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Liste des abréviations :

ADCC Antibody Dependant Cell-mediated Cytotoxicity
ADK Adénocarcinome

ASCO American Society of Clinical Oncology

BCG Bacille de Calmette et Guérin

CAR Chimeric Antigen Receptor : Récepteur Antigénique Chimérique
CBNPC Cancer bronchique non a petites cellules

CCI Carcinome canalaire infiltrant

CE Carcinome épidermoide

CHC Carcinome hépatocellulaire

CI Cellules immunitaires

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CT Cellules tumorales

CTLA4 Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4
CU Carcinome urothélial

DC Cellules Dendritiques

EMA European Medicines Agency : Agence européenne du médicament
FDA Food And Drug Administration : Agence américaine du médicament
GR Gustave Roussy

HR Hazard Ratio

IC Intervalle de confiance

IFN Interféron

Ig Immunoglobuline

IHC Immunohistochimie

IL2 Interleukine 2

IV Intra-veineuse

LR Locorégionale

LT Lymphocyte T

NA Non atteint

ND Non disponible

NK Natural Killer

NPC Non a petites cellules

OR Odds ratio



PC Petites cellules

PD-1 Programmed Death 1

PD-L1 Programmed Death Ligand 1

SG Survie globale

SSP Survie sans progression

TCR T Cell Receptor : récepteur des lymphocytes T
TIL Lymphocytes infiltrant la tumeur

TNE Tumeur neuro-endocrine



Introduction

A. Essor d’une nouvelle génération d’immunothérapie en oncologie

1. Le concept d’immunothérapie en oncologie

Le concept de I’'immunothérapie, d’utiliser et renforcer I’activité anti-tumorale propre
du systeme immunitaire, n’est pas nouveau. En effet, dés le début du XXe siecle, des
rémissions spontanees de cancer en lien avec la survenue d’infections avaient été décrites.
Ainsi, le chirurgien William Coley a décrit des rémissions de sarcomes lors d’érysipeles et a
ensuite utilisé des dérivés bactériens de streptocoque (toxines de Coley) pour traiter certains
patients atteints de sarcome (1). L’hypothése était d’utiliser des composés capables d’induire
une réponse inflammatoire (des agents infectieux par exemple) qui exercerait elle-méme
secondairement un effet anti-tumoral. La BCG-thérapie étudiée par Georges Mathé dans les
années 70, selon différentes voies d’administration et pour diverses pathologies (hémopathies
principalement mais aussi certaines tumeurs solides) (2), repose sur ce principe et reste encore

utilisée aujourd’hui en adjuvant pour les tumeurs non-infiltrantes de vessie (3).

Progressivement, avec la meilleure compréhension des interactions cellulaires
impliquées au niveau du systéme immunitaire et capables de moduler la réponse immunitaire,
le concept d’immunosurveillance s’est imposé : il existe une immunité anti-tumorale grace a
laquelle le systéeme immunitaire peut limiter le développement tumoral (4). L’échappement
des cellules tumorales au systeme immunitaire est ensuite apparu comme un des mecanismes
fondamentaux de la cancérogenése (5) (Figure 1). Favoriser I’activité anti-tumorale du

systéme immunitaire est ainsi devenu un nouvel axe de développement thérapeutique.

Les immunothérapies de premiere genération ont reposé sur I’utilisation de cytokines
telles que I’interféron (IFN) et I’interleukine 2 (IL2). In vitro, ces cytokines permettaient
d’activer les lymphocytes, les rendant alors capables de lyser les cellules tumorales. L’ IFNa2
a été la premiéere immunothérapie approuvée par I’agence américaine du médicament (FDA)
en 1995, pour la prise en charge du mélanome opéré (6). L’interleukine 2 a été approuvée

ensuite pour le traitement du mélanome et du cancer du rein métastatiques (7).



Figure 1 : Mécanismes fondamentaux de la cancérogeneése : d’aprés Hanahan et al (5)
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I’immunothérapie est devenue progressivement une voie de recherche majeure en oncologie.
Différentes stratégies anti-tumorales se sont développées successivement, avec d’une part des
approches d’immunothérapie dite passive, consistant a apporter de nouveaux effecteurs
immunologiques dirigés contre la tumeur ; et des techniques d’immunothérapie active, qui
visent a stimuler directement le systéme immunitaire existant (Figure 2). Parmi les
immunothérapies passives, I’utilisation d’anticorps monoclonaux thérapeutiques dirigés
contre la cellule tumorale est aujourd’hui trés répandue. D’autres méthodes passives, dites
d’immunothérapie adoptive, consistent a apporter directement des cellules immunitaires,
parfois modifiées in vitro : le transfert adoptif de lymphocytes par exemple, ou de CARs
(Chimeric Antigen Receptor : lymphocytes T avec récepteur antigénique chimérique).
Concernant I’'immunothérapie active, au-dela des cytokines, on peut citer notamment la
vaccination anti-tumorale, qui utilise des antigénes tumoraux charges sur des cellules
présentatrices d’antigénes ou des exosomes, pour induire une réponse lymphocytaire
specifique de la tumeur ; ou encore les molécules ciblant les points de contréle du systeme
immunitaire (ou immune checkpoints). Ces derniéres ne consistent plus a induire une réponse
immune spécifique anti-tumorale, mais a s’opposer a I’immunosuppression induite par la
tumeur et son microenvironnement, en bloguant des récepteurs inhibiteurs de la réponse

immunitaire.



