. Mécanisme d’action présumé de la souche de B. pseudolongum. (38)

3- Utilisation potentielle

L'amélioration de I'immunité Th1 étant généralement considérée comme bénéfique
pour la plupart des réponses anti-tumorales, les chercheurs ont ensuite déterminé si
la colonisation intestinale avec les bactéries isolées favorisant les ICI ou le traitement

a l'inosine pourrait étre aussi efficaces dans d'autres modeles tumoraux.

Tout d'abord, il a été testé I'effet promoteur de B. pseudolongum sur un modéle
d’animaux qui développent des adénocarcinomes dans l'intestin gréle et qui
présentent une inactivation conditionnelle de Msh2 (un gene de réparation des erreurs
d’ADN). Ce modele permet d’attester de I'effet de potentielles biothérapies sur des

cancers a haute variabilité génétique dits a haut statut MSI, décrivant les cellules
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cancéreuses qui présentent un nombre élevé de mutations au sein des
microsatellites. L'administration orale d'inosine associée a un traitement anti-CTLA-4

et CpG a entrainé une réduction significative du poids des tumeurs.

Figure 19. Analyse du poids tumoral a la suite du montage expérimental pour évaluer 1'effet
de l'inosine dans un modele de CRC dit a haut statut MSI. (32)

Les souris ont recu le modele Msh2LoxP dit de Villin-cre a JO. Le jour 312, les souris ont
recu des antibiotiques par voie orale jusqu'a la fin de l'expérience et le jour 319, les souris
ont recu des anti-CTLA-4 par voie i.p., 20 ug de CpG par voie i.p et du PBS ou de l'inosine
par voie orale par gavage quotidiennement.

Egalement, et afin d’ouvrir des possibilités de développement clinique vers
d’autres indications, les chercheurs ont testé I'inosine associée au CpG (mimant la
costimulation des cellules dendritiques) dans d’autres modeéles de cancer murins et

s'est également avérée efficace pour promouvoir |'efficacité des anti-CTLA-4.

Des premiers résultats encourageants ont été obtenus dans un modéle de lignée
cellulaire de carcinome vésical de souris, MB49, qui est largement utilisée comme

modele in vitro et in vivo du cancer de la vessie. Plus précisément, |'administration
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d'inosine plus du CpG a des souris GF a permis d'améliorer significativement la
capacité d'anti-CTLA-4 a réduire le poids des tumeurs et a augmenter la proportion

de cellules T IFN-y+CD4+ et IFN-y+CD8+ infiltrant les tumeurs.

Figure 20. Poids de la tumeur du dispositif expérimental afin d’évaluer 1'effet de I'inosine
sur le modele de cancer de la vessie MB49. (32)

De méme, et avec pour objectif de générer de nouvelles données dans
différents modeles pour pouvoir prétendre a une utilisation future plus large, les
chercheurs ont par la suite testé d’augmenter la capacité des anti-CTLA-4 a médier
I'immunité antitumorale par I'inosine plus la CpG dans un autre modele murin de
mélanome, B16-F10 étant une lignée cellulaire isolée a partir du tissu cutané d'une

souris atteinte de mélanome.

Nous avons vu que de nouvelles données dans de nouveaux modeles de
cancer permettant ainsi d’envisager une utilisation plus large ont été obtenues
précédemment avec des ICI et notamment anti-CTLA-4. Toujours dans un souci

d’élargir le scope d’utilisation de cette future biothérapie, les chercheurs ont généré
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de nouvelles données prometteuses avec des anti-PD-L1 et PD-1 permettant
d’envisager la possibilité de confirmer le potentiel clinique de I'association B.

pseudolongum avec des anti-PD-L1 et anti-PD-1.

Figure 21. B. pseudolongum renforce 1'efficacité de la thérapie anti-PD-L1. (32)

Analyse de la taille tumorale trois jours apres la derniere injection d'anti-PD-LI. Les souris
GF ont étée monocolonisées avec des espéeces de B. pseudolongum ou de Colidextribacter.
Sept jours plus tard, 1x106 cellules MC38 ont été injectées s.c. et sept jours plus tard,
lorsque les tumeurs étaient palpables, les souris ont été traitées par anti-PD-L1 i.p.

c. Conclusion

Les résultats de cette étude identifient une souche de B. pseudolongum isolée a partir
de tumeurs du CRC traitées par ICI comme une espece bactérienne intestinale
commensale clé, capable de stimuler un circuit de cellules TH1 dépendant des

cellules dendritiques pour améliorer considérablement |'effet des thérapies ICI dans
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des modeles murins de tumeurs intestinales et épithéliales. Ces données soutiennent
I'hypothése selon laquelle la modification du microbiote ou les thérapies bactériennes
ciblées peuvent constituer une thérapie adjuvante prometteuse aux ICl dans le CRC

et d'autres cancers.

Ces résultats prometteurs soutiennent fortement l'inclusion du ciblage microbien
dans les stratégies d'immunothérapie antitumorale afin d'améliorer leur efficacité,
comme le montre déja certains essais cliniques. Toutefois, la traduction clinique des
effets du microbiome sur I'immunothérapie est limitée par le fait que la plupart des
études précliniques ont été menées sur des souris porteuses d'une tumeur
syngénique ectopique qui ont déja subi un processus d'édition immunitaire avant
d'étre transférées sur leur nouvel hote. Ces modéles ne peuvent pas tenir compte des
interactions en constante évolution entre le systéme immunitaire et les tumeurs
pendant les phases d'élimination, d'équilibre et d'échappement du cancer. Une
compréhension plus approfondie des mécanismes moléculaires sous-jacents est

nécessaire

Une étude récente fournit un catalogue de plus de 200 000 génes de référence
collectifs provenant de l'intestin humain uniquement, représentant plus de 4 600
especes distinctes, et compte de maniere conservatrice plus de 70 millions de
protéines prévues sans correspondance connue avec des bases de données ou avec
des fonctions inconnues (39). L'augmentation thérapeutique du microbiome humain
et la complémentation de sa fonction par des suppléments produits par voie
microbienne est une approche riche en cibles pour l'identification de nouvelles

thérapies et d'adjuvants dans les maladies humaines.
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PARTIE Ill : Routes possibles pour le développement de
bactéries comme biothérapies

A. Introduction

En France et dans I'Union Européenne, le code de la santé publique et la directive
2001/83/CE définissent le médicament comme étant: «toute substance ou
composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives a
I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition
pouvant étre utilisée chez I'homme ou chez I'animal ou pouvant leur étre administrée,
en vue d'établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs
fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique

ou meétabolique » (40,41)

Tout produit s’inscrivant dans cette définition doit obéir a une réglementation
contraignante et s’inscrit dans un circuit de fabrication et de mise a disposition des
professionnels de santé et des patients trés encadré et strictement surveillé. De
maniére générale, de la recherche jusqu’a sa mise sur le marché, le développement
d’un médicament représente 10000 molécules criblées pour lesquelles 10 feront
I’objet d’un dépot de brevet et 1 qui parviendra a passer toutes les étapes de tests et

d’essais cliniques pour devenir un médicament.

Figure 22. Cycle de vie d’un médicament. (40)
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Le développement des médicaments est harmonisé depuis 1990 par le biais du
Conseil international d'harmonisation des exigences techniques relatives aux produits
pharmaceutiques a usage humain (ICH), qui fournit des lignes directrices sur les
attentes communes des autorités réglementaires et de I'industrie pharmaceutique

concernant I'enregistrement des médicaments.

Bien que les lignes directrices de I'lCH ne soient pas "contraignantes", elles
contiennent des recommandations trés importantes, reconnues par presque toutes
les autorités pharmaceutiques du monde. Elles doivent étre prises en compte pour le
développement et I'enregistrement de nouveaux médicaments, car elles abordent des
concepts tres importants en termes de la sécurité, I'efficacité et la qualité des

médicaments dans le monde entier.

Le développement des méthodes moléculaires au cours des dernieres
décennies a permis la détection de micro-organismes dans différents
environnements, y compris les écosystemes humains et animaux, et a fait évoluer la
perception selon laquelle la plupart des micro-organismes sont menagants, vers une
meilleure compréhension de l'importance d'écosystémes microbiens équilibrés pour
la santé humaine et animale. En conséquence, de nouvelles approches
thérapeutiques ont émergé, visant a rétablir I'équilibre nécessaire entre le microbiome
et son héte dans plusieurs pathologies. Lorsque ces interventions sont destinées a
prévenir ou a traiter des maladies, elles relévent, dans I'Union européenne (UE), de la

définition d'un médicament selon la directive 2001/83/CE.
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B. Modalités thérapeutiques

La prise en charge de nombreuses maladies en intervenant sur le microbiome est
aujourd’hui une réalité. L’ensemble de ses modalités thérapeutiques est regroupé
sous le terme MMP. Les Microbiotic Medecinal Products, ou MMP, ne sont pas
encore clairement définis sur le plan réglementaire mais se présentent aujourd’hui
comme étant des produits pharmaceutiques contenant un ou des composants du
microbiome qu’ils soient vivants, morts ou en fragments ayant pour but de prévenir
ou traiter des maladies humaines a travers des modes actions, pharmacologiques,
microbiologiques, neurologiques, immunologiques ou métaboliques, ainsi que

d’établir un diagnostic médical.
Ces nouvelles modalités thérapeutiques sont aujourd'hui développées dans
différentes aires thérapeutiques (42) : majoritairement dans des pathologies

infectieuses (24%), suivi par les maladies gastro-intestinales (20%) et I'oncologie
(15%).