Figure 2 : Méthodes d’immunothérapie passive et active :
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CAR Chimeric Antigen Receptor ; CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 ; LT Lymphocytes T ;
PD-1 Programmed Death 1 ; PD-L1 Programmed Death Ligand 1.

Parmi ces nouvelles immunothérapies ciblant les immune checkpoints, le premier
agent approuvé, en 2011, a été I’ipilimumab, pour le traitement du mélanome métastatique
(8). L’ipilimumab est un anticorps spécifique du cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
(CTLA4), un récepteur inhibiteur présent a la surface des lymphocytes pour empécher
I’activation du lymphocyte T (LT) et donc sa différenciation en T effecteur lors de la
reconnaissance d’un antigene tumoral par son récepteur T Cell Receptor (TCR).

Aprés ce succes, d’autres inhibiteurs des rétrocontrdles immunitaires se sont
développés, ciblant un autre récepteur inhibiteur, le Programmed Death 1 (PD-1) et son
ligand le Programmed Death Ligand 1 (PD-L1). Ces molécules ont montré des taux de
réponses durables sans précédent. Parmi les différentes méthodes d’immunothérapie
développées au cours du temps, ce sont ces inhibiteurs des immune checkpoints, qui ciblent
I’inhibition finale du cycle « cancer-immunité » décrit par Chen et al (9) (Figure 3), qui ont

révolutionné I’efficacité et la place de I’'immunothérapie. Actuellement en plein essor, ces
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molécules sont considérées comme une innovation thérapeutique majeure en oncologie (10)
(11), et 'immunothérapie est déja qualifiée par la société américaine d’oncologie clinique

(ASCO), de « progres de I’année » pour 2016.

Figure 3 : Le cycle Cancer-Immunité, d’aprés Chen et al (9)

Anti-CTLA4 Migration des lymphocytes T

\ vers la tumeur

Priming et activation au sein
des organes lymphoides

Infiltration de la tumeur
par les lymphocytes T

| Vaisseau
sanguin

Anti-PD1
Anti-PDL1

Reconnaissance

des cellules tumorales
par les lymphocytes T

Présentation
antigénique par les
cellules dendritiques

Destruction des cellules

Libération d’antigenes
tumorales

tumoraux par mort cellulaire

2. Meécanisme d’action des anti-PD-1

Les inhibiteurs des immune checkpoints cherchent a vaincre I'immunosuppression
induite par la tumeur ou son microenvironnement, en ciblant des récepteurs inhibiteurs de la
réponse immunitaire. Ces points de contrdle immunitaire sont nécessaires pour contréler la
réponse immune mise en jeu lors de phénomeénes physiologiques tels qu’une infection, afin de
maintenir la tolérance du Soi et éviter I’auto-immunité ; mais ils sont détournés par les

cellules tumorales pour échapper a I’immunosurveillance.

La réponse immunitaire anti-tumorale est un processus complexe, ou chaque étape est
régulée par une balance de signaux activateurs et inhibiteurs, parmi lesquels les immune
checkpoints. Les différentes étapes de cette réponse anti-tumorale ont été décrites par Chen et
al, comme le cycle « cancer-immunité» (9) (Figure 3). D’abord, des néo-antigenes tumoraux

sont libérés lors de la mort de cellules tumorales. Ces antigénes sont captés dans le tissu
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périphérique, par des cellules dendritiques (DC) et dégradés pour étre présentés au sein de
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Les cellules dendritiques
migrent ensuite vers les organes lymphoides secondaires ou elles vont présenter ces antigénes
a des LT naifs et ainsi les activer en LT effecteurs CD8+. Ces derniers vont circuler vers la
tumeur, ou aura lieu la reconnaissance entre le TCR du lymphocyte et le complexe antigéne
tumoral — CMH | présent en surface des cellules tumorales. Cette reconnaissance permet
I’activation du LT effecteur en LT cytotoxique, capable de lyser la cellule tumorale. Toutes
ces étapes sont régulées par des co-récepteurs activateurs et inhibiteurs afin d’assurer un
contrdle de la réponse immunitaire. Ainsi, pour qu’un lymphocyte puisse éliminer une cellule
tumorale, il doit étre activé successivement au niveau des organes lymphoides secondaires
(priming) puis en périphérie, au niveau tumoral par la reconnaissance antigene-TCR. Cette
reconnaissance est essentielle mais non suffisante, puisque I’activation finale du lymphocyte
dépend alors de la balance des signaux des co-récepteurs activateurs et inhibiteurs. Parmi les
récepteurs inhibiteurs impliqués dans ce cycle, CTLA4 est responsable d’une inhibition de
I’activation des lymphocytes au niveau des organes lymphoides, et PD-1 intervient pour

bloquer I’activation lymphocytaire en périphérie, au niveau tumoral (12).

Le récepteur PD-1 est exprimé sur un grand nombre de cellules immunitaires : LT
(CD4 et CD8) mais aussi LT régulateurs, lymphocytes B, cellules NK (Natural Killer),
cellules dendritiques et monocytes (13,14). Il intervient au niveau périphérique: son
expression augmente au niveau des LT activés, en cas d’exposition antigénique prolongée et
en présence de cytokines immunostimulatrices (IL2, IL7), permettant de limiter I’activation
des lymphocytes et d’éviter une réponse immune excessive (15,16). Ce récepteur a deux
ligands identifiés : PD-L1 (ou B7.H1 ou CD274) et PD-L2 (ou B7-DC ou CD273). PD-L1 est
rarement exprimé dans les tissus sains mais est retrouvé sur de nombreuses cellules tumorales
et immunitaires, qui peuvent étre présentes au niveau du microenvironnement tumoral ou
infiltrer la tumeur (TIL Lymphocytes Infiltrant la Tumeur) (17,18). PD-L2 est exprimé sur les
macrophages et les cellules dendritiques, et interviendrait notamment dans la tolérance au
niveau pulmonaire, mais est peu exprimé au niveau tumoral. Le couple PD-1/PD-L1 est
responsable de la transduction d’un signal inhibiteur, qui va bloguer la cascade de
signalisation se déroulant normalement en aval du TCR lors de I’activation du lymphocyte, et
empécher différents mécanismes lymphocytaires : migration, prolifération, secrétion de
médiateurs cytotoxiques, et donc la destruction des cellules tumorales. Il en résulte anergie et

apoptose des lymphocytes T (19) (Figure 4).
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Figure 4: Mécanisme d’action de I’axe PD-1 / PD-L1 dans la résistance immunitaire
adaptative, d’apres Pardoll et al (12).
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Les cellules tumorales peuvent exploiter ce récepteur inhibiteur afin d’échapper au
systéeme immunitaire, selon différents mecanismes innés ou acquis, pouvant coexister (20).
Dans le cadre de la résistance immunitaire innée : la cellule tumorale surexprime le ligand
PD-L1 a sa surface de fagon constitutive, consécutivement a I’activation d’une voie de
signalisation oncogénique (activation de la voie PI3K-AKT par perte de PTEN, ou activation
de ALK par réarrangement, par exemple) (21,22). Un deuxieme mécanisme constitue la
résistance adaptative : la cellule tumorale, mais aussi les cellules de son environnement,
surexpriment le ligand PD-L1 en réponse aux signaux inflammatoires de I’environnement
(IFN notamment, interleukines...), génerés par la réponse immune anti-tumorale (12,23).
D’autres mécanismes encore sont probablement impliqués: par exemple, I’hypoxie
augmenterait I’expression de PD-L1 (24); et les thérapies ciblées pourraient influencer son
expression de fagon variable en fonction des molécules (25).

Des anticorps monoclonaux ont été développés pour cibler ces points de rétrocontrole
immunitaire, lever I’inhibition des lymphocytes et ainsi rétablir et amplifier la réponse
immune anti-tumorale. 1l s’agit notamment des anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1. Ces
anticorps, en amplifiant la réponse immunitaire anti-tumorale présente chez le patient, ont la
particularité d’induire des réponses prolongées qui pourraient étre liées a une meémoire

immune anti-tumorale.

Les anticorps anti-PD-1 bloquent I’interaction de PD-1 avec ses deux ligands, PD-L1
et PD-L2. Un de leurs avantages pourrait étre de saturer de facon plus efficace les récepteurs
PD-1 des LT circulants, avant leur migration au niveau tumoral, et ainsi d’étre actifs a de plus
faibles concentrations. Les anticorps anti-PD-L1, empéchent la liaison de PD-L1 a PD-1 mais
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aussi a un autre récepteur B7.1 (ou CD80), dont le rdle (activateur lorsqu’il peut interagir
avec CD28) semble moins important (26). Par contre, les anti-PD-L1 respectent I’interaction
de PD-1 avec PD-L2, qui semble moins exprimeé au niveau tumoral, mais est impliqué dans la
tolérance périphérique, notamment pulmonaire (Figure 5) (26-28). Ces deux catégories
correspondent a des immunoglobulines monoclonales humaines ou humanisées dont le
fragment Fc (fragment cristallisable) a dans la plupart des cas été modifié, afin d’éviter la
cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC Antibody Dependant Cell-mediated
Cytotoxicity).