Figure 23. Aires thérapeutiques ciblées par les MMP.(42)

67



Trois grands domaines d’applications sont concevables au sein de ces MMP

et déja investis par des aventures industrielles francaises et internationales.

Figure 24. Domaines d’applications des MMP. (42)

Nous verrons dans un premier temps le domaine des écosystémes complets ou
thérapies microbiennes issues d’un écosysteme (MET), puis celui des Live
Biotherapeutics Products (LBPs). Dans cette theése, nous ne nous intéresserons pas

au domaine des petites molécules dérivées ou issues du microbiome.

La France se positionne en troisieme position mondiale en nombre de projets

en développement derriére les Etats-Unis, leaders du domaine, et la Corée. La France
est la premiére nation Européenne suivie de pres par le Royaume-Uni.
Il est important de mentionner ici que la France est le leader mondial de la recherche
sur le microbiome dans le nombre de publications produites. En effet parmi les six
plus grands organismes aux mondes publiant des recherches sur le microbiome, trois
sont francais, a savoir 'INRAE, 'INSERM et le CNRS.
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a. Thérapies microbiennes issues d’un écosysteme - MET

La MET est une nouvelle approche thérapeutique développée comme alternative a la
transplantation fécale. Contrairement aux selles du donneur utilisées dans les
transplantations fécales, qui sont des communautés complexes incomplétement
caractérisées de microbes et de métabolites associés, la MET consiste en un mélange
défini de cultures vivantes pures de bactéries intestinales isolées a partir d'un

échantillon de selle d'un donneur sain.
Conformément au concept d'un « core microbiome » englobant les fonctions clés
nécessaires a I'homéostasie intestinale normale, la MET consiste a remplacer un

écosysteme dysfonctionnel et endommagé par un écosystéme sain et pleinement

développé de bactéries intestinales saines dites "natives".

Figure 25. Stratégies de conception des MET. (42)
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Comme on peut le voir sur la figure ci-dessus (43), le développement de candidats

médicaments peuvent ainsi contenir :

Une gamme compléte de bactéries, riche en diversité, issues de donneurs

sains afin de restaurer la fonction de la communauté dans son ensemble.

- Des candidats contenant des bactéries spécifiques, sélectionnées, ciblant des
voies et des fonctions spécifiques (sécrétion de métabolites anti-

inflammatoires par exemple), cultivées de maniere indépendante du donneur.

- La combinaison de ces deux approches, la MET enrichie, permet de restaurer
la communauté dans son ensemble tout en ciblant certaines voies

fonctionnelles.

Ces biothérapies sont des candidats-médicaments a haute diversité et spécifique a
une indication, dont le but est d’exploiter toute la diversité fonctionnelle d’un
écosysteme microbien afin de rétablir la symbiose hote/microbiome dans des

indications pour lesquelles les patients présentent une dysbiose sévére.
Dans cette approche, I'apport de la bio-informatique et des dernieres techniques
d’études du microbiome chez les sujets sains donneurs sont indispensables a la

caractérisation de réseaux fonctionnels afin d’adresser les indications d’intérét.

La MET représente aujourd'hui 6% de I'ensemble des biothérapies basées sur le

microbiome en développement.
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b. Live Biotherapeutic Product - LBP

1- Réglementation autour du LBP (en Europe et aux Etats-Unis)

Durant la derniére décennie de nouvelles thérapies contenant des microorganismes
vivants comme substance(s) active ont émergé.

L’agence américaine, la Food and Drug Administration (FDA), ainsi que I'agence
européenne concernée, I'lEDQM ont nommés ces biothérapies : Live Biotherapeutic
Product ou LBP.

La FDA définit un LBP comme une nouvelle classe de médicaments qui (44) :

- Contient des organismes vivants
- Qui est applicable a la prévention, le traitement ou la guérison d’'une maladie
ou condition de I'étre humain

- Qui n’est pas un vaccin

Aujourd’hui, il existe une confusion entre le développement d’un médicament issu
du microbiome (dans cette thése nous parlerons des LBPs) et celui d’'un complément
alimentaire issu du microbiome, communément appelé probiotique.

Les probiotiques ont été définis en 2001 par une consultation d’experts composée de
scientifiques internationaux travaillant pour la FAO et I'OMS comme « des
microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont consommes en quantités adéquates, produisent un
bénéfice pour la santé de I’ héte ». (45)

Depuis lors, cette définition est devenue la version la plus largement adoptée et

acceptée dans le monde.

L’avenement des nouvelles techniques d’études du microbiome ont permis
d'accroitre les connaissances autour du microbiote intestinal et ont facilité les
recherches portant sur les microorganismes anaérobies qui peuplent I'intestin. Ainsi,

il a été constaté que certains micro-organismes non caractérisés étaient plus
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abondants chez les individus en bonne santé, ce qui a permis d'établir un lien entre
les microbes et un phénotype sain. Ces micro-organismes sont utilisés comme
produits biothérapeutiques si les preuves cliniques sont suffisantes pour les envisager

comme de potentiels nouveaux traitements ou de nouvelles options préventives.

Le mode d’action des LBPs réside dans le rétablissement de I’équilibre du
microbiome intestinal conduisant a atténuer de nombreuses maladies affectant
I’ensemble du corps. Bien que I'agent actif des LBPs soit similaire a celui des
probiotiques, les deux produits different du fait de leurs utilisations, leurs préparations
et leurs développements. En effet, le probiotique est un complément alimentaire qui
a pour visée de conférer un avantage potentiel a la santé tandis que le LBP est une

substance visant a prévenir ou traiter une pathologie.

2- Les différentes approches de LBP

Le développement des LBPs offre un nouveau moyen de créer des traitements s(irs,
pratiques et efficaces pour les patients. En effet, la toxicité est un obstacle important
dans le développement de nouveaux médicaments. Les effets secondaires associés
aux médicaments existants préoccupent a la fois les patients et les cliniciens, et sont
souvent la raison de I'arrét du développement d'un nouveau médicament.

Les LBP ont des compositions définies produites a partir de bactéries
commensales humaines, isolées a l'origine de donneurs sains puis cultivées et
clonées a partir de banques de cellules puis encapsulées pour étre administrées par
voie orale permettant ainsi une sécurité et un profil de tolérance intrinsequement
favorable et réduisant de maniére significative I'un des principaux risques de
développement clinique précoce pour tout nouveau médicament.

En effet, cet aspect de sécurité est un des avantages des LBPs contrairement aux
médicaments traditionnels ou un passage par la phase | afin d’attester de la sécurité
chez les sujets sains est indispensable et risqué.

Dans le cas des LBPs, les sociétés ont tendance a aller directement chez les patients

afin d’étudier I'efficacité parallélement aux études de sécurité et de toxicité, a travers
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une Phase Ib/lla. Ainsi les colts et les temps de développement des LBPs sont

réduits.

Les LBPs peuvent étre distingués en deux groupes, ceux constitués d’une
souche bactérienne unique et ceux constitués d’un consortium de bactéries. lls sont
administrés par voie orale et délivrés sélectivement dans I'intestin ou les bactéries

exercent leurs effets thérapeutiques afin d’avoir une action locale ou systémique.

Aujourd’hui, on recense plus de 200 programmes (42) en cours de développement
dans le monde dont une majorité qui ne sont pas encore a des stades cliniques de
développements. Les LBPs représentent aujourd'hui la majorité des modalités

thérapeutiques issues du microbiome.

Enfin comme le montre la figure ci-dessous (42), on retrouve une dominante de LBPs

a souches uniques (single strain).

Figure 26. Répartition des différents modalités thérapeutiques des LBPs. (42)

C. Caractéristiques des différentes approches
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Nous avons vu précédemment qu’un médicament issu de bactéries peut se

distinguer, sans prendre en compte d’autres approches alternative telles que les

bactéries pouvant étre génétiquement modifiées par exemple, en trois approches.

De nombreuses biothérapies sont aujourd’hui en développement afin de
remplacer le microbiome dysfonctionnel de patients souffrant d’infection a
Clostridium Difficile. L’approche MET consistant a remplacer un écosysteme
endommagé par un écosysteme sain et pleinement développé de bactéries
intestinales saines est en bonne position pour devenir la premiére biothérapie
a étre autorisée.

Issus de donneurs en bonne santé et pouvant étre complémenté en bactéries,
I’écosysteme que va recevoir le patient par voie orale ou par lavement est
pleinement fonctionnel et déja équilibré dans un environnement qui lui
convient.

Cet aspect écosystémique complet présente également des limites, en effet
malgré I’essor des nouvelles technologies d’analyse du microbiome, il reste
difficile d’avoir une caractérisation compléte des mécanismes sous-jacents et

du lien complexe entre toutes les bactéries de cet écosystéme.

L’approche consortia permet de limiter ce manque de caractérisation en
combinant entre elles des bactéries connues pour avoir des effets positifs dans
certaines maladies. Il reste néanmoins nécessaire de comprendre les
interactions entre ces espéces afin d’étudier la mécanistique de notre
candidat-médicament et de construire un écosystéeme qui puisse se
développer indépendamment et s’inclure dans I’écosystéme déja en place du
patient.

Le fait de combiner différentes bactéries reconnues comme un ensemble de
biothérapie unique rend le développement d’une telle approche complexe et
couteuse et en fait un challenge au niveau de la propriété intellectuelle, de la

fabrication et du réglementaire.

74



L’approche de la souche unique permet une meilleure connaissance de ses
caractéristiques, de sa mécanistique ainsi qu’un développement simplifié et
moins couteux.

Cependant cette souche unique va étre confronté seule apres administration
par voie orale a un écosysteme déja établi. Afin d’avoir I’efficacité voulu sur le
patient, un travail sur la dose ainsi que des études pharmacocinétiques sont
nécessaires.

De plus bien gu’il existe une variabilité au sein d’'une méme espéce
bactérienne, des compagnons diagnostics pourraient étre effectués chez le

patient avant toute administration d’une biothérapie.

Chaque approche présente ainsi ses propres caractéristiques et sont envisageables
en fonction de la situation thérapeutique que I’on souhaite traiter, des caractéristiques
de la souche ou des souches a développer, et de I'état de I’écosystéme microbien du

patient.

D. Conclusion

On dénombre actuellement prés de 110 sociétés développant des modalités
thérapeutiques issues du microbiome. La moitié des sociétés sont aujourd'hui situées
aux USA, I’Europe en représente 34%, les 17% restant sont situées notamment en
Corée du sud. La France se positionne aujourd’hui comme le leader européen dans

le domaine du microbiome.

On recense aujourd'hui prés de 450 solutions thérapeutiques issues du microbiome
en cours de développement dans le monde. Comme on peut le voir ci-dessous, ces
développements ne représentent que moins de 1% de I'ensemble des

développements thérapeutiques actuels dans le monde pharmaceutique.
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Figure 27. La place du microbiome dans les produits en développement. (42)

Bien qu’en plein essor, le microbiome reste aujourd’hui un marché de niche.
Ce secteur est constitué de jeunes sociétés tres spécialisées ayant pour la plupart
moins de dix ans d’existence et dont les premiers programmes commencent a arriver
a maturation et se rapprochent de I'entrée sur le marché.
Le marché mondial du microbiome humain n'en étant qu'a ses débuts, un grand
nombre d'acteurs entrent régulierement sur ce marché, ce qui devrait intensifier la

concurrence sur ce marché dans les années a venir.

L'industrie du microbiome est sur une trajectoire de croissance rapide, avec un
réel élan et un potentiel de croissance trés important comme on peut le voir ci-

dessous (42).

Figure 28. Marché global des biothérapies basées sur le microbiome ($M). (42)
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Avec I'arrivée des premiéres biothérapies sur le marché, ce secteur devrait enregistrer
une croissance significative au cours des prochaines années que ce soit aux USA ou
dans le reste du monde. Malgré ces prévisions positives et a I'image d’un marché
global affaibli en 2022, certaines compagnies du microbiome ont subies des

difficultés.
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PARTIE IV: Etude de cas: Développement du B.
pseudolongum

A. Contexte

Dans cette derniere partie, nous allons proposer un plan de développement clinique
d’une souche de B. pseudolongum. Notre but est de mettre en avant toutes les étapes
nécessaires et spécifiqgues aux LBP pour que cette recherche prometteuse puisse
progresser vers une preuve de concept clinique.

Ce travail a été initié lors de mon expérience au sein d’YSOPIA bioscience, une
biotech de stade clinique spécialisée dans le développement de LBP a souche

unique.

Nous avons vu précédemment les données montrant le potentiel thérapeutique
engendré par I’amélioration des effets des ICI qu’une souche de B. pseudolongum,
étudié par I'’équipe de Calgary, pourrait avoir sur les patients atteints de certains
cancers métastatiques (Partie Il.C). Bien que précoce les données issues de
I'utilisation de modeéles de cancers, utilisant la souris comme hoéte, indiquent un
bénéfice potentiel significatif de |'association de cette bactérie avec des ICI. Le
mécanisme d’action partiellement connu consolide I'importance de la présence de B.
pseudolongum vivant dans I’organisme afin d’entrainer la sécrétion de I'inosine et du

second co-stimulant permettant I’activation du systeme immunitaire.

Nous avons vu également les différentes routes possibles pour développer une
biothérapie issue du microbiome (Partie Ill).
Dans cette étude de cas, le développement choisi pour la biothérapie basée sur la
recherche autour B. pseudolongum est un LBP a souche unique. La particularité et
la force de ce projet est la connaissance du mécanisme d’action. Ainsi, les études de
Calgary ont montré que nous n’avons pas besoin que la souche s’integre au
microbiome de I’'h6te (i.e. FMT) et le mécanisme proposé n’a besoin de I'intervention

d’autres bactéries (i.e. consortia). Le développement comme un LBP a souche unique
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permet d’accélérer le développement et limiter les colits de production. De plus, fort
de son réseau en Europe ainsi que pour des raisons de simplification du process des
phases cliniques auprés des agences reglementaires, YSOPIA a fait le choix de

développer cette future biothérapie en Europe.

L’objectif pour une telle biotech est de réussir la translation de cette recherche en
développant un candidat médicament qui permettra de soigner des patients en échec
thérapeutique. La génération de données cliniques positives généerera un retour sur
investissement, a la biotech et aux chercheurs, lors de la potentielle vente du
programme de développement a un acteur de l'industrie pharmaceutique ainsi

lorsque de la mise sur le marché de la biothérapie.

a. Propriété intellectuelle

Afin de pouvoir exploiter et valoriser le potentiel d’une telle recherche a des fins
commerciales, la propriété intellectuelle ou brevet est un enjeu important lors du

développement d’un candidat-médicament.

Un brevet est un droit exclusif accordé par un Etat pour une invention qui est un
produit ou un procédé (46). Le produit ou le procédé doit apporter, en général, une
solution technique nouvelle a un probléme dans n'importe quel domaine. Les droits
exclusifs sont territoriaux et la protection par brevet est accordée pour une période

limitée, généralement 20 ans.
Il existe des conditions de brevetabilité :
+ Doit étre nouveau, non anticipé par I'art antérieur
« Activité inventive (non évidente, qui ne peut étre facilement déduite par une

personne ayant une personne ayant une connaissance moyenne du domaine

technique).
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+ Applicable industriellement - L'invention doit étre utile/avoir une utilité

Il est important de noter qu’une découverte, une théorie scientifique ou une méthode
mathématique est exclue de la brevetabilité, mais son application ou son utilisation

peut étre brevetable.

Dans notre étude, I’enjeu est bel et bien I'utilisation que pourrait avoir les
recherches de Calgary, et plus précisément dans quelle(s) indication(s) et avec quel(s)

ICI pourrait -on développer cette nouvelle biothérapie.

En effet la description du brevet (déposé par I'université de Calgary) fournit I'utilisation
d’une bactérie isolée de la souche Bifidobacterium pseudolongum déposée sous un
numéro de dépdt, avec un ICI choisi parmi un anti PD-L1 et un anti-CTLA-4 dans

['utilisation suivante : carcinome colorectal (CRC).

L’ensemble des données montre une activité dans deux modeles de souris de CRC.
Le premier, MC38 est utilisé dans un contexte hétérotopique, c'est-a-dire dans une
position qui n'est pas anatomiquement correcte. L'impact de B. pseudolongum est
systémique plut6ét que localisé au colon ou il réside normalement.

Le second modeéle est un systeme génétiquement modifié dans lequel la souris est
susceptible de développer un type de cancer colorectal que I'on trouve chez I'homme
en raison d'un défaut de réparation de I'ADN connu sous le nom d'instabilité des
microsatellites (MSI) et de réparation défectueuse des mésappariements (dAMMR).

Il est intéressant de noter que la lignée MC38 a récemment été caractérisée puis
étudiée en tant que représentante du CRC a haut statut MSI (47). Ceci est significatif
car il lie plus étroitement les données de ces deux modeles et renforce la pensée que
B. pseudolongum pourrait étre développé en tant que composant d'une

thérapeutique dans les cancers a haut statut MSI.
En supposant que le B. pseudolongum combiné a un ICl s'avere efficace contre les

tumeurs dont la réparation de I'ADN est défectueuse, d'autres indications de cancer

seront des cibles logiques. Néanmoins, pour pouvoir utiliser notre biothérapie dans
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ces autres cancers, des résultats complémentaires d’efficacité dans les modéles de
cancer ciblés, non décrits a ce jour, devront étre apportés pour démontrer que la
souche de B. pseudo avec un ICI présente une efficacité.