Figure 5: Mécanisme d’action des anti-PD-1 et des anti-PD-L1
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3. Activité des anti-PD-1 et des anti-PD-L1

Différents anticorps monoclonaux, administrés par voie veineuse, ciblant PD-1 ou PD-
L1, sont en développement avec des résultats prometteurs observés dans de nombreux types
tumoraux dés les phases I, y compris dans des histologies classiquement considérées comme
peu sensibles a I’'immunothérapie (Tableau 1). Néanmoins, pour un méme type tumoral, ces
réponses peuvent varier significativement en fonction de I’anticorps considéré (Tableau 2).
De facon générale, les réponses a ces inhibiteurs des checkpoints immunitaires sont
caractérisees par un délai de réponse allongé par rapport aux cytotoxiques classiques (souvent

supérieur a 8 semaines), et une durée de réponse prolongée (souvent supérieure a 12 mois),
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expliquant que le bénéfice du traitement se manifeste sur la survie globale (SG), plutdt que

sur la survie sans progression (SSP).

Tableau 1: Molecules en développement ciblant la voie PD-1/PD-L1

Société

Classe Molécule pharmaceutique Type d’anticorps AMM
Nivolumab Bristol-Myers 1gG4 humaine - Poumon (FDA, EMA)
Opdivo® Squibb (FDA : CBNPC)
(BMS936558) (EM,’A : carcinome épidermoide)

- Mélanome (FDA, EMA)
- Rein (FDA)

Anti-  Pembrolizumab Merck 9G4k humanisée  -Mélanome (FDA, EMA)

pD-1  Keytruda® - Poumon (FDA)
(MK3475)

Pidilizumab CureTech IgG1lk humanisée
(CT-011)
MEDI-0680 MedIimmune/
Astra-Zeneca
Atezolizumab Roche/Genentech 1gG1k humaine - Vessie (FDA)
(MDPL3280A)
BMS936559 Bristol-Myers 1gG4 humaine

Anti- Squibb

PD-L1  Avelumab Merck IgG1 humaine
(MSB0010718C)

Durvalumab MedImmune/ IgG1lk humaine
(MEDI4736) Astra-Zeneca

CBNPC Cancer bronchique non a petites cellules, EMA European Medicines Agency, FDA Food and Drug Administration, Ig
Immunoglobuline

a. Lesanti-PD-1 :

- Nivolumab :

Le nivolumab est une immunoglobuline (Ig) de type G4, ciblant PD-1, qui a montré
des sa phase I, une efficacité notamment pour le melanome, le cancer du rein et le cancer
bronchique (29). Le nivolumab a déja obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM)
dans différentes indications, a la dose de 3 mg/kg toutes les 2 semaines.

Il a d’abord été autorisé aux USA par la FDA (Food and Drug Administration) des
décembre 2014, puis en Europe par ’'EMA (European Medicines Agency) en avril 2015 pour
le traitement du mélanome avancé ou métastatique, suite aux résultats de I’essai de phase 11
le comparant a la dacarbazine (30). Dans cet essai, il augmentait le taux de réponse (40%
versus 13,9%), la survie sans progression (5,1 versus 2,2 mois), et le taux de survie globale a
1 an (73% versus 42%, Hazard Ratio HR = 0,42, p<0,001).
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Il a également obtenu une autorisation de mise sur le marché dans la prise en charge
du cancer bronchique non a petites cellules métastatique de type épidermoide, a partir de la
deuxieme ligne de traitement, en mars 2015 aux USA puis en juillet 2015 en Europe. Cette
autorisation a depuis été étendue par la FDA aux cancers bronchiques metastatiques non a
petites cellules, non épidermoides. Ceci fait suite aux essais de phase 111 Ckeckmate 057 et
017, évaluant le nivolumab par rapport au docetaxel, respectivement pour les carcinomes non
épidermoides et épidermoides (31,32). Dans ces deux essais, le nivolumab permettait une
amélioration significative du taux de réponse, de la SSP et de la SG. La survie globale était de
12,2 mois avec le nivolumab versus 9,4 mois avec le docetaxel pour les carcinomes non-
épidermoides (p<0,001) ; et de 9,2 mois versus 6 mois pour les carcinomes épidermoides
(p<0,001). Pour les carcinomes non-épidermoides, ce bénéfice était retrouvé dans la
population totale et dans la population PD-L1+ en immunohistochimie (IHC) ; par contre, il
n’y avait pas de bénéfice du nivolumab par rapport au docetaxel parmi les patients PD-L1
négatifs et parmi les patients EGFR mutés.

Aux USA, il est également autorise depuis novembre 2015, pour la prise en charge du
cancer du rein métastatique aprés traitement anti-angiogénique, suite a la phase Il le
comparant a I’everolimus, qui démontre un bénéfice en termes de réponse et de survie (SG :
25 mois versus 19,6 mois, p=0,002) (33). En Europe, un avis favorable de ’'EMA pour
I’extension de I’autorisation au cancer du rein et au cancer bronchique non épidermoide a eté
prononceé en fevrier 2016.