Dans ce cas alors une extension du brevet actuel permettrait d’avoir une portée plus
large. Cette extension est susceptible d’étre délivrée sous réserve de 'acceptation de
tels résultats par les offices.

La communication du groupe de Calgary sur les essais sur le mélanome et le cancer

de la vessie vont dans ce sens.

Dans ce contexte, il est également important de rappeler que B. pseudolongum
ne semble pas avoir d'effet anticancéreux en I'absence d'un médicament
immunomodulateur. Toute revendication actuelle dépendra de I'utilisation conjointe
d'un médicament immunomodulateur. |l est concevable que la combinaison puisse
augmenter I’efficacité et/ ou augmenter le taux de répondeurs a ces traitements ainsi
que de réduire la sévérité des effets secondaires observés avec certaines des
immunothérapies existantes.

Actuellement (apres la chirurgie), les régimes chimio thérapeutiques pour le CRC sont
nombreux pour le traitement de premiére ligne. Récemment (48), le pembrolizumab,
un anti PD-1 a recu |'approbation de la FDA américaine pour le traitement de premiere
ligne des patients atteints de CRC avec un statut MSI élevé et une condition associée
(dMMR).

Il pourrait donc étre considéré comme le principal agent compétitif ou, plus
probablement, comme le meilleur agent a essayer en combinaison avec B.

pseudolongum.

Pour conclure et afin de consolider la propriété intellectuelle et le potentiel d’utilisation
de notre future biothérapie, il sera nécessaire d’apporter des résultats
complémentaires d’efficacité dans de nouveaux modeles de cancer a haut statut MSI

en parallele du développement clinique.
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B. De la bactérie au médicament

Nous allons maintenant nous intéresser aux différentes étapes de développement
nécessaires afin d’amener cette recherche prometteuse autour de la souche de B.

pseudolongum a un candidat médicament.

Nous pouvons voir dans la figure ci-dessous le parcours de développement
nécessaire pour initier un essai clinique en partant de la preuve de concept
scientifique jusqu’a I'entrée en phase 1 d’étude clinique.

Comme on peut le voir dans la figure ci-dessous, il est nécessaire de sélectionner une
souche bactérienne qui deviendra le candidat médicament et qui sera développé par
la suite. En paralléle, nous avons vu précédemment les enjeux concernant la propriété
intellectuelle et I'utilisation future, il est important de valider nos hypothéses dans la
« vie réelle » afin d‘aboutir a une (ou plusieurs) indication(s) dans laquelle va étre
développé cette future biothérapie.

Par la suite, un travail de développement, préclinique, reglementaire, de formulation

et de production sera mené jusqu’a I’entrée en phase 1.

Constitution Screenin Candidat Production
du souchier g Médicament

Dossier

Preuve de
Concept

Préclinique —— | X
Réglementaire \
Phase 1

7

Epidémiologie Indication Protocole

Figure 29. Etapes de développement d’une biothérapie issue du microbiome : de la
preuve de concept scientifique a I’entrée en phase clinique.

82



a. Constitution du souchier

Bien qu’issues de la méme espéce et trés proches génétiquement et
métaboliquement, il existe une forte variabilité entre différentes souches de B.
pseudolongum. Ces différences difficiles, voire impossible, a évaluer peuvent
entrainer une modulation des effets identifiés par le groupe de Calgary. Il est donc
important de constituer une librairie de souches ou souchier, afin de sélectionner et

développer celle avec la meilleure efficacité.

Différentes stratégies sont envisageables afin de générer une librairie :

- Un processus d’isolation de souches peut étre mis en place a travers une
collecte de selles conforme aux procédures de ['International Human
Microbiome Standard (IHMS) puis la caractérisation des souches récoltées. Ce
processus de collection interne est long, trés reglementé (protocole de Kyoto)

et couteux.

- Il est également possible d’acheter des souches déja caractérisées a une
structure privée ou publique afin de gagner du temps.
Certaines informations sont nécessaires lors de I'achat de souches, a savoir
I’origine de la souche, I’age du donneur, I’état de santé global. L’acheteur doit

aussi s’assurer que le vendeur opére dans la reglementation en vigueur.

Dans notre cas, nous proposons d’acquérir des souches afin de constituer notre
librairie pour gagner du temps sur le développement. Néanmoins un important travail
de caractérisation est nécessaire a la suite de I'acquisition de ces souches.

En effet pour qu’une souche soit développable chez ’homme, il existe certaines
normes reglementaires concernant les caractéristiques de la souche détaillées dans

le tableau ci-dessous.
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Objectif Test
Origine & Identification Nom biologique et nomination de la souche
Origine de la souche
Historique de culture de la souche
Informations sur les donneurs
Phénotype et génotype de la souche 16s génotype

Morphologie et identité

génétique Identification morphologique Microscopie & Macroscopie
Caractéristiques de croissance, taille, forme, coloration | Analyse de la cinétique de croissance
GRAM
Mobilité & Sporulation Wirtz-Conklin méthode

Caractérisation Resistance aux antibiotiques, endotoxines bactérienne, | pH tolérance, aérotolérance, API20A

biochimique résistances aux acides biliaires, activités enzymatiques, | anaérobique test, ID32A, API ZYM,
pH tolérance, aérotolérance. oxydase activité

Pureté Présence de phages Phage induction test

Informations bio-informatique

Séquencage

Tableau 1. Normes et caractéristiques réglementaires des souches.

b. Screening

Une fois la librairie de souches constituée, I’'étape de « screening » ou de sélection

permet d’aboutir a un candidat médicament. Une des difficultés a prendre en compte

en amont du screening est le milieu aérobie du laboratoire alors que notre souche

nécessite des conditions anaérobiques pour exister. Les manipulations devront donc

se faire en milieu clos pour limiter I'impact de I’oxygéne sur nos souches. Le challenge

ici est d’effectuer ce screening dans des conditions anaérobies, il sera mené soit en

interne, soit nous identifierons un partenaire ayant accés a des modéles d’intérét et

la capacité d’action.
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Dans un premier temps, il est nécessaire de retirer les souches non
développables (présence de phages, antibiorésistances, genes de pathogénicités)
en amont du screening.

Puis les éléments développables du souchier vont étre étudiés dans différents
modeles et classés en fonction de I'efficacité afin de sélectionner la souche avec la
meilleure efficacité qui deviendra donc le candidat médicament.

Nous pouvons voir ci-dessous une figure décrivant le process de screening du

candidat.

Figure 30. Etapes de sélection du candidat médicament.
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1- Evaluation de I'effet de bactéries commensales humaines sur le phénotype
malin des cellules tumorales (colon, pancréas, poumons) et sur les cellules
immunitaires (Cellules mononuclées du sang périphérique PBMC et cellules T).

8 souches bactériennes seront sélectionnées.

Dans cette étude I'effet de différentes souches de B. pseudolongum candidates sera
d’abord évalué sur la prolifération, I'apoptose, et |'invasion des cellules cancéreuses
du colon, du pancréas et des poumons. La souche bactérienne décrite dans de
luniversité de Calgary sera utilisée comme souche controle/référence dans
’ensemble des expériences proposés dans cette étude. Ainsi I'effet du milieu de
culture conditionné par les souches de bactéries ou les bactéries directement

ajoutées aux cultures de cellules tumorales sera examiné.

2- Etude de I'impact des bactéries sur le développement et I’'environnement
tumoral. Dans cette étude des modeéles de culture 3D (organoides) seront
utilisés seuls ou en coculture avec des cellules immunitaires.

3 souches bactériennes les plus efficaces seront sélectionnées

3- Analyse de I'impact des bactéries sur le développement et I’environnement
tumoral in vivo dans un modele préclinique et dosage de I'inosine.

Criblage des 3 souches bactériennes les plus efficaces identifiées en 2.
A la fin de cette étape de screening, nous aurons donc identifié¢ un candidat-
médicament a souche unique de B. pseudolongum présentant la meilleure efficacité.
La souche sélectionnée va par la suite étre produite et étudiée en préclinique.
c. Epidémiologie
Lors de I'introduction de cette derniére partie, nous avons également abordé le sujet

de la future utilisation de la souche et notamment I'indication pour laquelle va étre

développé notre bactérie en association avec les ICI. Afin de renforcer, invalider ou
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ouvrir sur d’autres utilisations potentielles, un travail de recherche épidémiologique
est bienvenu et pourrait étre effectué en paralléle des deux étapes vues
précédemment. L’identification d’un partenaire capable de mener ce type d’études

et d’avoir ces cohortes a disposition est un challenge.

Dans un premier temps, notre objectif a court terme est de consolider notre
hypothése d’utilisation avec des données dites de « vie réelle » concernant 'indication
dans laquelle va étre développé cette future biothérapie, a savoir le CRC.

Afin de valider le potentiel de notre souche et de son mécanisme d’action, nous avons
identifié une cohorte de patients traités par immunothérapies pour des cancers
localement avancé/non résécable et/ou métastatique afin d’analyser des marqueurs

prédictifs clinique permettant d’identifier une population de patients répondeurs.