Le nivolumab est en cours d’évaluation dans d’autres indications, avec des taux de
réponse objective de 19% dans un essai de phase I/l dans le carcinome hépatocellulaire
(CHC) (34); de 17% dans un essai de phase Il dans le cancer de I’ovaire (35), de 18% dans

une phase I/11 dans le cancer bronchique a petites cellules (36).

- Pembrolizumab :

Le pembrolizumab est I’autre anticorps anti-PD-1 bénéficiant déja d’une AMM en
Europe depuis juillet 2015, a la dose de 2mg/kg toutes les 3 semaines, pour la prise en charge
du mélanome metastatique, en deuxieme ligne pour les tumeurs BRAF mutées, et deés la
premiere ligne sinon. Dans la phase Il par rapport & I’ipilimumab, il permettait un taux de
réponse objective de 33,7% versus 11,9% avec I’ipilimumab, avec une amélioration de la SSP
de 5,5 mois versus 2,8 mois (p<0,001) (37). Des réponses ont été observées méme chez les

patients pré-traités par immunothérapie anti-CTLA4. Aux USA, le traitement est approuvé
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depuis septembre 2014, mais I’indication a été élargie en décembre 2015 a la premiere ligne
de traitement.

Des résultats prometteurs ont également été rapportés dans le cancer bronchique non a
petites cellules, avec un taux de réponse de 19,4% dans la phase I (38), et un bénéfice en
survie globale dans un essai de phase II/11l comparativement au docetaxel (SG: 12,7 mois
versus 8,5 mois, p<0,0001) (39). Aux USA, le traitement a été approuvé pour les cancers
bronchiques non a petites cellules PD-L1 positifs a partir de la deuxiéme ligne de traitement.

Enfin deux études de phase Ib, Keynote-028 et Keynote-012, ont présenté lors du
congrés de I’American Society of Clinical Oncology (ASCO) 2015, les taux de réponse
obtenus pour différentes histologies (Tableau 2), avec notamment 27,6% de taux de réponse
pour les carcinomes urothéliaux (40), 30,4% pour les cancers de I’cesophage (41), 35% pour
les cancers bronchiques a petites cellules (42) mais seulement 4,3% pour le cancer colorectal
(43). Néanmoins, dans la population spécifique des cancers coliques avec instabilité des
microsatellites, le taux de réponse était de 40% (44).

- Autres anti-PD-1 :

Le pidilizumab a été développé initialement pour les hémopathies malignes, mais est
en cours d’évaluation dans les tumeurs solides, avec néanmoins des premiers résultats
décevants pour le mélanome, avec un taux de réponse de 6% (45).

Le MEDI0680 est en cours d’évaluation en phase | dans le mélanome et le cancer du

rein.

b. Les anti-PD-L1:

- Atezolizumab:

L’essai de phase | de I’atezolizumab avait rapporté des réponses dans le mélanome (30%), le
cancer bronchique non a petites cellules (23%) et le cancer du rein (14%) (46,47). Ces
résultats ont été confirmés pour le cancer bronchique dans I’essai de phase Il POPLAR,
randomisé contre docetaxel, en 2°-3° ligne, qui a démontré un bénéfice de I’atezolizumab en
survie globale (SG : 12,6 mois versus 9,7 mois ; HR = 0,73 ; 1C95= 0,53-0,99, p=0,04) (48).
L’ atezolizumab vient d’étre autorisé par la FDA en mai 2016, pour les cancers de vessie
progressant apres une premiere ligne par platine, a I’issue d’un essai de phase Il simple bras

retrouvant 15% de taux de réponse (49), et d’une phase | avec 26% de réponse objective (50).
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- BMS936559:

Le BMS936559 est I’anticorps anti-PD-L1 développé par Bristol-Myers Squibb. Il a
été évalué dans un essai de phase | dans différentes tumeurs solides avec des taux de réponse
allant de 17% dans le mélanome (29% quand il était utilisé a la posologie de 3mg/kg), a 6%

dans le cancer de I’ovaire (51), soit des résultats moindres qu’avec les anti-PD-1.

- Avelumab:

Les premiers résultats rapportés d’apres les différentes cohortes de I’essai de phase Ib
de I’avelumab, indiquent des taux de réponse de 15% dans le mesothéliome (52), de 13,6%
dans les CBNPC (53) et de 10,7% dans le cancer de I’ovaire (54).

- Durvalumab:

Pour le durvalumab, les résultats les plus avancés concernaient a I’ASCO 2015, le
cancer bronchique non a petites cellules, avec un taux de réponse de 16% d’aprés I’étude de
phasel/ll (55); et les carcinomes épidermoides ORL, avec un taux de réponse de 14% (56) ; et

a I’ASCO 2016, le cancer de vessie avec 38% de taux de réponse (57).