Le microenvironnement immunitaire est complexe, dynamique et spatialement
hétérogéne. Il est important de comprendre le paysage immunologique et
métabolique des tumeurs solides, car ces informations pourraient révéler les
mécanismes de réponse et de résistance a des agents immunomodulateurs
spécifiques et contribuer au développement futur d'approches combinées plus
efficaces. Un profilage immunologique complet peut permettre d'identifier des
paramétres robustes pour déterminer la candidature a des traitements
immunomodulateurs spécifiques, et certaines approches ont été utilisées pour définir
les composants du microenvironnement immunitaire de tumeurs, dans le but de

développer des biomarqueurs.

Notre objectif est d’identifier dans cette cohorte une population de patients de cancer
métastatiques a haut statut MSI répondeurs aux ICI afin d’évaluer, dans un premier
temps, la présence d’inosine chez les répondeurs et consolider ainsi notre mécanisme
d’action et valider I'utilisation future de notre biothérapie.

A cette fin et étant donné I'importance du métabolisme dans le microenvironnement
immunitaire des tumeurs, nous effectuerons une étude métabolomique du plasma,
afin de déterminer si l'inosine pourrait étre corrélée avec un bénéfice de

I'immunothérapie.
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Dans un second temps, un projet de collaboration de recherche utilisant les
échantillons de selles de cette méme cohorte de patients nous permettrait de corréler
la présence de B. pseudolongum et |la réponse a I'immunothérapie.

De ces données de vie réelle, ’objectif a moyen terme est d’identifier des cancers
ou le taux d’inosine ainsi que la quantité de B. pseudo chez les répondeurs a
'immunothérapie est importante afin d’orienter la génération de nouvelles données
vers ces cancers et pouvoir prétendre a une extension du brevet pour pouvoir ainsi
développer notre candidat-médicament dans de nouvelles indications. Ce travail de

recherche épidémiologique est un travail qui continuera aprés la phase 1

d. Préclinique

Il s’agit de tests réalisés in vitro (sur des tissus organiques) et in vivo sur I'animal.

Les résultats permettent de garantir dans un premier temps la sécurité avant
d’envisager le passage a une expérimentation sur ’hnomme, en s’assurant de la
probité des effets toxicologiques (toxicité aigué et chronique). En effet, il n’est pas
envisageable d’administrer un nouveau composé a I’homme sain ou malade compte
tenu des risques non connus susceptibles d’apparaitre. L’expérimentation animale
est donc utilisée de maniere rationnelle et selon des bonnes pratiques qui garantissent
un traitement éthique de I’'animal. Nous ne développerons pas de modéles d’efficacité

ici.

Il est important de noter que les études précliniques des LBP et, de maniere
plus large, des biothérapies issues du microbiome sont spécifiques. Des discussions
approfondies avec les agences réglementaires sont nécessaires afin de mettre en

place le dossier reglementaire.
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1- Etude de toxicité

» EKtude de translocation

Pour démontrer que notre candidat, lorsqu'il est administré a la dose de travail, ne
présente aucun risque d'infection bactérienne induite par le traitement, il est
important de mener une étude afin d’évaluer le potentiel de translocation de notre
candidat.

L'objectif de cette étude est d'évaluer les capacités de translocation de la souche
hors de I'intestin lorsqu'elle est inoculée per os. Apres un gavage quotidien de souris
pendant 7 jours consécutifs, la présence de la souche viable en dehors du tractus

gastro-intestinal doit étre évalué par approche visuelle et génétique.

= Etude de tolérance d’une dose aigiie

Afin d’évaluer l'impact d'une exposition aigué a la plus forte concentration
techniquement réalisable chez des animaux sains il est important d’évaluer, dans un
premier temps, tout effet toxique associé a notre souche induit aprés une exposition
a haute dose. Par la suite, une deuxieéme partie de I'étude aura pour but d’évaluer la
persistance de notre souche dans les féces aprés une dose aigué journaliére dans
des échantillons de selles de souris pendant 3 semaines.

Etant donné que notre souche est commensale et trés bien étudiée nous n’anticipons

aucun probléme de tolérance a ce stade.

Notons ici que notre objectif est de développer un co-traitement avec les ICI. Des
discussions avec les agences devront étre mis en place concernant les études de
toxicités a mener lors d’une utilisation conjointe, notamment étudier I'impact d’un

traitement ICI sur la translocation de notre bactérie et candidat.
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2- Etude de pharmacocinétique

Les études traditionnelles de pharmacocinétique et de distribution ne peuvent pas
étre réalisées pour un LBP. Etant donné que notre candidat est composé d'un
organisme vivant et capable de se reproduire chez I’hdte que I'on trouve en quantités
variables chez les individus sains, les études pharmacocinétiques traditionnelles ne

sont pas appropriées.

Pour évaluer la pharmacocinétique de notre candidat, un groupe de souris devra
étre maintenu sous un régime alimentaire normal et leurs feces collectées a différents
moments pendant 3 semaines apres le traitement afin d'évaluer la survie de notre

produit dans les feces.

Par la suite, il est intéressant de mener une étude en utilisant le modele validé du
Simulateur de I'Ecosystéme Microbien de I'Intestin Humain (SHIME®) pour étudier la
bio distribution et I'efficacité in vitro de notre candidat.

L'objectif principal de I'étude est d'étudier l'interaction a long terme in vitro entre la
souche et le microbiome apres des doses répétées et attesté de la sécrétion d’inosine

et du co-stimulant dans un environnement complexe.

Le modele SHIME est un modele in vitro validé qui simule la complexité du tractus
gastro-intestinal. Par rapport aux alternatives in vivo, SHIME utilise le microbiote
intestinal humain fraichement extrait de donneurs et ne présente pas de facteurs
extrinseques, tels que le systeme immunitaire de I'animal hote, de réaction contre le
produit testé aprés administration. SHIME est bien adapté aux études a long terme et
permet un échantillonnage facile de tous les compartiments pour une analyse en aval
et une reproduction précise du microbiote intestinal. Des inoculums fécaux
représentatifs de différents donneurs peuvent étre sélectionnés pour optimiser la
représentativité. Le SHIME ne simule pas seulement le microbiome luminal, mais
recrée également |'environnement muqueux, permettant une greffe préférentielle des

micro-organismes pertinents.
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Trois populations de microbiome intestinal seront isolées a partir des selles de
donneurs. Chaque microbiome intestinal individuel sera injecté dans un systéeme
SHIME distinct, de sorte qu'il y ait un seul SHIME par donneur de microbiome. La
configuration typique des réacteurs du SHIME consiste en une succession de cing
réacteurs simulant les différentes parties du tractus gastro-intestinal humain. Le
temps de rétention et le pH des différents réacteurs sont choisis de maniére a

ressembler aux conditions in vivo dans les différentes parties du coélon.

3- Sélection de la dose

Apres avoir pris connaissance de I'activité et du comportement du candidat
médicament dans des organisme vivant et non vivant, on estime les doses a
administrer a ’'hnomme au cours des essais cliniques en appliquant des marges de
sécurité de maniere a réduire au maximum les risques liés aux premieres expositions
humaines. De ces travaux, les agences réglementaires mettent en place des
guidelines permettant aux développeurs de maitriser les attendus de leurs produits.

Si le développement est complexe avec des produits “normés”, il I'est d’autant plus

avec des produits innovants ou les guidelines ne s’appliquent que partiellement.

En effet, par rapport a d'autres classes de médicaments, il n'existe pas d'approche
spécifique pour déterminer la dose humaine d'un produit biothérapeutique vivant
(LBP) sur la base de son développement préclinique. La FDA propose dans la directive
"Estimating the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics
in Adult Healthy Volunteers" plusieurs approches pour convertir les doses des
modeles animaux précliniques en essais cliniques humains (49). Cependant, ces
indices de conversion sont basés sur des médicaments standard(s) et ne s'appliquent
pas a la spécificité du mode d'action des bactéries et a leur capacité inhérente a se
reproduire dans I'n6te. De plus, la méthode générique prend en considération la
distribution corporelle et ne tient pas compte de la compartimentation restreinte d'un

LBP dans le tractus gastro intestinal (TGlI).
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Basé sur les développements précédent d’YSOPIA, nous proposons une approche
alternative pour estimer la dose équivalente humaine de notre candidat médicament.
Les produits thérapeutiques administrés dans des compartiments anatomiques qui
ont peu de distribution ultérieure en dehors du compartiment peuvent étre normalisés
entre les especes en fonction de la taille du volume du compartiment et des
concentrations du produit thérapeutique.

Nous suivrons cette ligne directrice en utilisant une portion pertinente du TGl et
proposons d'utiliser la surface des organes comme référence. Nous prendrons
également comme référence la quantité moyenne de B. pseudolongum chez des

individus sains afin de valider notre proposition de dose.

Par la suite, il est important de démontrer dans un modele de CRC s’il existe
ou pas une dose réponse lors de I"administration de B. pseudo en association avec
des ICI. Dans le cas ou il n’existe pas d’effet dose, une seule dose pourra étre
poursuivie en clinique. Dans le cas contraire, il sera nécessaire d’utiliser plusieurs

doses en cliniques.

e. Fabrication du LBP

La fabrication de médicament est particulierement bien régulée et en général ne pose
pas de problématique spécifique au produit mais plutét juste de développement de
processus de fabrication.

Dans le cas d’un LBP ce n’est pas le cas. En effet, si le processus de fabrication est
un challenge en soit accentué dans notre cas par le fait que la souche nécessite un
milieu anaérobique strict pour proliférer, la réglementation sur les LBP est limité avec
seulement les Etats-Unis et la FDA qui ont partagé des recommandations (50). En
Europe, ou le produit sera développé, les agences reglementaires nationales et 'EMA

n’ont rien publié de précis hormis 2 mises a jour de méthode analytique (51).

YSOPIA devra donc proposer une package complet sans recommandation

spécifique. La stratégie réglementaire sera présentée dans la section suivante. Dans
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le cadre de la fabrication du candidat médicament, il y a deux aspects distincts a

considérer, la production en elle-méme et I’'analyse associée.

Il est essentiel lors de la fabrication du candidat que :

o Le produit pharmaceutique soit sous forme orale et idéalement une taille simple
a ingérer (taille 0)

e Le produit pharmaceutique suive les norme GMP en cours.

e Le processus de production soit robuste et consistant.

o La bactérie soit produite dans des conditions permettant d’obtenir I’activité
souhaité et particulierement la capacité de production d’inosine et du co-
stimulant.

e Les concentrations obtenus (UCF/g) permette de formuler I’API dans les doses
nécessaires au développement clinique.

o La bactérie soit délivrée vivante au site d’action. Dans le cas de B.
pseudologum, une formulation permettant la protection gastrique sera
essentielle.

» La bactérie soit stable dans des températures acceptables (idéalement 25°C ;
néanmoins une conservation a des températures allant de 2-5°C serait
acceptable) pour permette une prise chronique et pendant une période de 2

ans.

Comme la plupart, des acteurs du développement dans le microbiome, YSOPIA n’a
pas de capacité de production GMP nécessaire. YSOPIA devra donc s’entourer de
CDMO capable de remplir les conditions listées précédemment.

De plus, lors de ce processus, YSOPIA devra s’assurer qu’il n’y ait pas de perte
d’activité de la bactérie avec le processus de fabrication utilisé et des études in vivo

devront avoir lieu pour valider les lots cliniques produits.
Enfin, la méthode de formulation permettant de protéger les bactéries de

I’estomac est I’encapsulation. YSOPIA devra s’assurer que la formulation assure une

bonne protection aux bactéries mais que la libération du principal actif soit fait
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rapidement afin

d’assurer l'effet thérapeutique au bon endroit. Des modeéles

d’estomac artificiel capable de modéliser le passage d’une capsule devront étre mis

en place ainsi que des modéles permettant d’estimer dans quelle zone du Gl, le

principe actif sera libéré. Des partenaires capables de répondre a ces questions

devront étre identifié rapidement.

Le deuxieme aspect central lors de la fabrication est I'analyse du produit

pharmaceutique

et du principe actif. Les produits étant vivant ils devront étre

caractériser en conséquence. YSOPIA a déja de I'expérience dans le développement

de produit vivant

et utilisera les analyses présentées dans le tableau ci-dessous :

Test

Objectif

Densité optique a 600

nm

Etablir le profil de croissance des micro-organismes dans le fermenteur et s'assurer qu'ils

se développent comme prévu afin de produire une quantité suffisante de produit.

Morphologie cellulaire

par microscopie

Identifier les micro-organismes par leur morphologie cellulaire et vérifier leur pureté.

CFU

Déterminer le nombre d'organismes cultivables dans un échantillon/produit.

TCC /VCC

Déterminer le nombre total de cellule et le nombre total de cellule viable dans un

échantillon/produit.

Teneur en eau par test
de Karl Fisher

Déterminer si la teneur en humidité est conforme aux spécifications du produit.

Production d’inosine

Déterminer la quantité d’inosine produit par les bactéries produites.

Coloration Gram

Identifier les micro-organismes par la morphologie cellulaire et la coloration et vérifier la

pureté.

Identifier les micro-organismes et tout contaminant éventuel dans I'échantillon en

16 S séquencgage

analysant les séquences d'ARN 16S bactérien.

Identifier les micro-organismes et les éventuels contaminants de I'échantillon en analysant
NGS tout le matériel ADN de I'échantillon.

Identifier la présence (ou I'absence) de bactériophages dans une banque de cellules, en
Bactériophage s'assurant que tous les produits dérivés de la banque de cellules sont exempts de

bactériophages, par un test d'induction a la mitomycine C.

Charge microbienne

Déterminer si le produit est contaminé par des micro-organismes autres que le micro-

organisme cible, qui peuvent étre nuisibles a la santé humaine (micro-organismes
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nuisibles).

Pour déterminer si la formulation se désintegre en solution.

Désintégration de la . . . . L .
Pour déterminer si la formulation se désintegre en solution.

capsule

Tableau 2. Analyse du produit pharmaceutique et du principe actif

Notons que le domaine des LBP est niche, de ce fait I'identification de
partenaires capable de réaliser ces analyses dans les conditions permettant I'entrée
dans les demandes réglementaires est un challenge et les contrats associés couteux.
Cependant, ces travaux sont essentiels afin de satisfaire les agences réglementaires
mais également s’assurer que le produit n’apportera pas de risques de toxicité pour

les patients qui les utiliseront et qui sont déja atteint de cancer.

f. Dossier reglementaire

Nous avons vu précédemment (Partie 11l.B.b.1) que la reglementation concernant les
LBP est assez récente et malgré I'émergence de lignes directrices un certain nombre
de lacunes restent a combler pour soutenir le développement de ces nouveaux
principes actifs en particulier en ce qui concerne la maniere dont les exigences
réglementaires des médicaments doivent étre traitées dans la pratique.

En effet, les LBP sont confrontés a des défis spécifiques inhérents a leurs
caractéristiques biologiques et a leurs modes d'action et, en tant que tels, ils
nécessitent des considérations particulieres en matiére de documentation sur la
qualité, la sécurité et l'efficacité avant d'étre utilisés chez I'homme. De plus la
reglementation autour des LBP n’est pas encore harmonisée notamment pour un
développement visant les marchés mondiaux. Il est nécessaire d’engager des
discussions avec les instances européennes (I'EMA) et américaines (FDA) afin
d’adapter notre stratégie de développement a la suite de leur évaluations et

commentaires.

La stratégie de la société YSOPIA, forte de son développement de LBP

précédent, visant a fournir les preuves, vues précédemment, de qualité, d'innocuité
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et d’efficacité du candidat LBP a donc été encouragée par I’échange constant avec
les instances et les commentaires de I'EMA et de la FDA.

Pour cela, les interactions avec plusieurs autorités réglementaires seront engagées le
plus rapidement possible et en continue afin d’anticiper d’éventuelles évolutions

reglementaires.

- EMA : Conseil scientifique une fois le développement préclinique finalisé afin
d’appréhender les attentes réglementaires européens (52) avant la soumission
de I'IMPD (53)

- ANSM (France) : Soumission au Guichet des innovations afin d’avoir un retour
rapide sur le développement de notre produit et les attentes des autorités

francaises (54).

- FDA : Par le dossier INTERACT, il est possible d’avoir un retour rapide et
spécifique sur nos interrogations concernant le développement précoce de

notre produit avant la soumission a un PRE-IND.

Notre choix actuel est un développement en Europe (et en particulier en France) mais
il est important d’obtenir un retour de la FDA en cas de blocage en Europe. En effet,
’EMA est connu pour ne pas étre particulierement bienveillante et compréhensive
face aux innovations et il existe un risque de délai ou de blocage. De méme, il sera
probablement nécessaire d’envisager d’autres pays européens pour I’étude clinique
et un premier contact avec leurs agences réglementaires est nécessaire pour

s’assurer d’une progression sans délai.

g. Protocole et étude clinique

Nous proposons de mener une étude clinique interventionnelle de phase 1b/2a sur
I'association de notre candidat médicament et du Pembrolizumab (anti PD-1) chez

des patients atteints d'un cancer colorectal, d'un cancer de la vessie ou d’un
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mélanome avancé ou métastatique, a haut statut MSI, réfractaires (dont la tumeur a
progressé) a un traitement anti-PD-1/PD-L1 antérieur B. pseudolongum étant une

bactérie commensale, nous n’anticipons pas de probleme de sécurité.

Le choix d’inclure des patients de ces trois types de cancers a haut statut MSI nous
permettra un recrutement de patients plus facile tout d’abord. De plus, si des
réponses positives (partielles ou completes) sont observées dans cet essai, alors
I'expansion des indications de cancer B. pseudolongum et un ICI pourront étre
justifiés. Bien que I’évaluation clinique soit sur plusieurs sous type de cancer le
recrutement sera en enjeu central et afin de réduire la durée de I'étude plusieurs
centres seront nécessaires. Si celui-ci s’avere insuffisant, nous envisageons d’étendre

nos recrutements a plusieurs centres européens durant I'extension a la Phase 2a.