Tableau 2 : Taux de réponse des anti-PD-1 et anti-PD-L1 dans les tumeurs solides

Nivolumab  Pembrolizumab  Pidilizumab Atezolizumab BMS936559 Avelumab  Durvalumab

Mélanome 40% 33% 6% 30% 17%
Poumon CE 20% CE 23,5% NPC 15% CE 8% NPC NPC 16%
ADK 19% ADK 18,7% ADK 11% 13,6%
PC 18% PC 35%
Mésothéliome 28% 15%
Rein 25% 15% 12%
Vessie 27,6% 15% 38,1%
Ovaire 17% 11,5% 6% 10,7%
Sein 18,5% 19%
CHC 19%
ORL 24,8% 14%
Colon 4,3%
Canal anal 20%
Pancréas 17,4%
Oseophage CE 29,4%
ADK 40%
Estomac 22,2%
Références (30-36) (37,38,40- (45) (46,47,49,65,66) (51) (52-54) (55-57)
43,58-64)

ADK Adénocarcinome, CE Carcinome Epidermoide, CHC Carcinome hépatocellulaire ; NPC Non a Petites Cellules ; PC

Petites cellules
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4. Enjeux des inhibiteurs de checkpoints immunitaires

Les immunothérapies de nouvelle génération, et en particulier les inhibiteurs de PD-
1/PD-L1, sont source de beaucoup d’espoirs. Ayant déja démontré un bénéfice clinique et une
amélioration de la survie dans la prise en charge de certains cancers (mélanome, poumon,
rein, vessie), ils sont en cours d’évaluation dans de nombreuses indications. Leur profil de
réponse, prolongeée et supérieure aux anti-CTLA4, et leur moindre toxicité, en font une arme
thérapeutique de choix. Néanmoins, un certain nombre de challenges persistent actuellement

pour I’utilisation de ces inhibiteurs des checkpoints immunitaires.

- Place de chaque anticorps dans la stratégie thérapeutique :

Tout d’abord, il sera nécessaire de comparer les performances de ces différents
anticorps entre eux, en termes d’efficacité et de toxicité. Des différences sont prévisibles, du
fait des différences de cible, d’affinité et d’isotype de ces anticorps. Par exemple, les
immunoglobulines de type IgG1l ont une meilleure capacité a induire I’ADCC. Or, cette
propriété peut a la fois étre redoutée pour les anti-PD-1, avec lesquels elle pourrait favoriser la
destruction des LT ré-activés ; ou au contraire, recherchée pour les anti-PD-L1, avec lesquels
elle pourrait favoriser la destruction des cellules tumorales (26,67). De méme en termes de
toxicité, cibler PD-L1, en préservant les capacités de liaison de PD-L2, pourrait permettre de
préserver la tolérance immune au niveau pulmonaire et de limiter ainsi les pneumopathies.
Néanmoins, les résultats de I’essai POPLAR évaluant I’atezolizumab dans le cancer
bronchique, n’ont pas confirmé cette hypothése pour le moment (48). En terme d’efficacité,
les résultats des premiers essais montrent des taux de reéponse variables en fonction des
molécules pour une méme indication (Tableau 2), et la place de chaque anticorps dans la
stratégie thérapeutique doit encore étre définie. La place de ces traitements en adjuvant est
aussi en cours d’évaluation. Les modalités de ces traitements devront également étre
précisées, en particulier, le rythme d’administration optimal et surtout la durée
d’administration en cas de réponse, puisque des réponses persistant au-dela de I’arrét du

traitement ont été rapportées (68).

- Evaluation de la réponse :

La plupart des essais ont utilisés les criteres RECIST afin d’évaluer la réponse
tumorale. Cependant, des profils de réponse inhabituels ont été décrits avec les agents

immunomodulateurs, notamment des réponses dissociées avec des réductions prolongées de
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certaines lésions concomitantes de I’apparition initiale de nouvelles lésions; ainsi que des
réponses retardées avec une augmentation initiale de la taille des lésions précédant la réponse
(dites « pseudo-progression »). Ceci est lié a I’infiltrat inflammatoire présent au niveau
tumoral, qui peut augmenter sous I’effet du traitement. Afin de ne pas conclure a tort a une
progression, des criteres d’évaluation adaptés aux immunothérapies ont été développés et sont
en cours de validation: les criteres irRC (immune-related Response Criteria) (69). Ces
criteres utilisent la somme des produits des plus grands diameétres perpendiculaires des lesions
cibles afin de déterminer la masse tumorale en baseline. A chaque évaluation, la taille des
Iésions cibles et la taille d’éventuelles nouvelles lésions sont additionnées pour juger de
I’évolution de la masse tumorale. La réponse partielle est définie par une diminution de plus
de 50% par rapport au baseline ; la progression, par une augmentation de plus de 25% de la
masse tumorale. Chaque réponse doit étre confirmée par une nouvelle évaluation a au moins 4
semaines d’intervalle. Escudier et al ont montré que chez les patients traités par nivolumab
pour un cancer du rein, la poursuite du traitement au dela de la premiére progression RECIST,

permettait d’obtenir une réponse partielle chez 14% d’entre eux (70).

- Gestion des toxicités :

Les agents immunomodulateurs sont également caractérisés par un profil de toxicité
qui les distingue des traitements anti-tumoraux conventionnels. En particulier, des toxicités
specifiques dites « immune-related Adverse Events » (irAE) ont été décrites : elles sont la
conséquence des effets des LT activés au niveau des tissus sains. Si la tolérance des anti-
PD1/PD-L1 est bonne et notamment meilleure que celle des anti-CTLA4, avec une majorité
d’effets indésirables peu sévéeres et réversibles, ces toxicités doivent étre minutieusement
surveillées afin de permettre leur prise en charge rapide, et d’éviter ainsi certaines toxicités
graves voire mortelles observées lors des essais précoces (29). La tolérance des anti-PD-L1
semblait initialement meilleure que celle des anti-PD-1 du fait de I’absence de pneumopathie
sévere, ce qui pourrait étre expliqué par le role préservé de PD-L2 dans le contrble de la
réponse immunitaire. Néanmoins, ces observations ne sont pas univoques et des
pneumopathies de grade 3-4 ont été décrites avec I’atezolizumab (48). De facon générale, les
toxicités les plus fréguentes concernent I’asthénie, les rashs cutanés, le prurit et les diarrhées.
Dans les différents essais, des toxicités de tous grades sont observées dans environ 75% des
cas, et celles de grade 3-4 chez 12% des patients (30,31,37,46). Des pneumopathies de grade
3-4 ont été a I’origine de 1% de déces dans la phase | du nivolumab, et ont nécessité de revoir

I’algorithme de prise en charge en cas de symptomatologie respiratoire, afin de débuter
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précocement une corticothérapie. Des toxicités digestives et hépatiques peuvent aussi
nécessiter un recours a la corticothérapie. Des toxicités endocriniennes existent mais
surviennent souvent plus tardivement et nécessitent un traitement substitutif. Dans certains
cas, I’interruption temporaire ou définitive du traitement peut étre nécessaire. Des
recommandations de prise en charge de ces effets indésirables ont été proposées, mais restent
a valider dans des essais (71-73).

- Définition d’associations thérapeutiques :

Malgré le succes clinique de ces nouvelles immunothérapies, les patients répondeurs
restent minoritaires et la question des associations thérapeutiques, pour contourner les
résistances, est déja en cours d’évaluation dans différents essais cliniques. Améliorer notre
connaissance des mécanismes immunitaires en jeu au niveau tumoral, pourrait aider a définir
des associations thérapeutiques complémentaires voire synergiques. Par exemple, quatre types
de microenvironnements tumoraux ont été décrits en fonction de I’expression de PD-L1 et de
la présence de TIL (23,74), avec des mécanismes d’échappement immunitaire qui pourraient
différer.

Ainsi, bloquer I’axe PD-1/PD-L1 serait une option de choix quand infiltrat de
lymphocytes tumoraux et expression de PD-L1 coexistent. Pour potentialiser la levée
d’inhibition du systéme immunitaire, des associations d’inhibiteurs d’immune checkpoints
avec des agonistes de molecules activatrices des LT (comme OX40 ou CD137) pourraient
étre envisagées (75).

Inversement, la présence de lymphocytes intra-tumoraux sans expression de PD-L1,
pourrait necessiter de cibler d’autres mécanismes inhibiteurs potentiels : d’autres molécules
de costimulation inhibitrices au niveau des lymphocytes, telles que TIM3 (T cell Ig and
Mucin-3), ou LAG3 (Lymphocyte Activation Gene-3) (76), mais aussi des voies
immunosuppressives métaboliques avec I’IDO (Indoleamine 2,3 DiOxygenase) (77) ou des
cibles présentes sur les cellules immunosuppressives du microenvironnement, comme CSF1R
(Colony Stimulating Factor 1 Receptor) sur les cellules myéloides, ou KIR (Killer cell
Immunoglobulin-like Receptors) sur les cellules NK (20,78).

Enfin, en I’absence de TIL dans le microenvironnement, un pré-traitement permettant
de recruter des lymphocytes au niveau tumoral pourrait étre un préalable nécessaire (67,74),
faisant envisager des associations avec un anti-CTLA4 pour rétablir le recrutement des LT au
niveau tumoral (74); avec des cytotoxiques, des thérapies ciblées ou des rayonnements

ionisants pour favoriser la libération d’antigénes tumoraux ; avec des stratégies de vaccination
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anti-tumorale ou de transferts de lymphocytes pour induire ou reproduire une réponse
immunitaire. Les associations avec les anti-CTLA4 ont déja donné des résultats intéressants

dans la prise en charge du mélanome, au prix néanmoins d’une toxicité non negligeable (79) .