Il est important de noter que le recrutement devra prendre en compte des parametres
liés au microbiome. Pour le moment nous ne sommes pas capables de comprendre
comment les caractéristiques individuelles du microbiome impacte [I'efficacité
thérapeutique de la combinaison. Afin d’évaluer cette corrélation réponse
thérapeutique/microbiome, nous devrons mettre en place des actions afin d’étre

capable d’évaluer I'interconnexion dans les futures phases.

1- Design et objectifs de I’étude

L’objectif de cette étude clinique est d’évaluer la sécurité de la combinaison de B.
pseudolongum et d’un ICI dans un premier temps. Puis dans un second temps,
d’évaluer si cette combinaison apporte un bénéfice clinique a des patients en
situation d’échec thérapeutique. Pour ces raisons, cet essai sera mené en ouvert ou

« open label » et non randomisé.

Cette étude sera effectuée en deux partie, une premiére partie, initiale de sécurité

ayant pour objectif primaire |'évaluation des toxicités lors de cycles de traitements
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de trois semaines, et une seconde partie, évaluant la survenue d’effets indésirables

et I’efficacité.

- Partie 1b : Une phase initiale de sécurité évaluant les toxicités. L’objectif de
cette premiere partie est d’évaluer la sécurité et la tolérance du notre candidat
en association avec le pembrolizumab par le recueil des événements

indésirables (El).

Dans cette premiere partie, 20 patients seront recrutés pour étre traités avec une
capsule de B. pseudolongum et 200 mg de pembrolizumab pendant 35 cycles
(environ 2 ans) ou jusqu'a la progression de la maladie.

Au bout de 21 jours, un comité d’examen de la sécurité se réunira pour évaluer le
passage a la deuxieme partie. Nous n’anticipons pas de probléme de sécurité a ce

stade.

- Partie 2a : La deuxieme partie de I'étude a pour objectif primaire d’évaluer la
sécurité et la tolérance de notre biothérapie en combinaison avec le
pembrolizumab par le biais de la collecte des événements indésirables et
d’évaluer le bénéfice clinique du candidat en combinaison avec le

pembrolizumab.

Nous proposons de mettre en place un seul bras. Les sujets recevront une perfusion
IV de pembrolizumab une fois toutes les 3 semaines jusqu'a la progression de la
maladie, des El inacceptables ou le retrait du consentement jusqu'a un maximum de
35 cycles (environ 2 ans).

Le pembrolizumab est un puissant anticorps monoclonal humanisé qui se lie de
maniere trés spécifique au récepteur de la mort cellulaire programmée 1 (PD1),
inhibant ainsi son interaction avec le ligand de la mort cellulaire programmée 1 (PD-
L1).

Le schéma posologique de I'étude est de 200 mg (deux flacons de 4 ml de solution

de 25 mg/ml) pour une perfusion IV une fois toutes les trois semaines.
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A partir du jour de la premiére dose de pembrolizumab, les sujets prendront une
capsule de notre biothérapie deux fois par jour jusqu'a la fin de la période de
traitement. Le schéma posologique de I'étude est d'une capsule deux fois par jour

pendant toute la durée du traitement.

Les critéres de succes pour cette étude seront basés sur les objectifs primaires :

- Aucun patient ne quitte I’étude a cause d’effet secondaire lié au produit
- Aucun SAE lié au produit

- 20% des patient ont une rémission partielle ou totale

Figure 31. Design de I’étude clinique de phase 1b/2a.
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Nous avons choisi une population de 20 patients pour la partie 1b et une
population de 30 patients par cohortes pour la partie 2a, en effet le "taux de réponse"
dans le cas de I'essai clinique de phase 1b/2a de notre produit biologique doit étre
suffisamment robuste et démontrer une efficacité.

Le tableau ci-dessous (tableau 3) indique la probabilité d'observer au moins un
événement indésirable dans la partie 1b, la partie 2a et dans I'ensemble de |'étude
lorsque I'incidence réelle de I'El est de 1 %, 2,5 %, 5 %, 10 %, 20 % ou 30 %. Avec
un total de 50 sujets recevant notre produit (20 dans la partie 1b et 30 dans la partie
2a), des El ayant une incidence réelle de 10 % seront probablement observés dans

cette étude avec une probabilité de 100 % d'en observer au moins un.

Nombre de patients recevant le traitement

Partie 1b Partie 2a Parties 1b + 2a
Incidence
réelle des EI20 30 50
1% 18% 27% 43%
2,5% 38% 57% 92%
5% 65% 78% 96%
10% 86% 98% 100%
20% 97% 100% 100%
30% 100% 100% 100%

Tableau 3. Probabilité d'observer au moins un événement indésirable (EI) compte tenu d'un

taux d'incidence réel.

Pour I’évaluation de la sécurité, le nombre de patient pour chaque partie est adéquate
et correspond aux attentes des autorités réglementaires. Concernant I'évaluation de

I’efficacité nous manquons de recul pour avoir une évaluation réaliste.

Enfin des mesures exploratoires seront menées, parmi elles, des échantillons
de sang seront analysés pour détecter les changements du statut immunitaire et les
biomarqueurs de l'effet du traitement, notamment I'inosine. Des biopsies de tissus
seront réalisées pour analyser les biomarqueurs tumoraux et des échantillons de
feces seront collectés et analysés pour le microbiote et le métabolome. L’analyse des

selles et le suivi des patients est un challenge. En effet, si les tests urinaires et
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sanguins sont des tests effectués en routine dans une étude clinique, les tests
requérants de la matiére fécale le sont moins, B. pseudolongum, en tant que
biothérapie vivante ne passant pas la barriere intestinale, les échantillons fécaux sont
précieux pour suivre la cinétique et en particulier I’élimination de notre produit. De
plus, d’autres analyses récentes comme la métagénomique et la métabolomique
nécessitent cette méme matrice. La matiére fécale requiere des conditions strictes de

prélevements et de conservation afin de préserver leur intégrité.

Un des éléments clé de I’étude clinique a venir sera de montrer la causalité entre la
pharmacocinétique et la pharmacodynamie de notre traitement. Dans le cas d’un
LBP, la difficulté de I’échantillonnage ainsi que la complexité de I'intestin et de son
écosysteme limitent le type d’étude et d’analyses qui pourront étre conduit. Nous
nous concentrerons sur I’analyse dans les selles a différents points durant I’étude afin
d’analyser si la bactérie s’integre dans le microbiome d’un patient ou pas. En ce sens,
il nous semble indispensable que la période de suivi aprés I'arrét du traitement soit
supérieure a 4 semaines. En effet, il est primordial, d’un point de vue mécanistique et
de sécurité, de savoir si une colonisation au microbiome pourrait étre temporaire ou
définitive.

Un des challenges est le manque d’outils d’analyse de PK/PD adaptés aux LBP dans
la compréhension de sa pharmacocinétique. Les effets pharmacologiques variant en
fonction des propriétés spécifiques du micro-organisme utilisé comme substance
active, chaque espéece ou méme souche ayant une biologie unique pouvant impliquer
diverses voies mécanistiques. De plus, il est important de noter que les échantillons
fécaux ne sont qu’une approximation de la qualité et de la quantité microbienne
intestinale et qu’il est donc indispensable de mettre au point de nouvelles méthodes

d’échantillonnages.

2- Criteres d’inclusions

= Volonté et capacité de fournir un consentement éclairé/assentiment écrit pour

|'essai.
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= >18 ans le jour de la signature du consentement éclairé.
= Preuve histologique ou cytologique d'un CRC avancé et/ou métastatique ou

récurrent, d'un cancer de la vessie ou d'un mélanome.

= Non-réponse ou intolérance au traitement standard ou pour lesquels aucun
traitement approprié n'est connu pour apporter un bénéfice clinique (selon le

jugement de l'investigateur).

* Les sujets doivent avoir progressé sous traitement par un inhibiteur de PD-1/PD-
L1 administré soit en monothérapie, soit en association avec d'autres inhibiteurs
de points de contréle ou d'autres thérapies. La progression du traitement par

inhibiteur PD-1/PD-L1 est définie par la satisfaction de tous les critéres suivants :

0 A recu au moins 2 doses d'un inhibiteur de PD-1/PD-L1.

o A démontré une progression de la maladie apres un traitement par PD-
1/PD-LA1

0 La progression de la maladie a été documentée dans les 12 semaines

suivant la derniere dose d'un inhibiteur de PD-1/PD-L1.

* Les points critiques liés au produit B. pseudolongum :

0 La progression de la maladie a été documentée dans les 12 semaines

suivant la derniere dose d'un inhibiteur de PD-1/PD-L1

3- Criteres d’exclusions

Au-dela des critéres d’exclusions lié a toutes études qui ne sont pas présentés dans
ce travail, certains criteres liés strictement au produit B. pseudolongum seront mis en

place :
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e Tout antécédent de chirurgie bariatrique

e Prise de compléments alimentaires de type probiotique.

e Traitement concomitant ou antécédents médicaux de traitement (dans les 2
derniers mois précédant l'inscription) avec des agents agissant sur la mobilité
gastro-intestinale (laxatifs) indépendamment du mode d'action, antibiotiques
(oraux, IM, 1V)

e Antécédents médicaux ou personnels de troubles alimentaires

Le but de ces critéres est de limiter 'impact de parametres externe sur le microbiote
du patient et de permettre une évaluation la moins biaisée possible. Cela étant, les
patients atteints de cancer sont hautement médicalisés et une étude de faisabilité

devra étre conduite pour évaluer 'impact de ses criteres.

4- Arrét de I’étude

L'étude ou le traitement de I'étude pourrait étre interrompu prématurément si un ou
plusieurs des criteres définis ci-dessous est amené a étre rempli.

De méme, si le type, la fréquence ou l'intensité des El devenaient inacceptables,
méme en l'absence d'un El de grade > 3 ou d'un EIG, I'IP pourrait contacter le
contréleur médical du promoteur, ou la personne désignée, pour évaluer la poursuite
du traitement.

Les critéres d'arrét de I'étude pour cause de sécurité ou de manque de tolérance sont

les suivants :
e Un ou plusieurs sujets d'une cohorte de dose ont présenté un EIG qui était

possiblement, probablement ou certainement lié a B. pseudolongum, selon

I'évaluation de l'investigateur.
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e Deux sujets ou plus dans une cohorte de dose ont subi des El de grade 3
(sévéres), du méme type, qui ont été considérés comme possiblement,

probablement ou certainement liés a B. pseudolongum.

e Un déces est survenu a tout moment au cours de |'étude et a été considéré

par l'investigateur comme étant lié a B. pseudolongum.

e Infection clinique par B. pseudolongum dans un espace stérile confirmée par
gPCR. L'investigateur et le sponsor travaillerons avec les médecins pour aider
a identifier B. pseudolongum dans |'échantillon clinique si une telle infection

était suspectée.

e Risque lié a la translocation : Une infection a B. pseudolongum arréterais
I’étude en cours. Cependant il n’existe pas de moyen technique en routine
permettant d’identifier notre bactérie. Avant le début de la phase clinique, nous
devrons ainsi mettre en place un protocole d’échantillonnage suffisant rapide

afin d’identifier le pathogéene responsable en cas d’une éventuelle infection.

h. TPP - Profil du produit ciblé

Pour conclure cette derniere partie, nous allons dresser le TPP de notre produit. Le
but d'un TPP est de s'assurer que le processus de développement du médicament
du fabricant est efficace et fournit toutes les informations médicales, techniques et
scientifiques pertinentes requises pour évaluer le résultat commercial d'un
médicament (55).

Dans l'industrie, les TPP internes sont utilisés comme outils de planification qui
orientent le développement vers les caractéristiques souhaitées. Il fournit I'intention
générale du médicament et indique le statut du médicament a un moment donné du

processus de développement.
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Description du produit

Premier médicament de sa catégorie issu d'une bactérie Bifidobacterium
pseudolongum en association avec un ICI

Bactérie non virulente et commensale - Dosage oral

Indication médicale

ciblée

Pour traiter les tumeurs réfractaires aux ICI dont le besoin médical est élevé
(cancer colorectal réfractaire a haut statut MSI élevé, vessie métastatique,
mélanome avancé)

Environnement
concurrentiel

» Pas de LBP sur le marché

*  Mécanisme d’action définit

Positionnement

En combinaison avec les thérapies ICI

Profil de sécurité et de tolérance tres élevé

Stratégie clinique

Phase 1b/2a en association avec des ICI chez des patient atteints de CRC
métastatique, mélanome avancé, et cancers de la vessie métastatique a haut
statut MSI

Stratégie reglementaire

- LBP
- Premierement en Europe - EMA

Liberté d'exploitation et
situation de la propriété
intellectuelle

YSOPIA détient un brevet clé sur |'utilisation de B. pseudolongum en association
avec CTLA-4 dans le CRC

Il sera important d’élargir la portée de ce brevet (génération de nouvelles
données) ou d’acquérir de nouveaux brevets

Tableau 4. TPP du candidat médicament
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CONCLUSION

Les inhibiteurs de points de contrdle immunitaire (ICl) ont été une révolution dans le
traitement du cancer, avec des réponses durables chez les patients. Cependant,
I'incapacité a prédire |'efficacité et la réponse des patients empéche une utilisation
plus large. Des stratégies émergentes visant a améliorer les réponses a
I'immunothérapie sont en cours d'élaboration sur la base de nouvelles connaissances
sur les cellules T et la fonction immunitaire globale. On sait depuis un certain temps
que la constitution génétique des individus peut influer sur leur réaction a un

médicament, ce qui a donné naissance a |'idée de médecine de précision.

Une dimension supplémentaire a été ajoutée avec la proposition selon laquelle le
microbiome intestinal pourrait étre impliqué dans la médiation de I'action immunitaire
antitumorale. La présence ou I'absence de bactéries spécifiques favorisant I'immunité
de I'héte contre la tumeur et présentant une forte corrélation avec la réponse des
patients aux ICI peuvent ainsi potentialiser I'efficacité des immunothérapies contre le
cancer. La détection et la poursuite de ces nouvelles cibles dans le cadre de
traitements en cancérologie pourront conduire a de nouveaux traitements ou a de

meilleurs résultats pour les médicaments actuels.

A I'image de I'oncologie, d’autres aires thérapeutiques pourraient bénéficier de ces
nouvelles modalités afin de potentialiser I'effet et la réponse aux thérapies déja
existantes. Il a été démontré récemment que I’efficacité de certains traitements, a
savoir les GLP-1 dans la prise en charge du diabéte, pourrait étre impacté par la

constitution du microbiome (56).

Le nombre croissant d'études, la percée scientifique et les nouvelles technologies
ouvrent la voie a des biothérapies issues du microbiome. Nous avons vu dans ce
travail que la mise sur le marché de telles thérapies suit une route de développement
et réglementaire classique tout en présentant des spécificités propres aux LBPs. Le
fait d’étre en présence d’une substance active issue du vivant génére son lot de

contraintes et de challenges a prendre en compte en amont du développement afin
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d’anticiper d’éventuels retards et surcouts dans le long et couteux chemin qui méne

a I'approbation d’un tel médicament.

Il n'est cependant pas surprenant que le microbiome soit une riche source de
métabolites intimement associés a notre propre métabolisme humain. Grace a des
centaines de millions d'années de coévolution, la symbiose eucaryote avec une
pharmacopée sous la forme d'un microbiome est une stratégie efficace pour
améliorer le métabolisme, la physiologie et I'immunité. La présence de bactéries
vivantes dans notre vie quotidienne (probiotiques, produits fermentés etc...) donne
I'impression que nous maitrisons leurs utilisations et enjeux. Néanmoins, il existe un
nombre considérable de génes microbiens dans le microbiome humain qui doivent
encore étre explorés et caractérisés de maniere fonctionnelle en matiére de santé, de

maladie et de traitement des maladies.

Les futures stratégies de la médecine de précision s'appuieront probablement sur de
nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques permettant d'identifier les bénéfices
et de corriger les défauts du microbiome modulant |'efficacité thérapeutique de

médicaments actuels ou futurs.
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Utilisation de biothérapies issues du microbiome en oncologie, étude de cas du
développement du Bifidobacterium pseudolongum.

Dans le sillage des travaux des laboratoires de recherches et des nouvelles
technologies, le microbiome et la relation h6te microbes est un levier d’action pour
I'innovation en santé. La prise en charge de nombreuses maladies en intervenant
sur le microbiome est aujourd’hui une réalité. L’ensemble de ses modalités
thérapeutiques est regroupé sous le terme MMP.

Une dimension supplémentaire a été ajoutée avec la proposition selon laquelle les
variations du microbiote intestinal d'une personne pouvaient influencer les effets de
traitements existants tel que I'immunothérapie dans la prise en charge de certains
cancers.

Dans ce travail, nous proposons le plan de développement d’une souche
bactérienne prometteuse. L’objectif est de mettre en avant les étapes nécessaires et
spécifiques pour que cette recherche prometteuse puisse progresser vers une
preuve de concept clinique et permettre un bénéfice pour les patients.

Use of microbiome-based biotherapies in oncology, a case study of Bifidobacterium
pseudolongum development.

In the wake of the work of research laboratories and new technologies, the
microbiome and the host-microbe relationship is a driver for innovation in
healthcare. The treatment of many diseases by acting on the microbiome is now a
reality. All these therapeutic modalities are grouped under the term MMP.

An additional dimension has been added with the proposal that variations in a
person's gut microbiota could influence the effects of existing treatments such as
immunotherapy in the management of cancers.

In this work, we propose the development plan of a promising bacterial strain. The
objective is to highlight the necessary and specific steps for this promising research
to progress towards a clinical proof of concept and allow a benefit for patients.
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