Figure 6: Perspectives d’associations therapeutiques
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- Identification d’un biomargueur prédictif :

Enfin, Iidentification de facteurs prédictifs de réponse s’impose désormais comme
I’enjeu principal du développement de ces immunothérapies. En effet, malgré des résultats
prometteurs dans des types histologiques variés avec des taux de réponse allant jusqu’a 40%
(Tableau 2), la majorité des patients ne répond pas a ces thérapies. Identifier precocement les
patients susceptibles de répondre aux immunomodulateurs, est donc indispensable afin de
limiter pour les autres patients, la perte de chance liée a la proposition d’un traitement
inefficace et I’exposition a des toxicités inutiles pouvant étre définitives ou mortelles. D’autre
part, du fait du colt élevé de ces nouveaux traitements (prix pour 12 semaines de traitement
par nivolumab > 41000 dollars ; prix pour 12 semaines de traitement par pembrolizumab >
33000 dollars), I’identification d’un tel biomarqueur est indispensable pour limiter les colts

pour nos systéemes de soins.
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B. A larecherche d’un predicteur moléculaire d’efficacité : intérét de PD-L1

L’expression de la protéine PD-L1 pourrait constituer un biomarqueur d’efficacité,
puisque des taux de réponse plus importants au niveau des tumeurs exprimant PD-L1 ont été
décrits des les phases | (29,46,80). La valeur prédictive de ce potentiel biomarqueur est

aujourd’hui largement étudiée dans les essais.

1. Méthode de détermination du statut PD-L1

Pour chaque anticorps anti-PD-1/PD-L1 en développement, un test compagnon pour la
détermination immunohistochimique (IHC) du statut PD-L1 de la tumeur, est en cours
d’évaluation. Cependant, si le principe de détermination reste le méme, I’immunohistochimie,
les modalités pratiques de chaque test varient de facon importante concernant en particulier
I’anticorps utilisé, la plateforme d’analyse, le marquage pris en compte (membranaire ou
cytoplasmique), les cellules étudiées (tumorales ou/et immunitaires) ou encore le seuil de

positivité retenu (variant de 1 a 50% selon les essais) (Tableau 3).

L’analyse IHC peut étre réalisée a partir d’un échantillon frais ou archivé. Les
prélevements archivés étant le plus souvent fixés au formol et inclus en paraffine, une étape
préalable consiste a les déparaffiner et les réhydrater. L’échantillon est ensuite incubé en

présence d’anticorps spécifiques de PD-L1 qui seront révelés par des réactions colorées.

Tableau 3: Caractéristiques des differentes méthodes de  détection
immunohistochimique du statut PD-L1 en fonction des essais. (Le seuil de positivité le
plus souvent retenu dans les essais apparait en gras; le seuil retenu pour I’AMM est souligné)

Anticorps  Méthode de  Intensité de Marquage Cellules Seuil
(IHC) détection marquage
Nivolumab 28-8 Dako Toutes Membranaire Tumorales 5%
1%, 10%

Pembrolizumab 22C3 Dako Toutes Membranaire Tumorales 1%
50%

Atezolizumab SP142 Ventana Modérée ou  Membranaire Tumorales 5%

forte ou immunes

Durvalumab SP263 Ventana Toutes Membranaire Tumorales 25%
Avelumab ND ND ND Tumorales 1%

ND Non disponible
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Dans certains essais, différents seuils de positivité ont été comparés afin de déterminer
celui qui aurait la meilleure association statistique avec la réponse. Ainsi, lors de la phase | du
nivolumab, chez 41 patients atteints de mélanome, des seuils de positivité a 1% et 5% de
marquage membranaire des cellules tumorales, ont été comparés. Avec le seuil de 1%, le taux
de réponse objective était de 35% chez les patients PD-L1 positifs et de 13% chez les
négatifs ; comparativement, le seuil de 5% reflétait mieux les réponses cliniques avec des taux
respectifs de 44% et 13% (81). Ce seuil de 5% est celui le plus souvent retenu dans les
différents essais du nivolumab, méme si certains essais continuent de comparer les
performances des seuils a 1%, 5% et 10% (31-33,82).

Concernant le pembrolizumab, des études ont été réalisées afin d’optimiser la méthode
et de définir le meilleur cut-off pour la positivité du statut PD-L1. Par exemple, a partir des
182 patients de la cohorte cancer bronchique non a petites cellules de I’étude Keynote-001, 4
scores immunohistochimiques ont été comparés: le «Proportion Score » basé sur le
pourcentage de cellules marquées quelle que soit leur intensité de marquage ; le « Proportion
Moderate/Strong Score » qui ne prend en compte que les cellules marquées avec une intensité
intermédiaire a forte ; le « Proportion Strong Score » ne considérant que le marquage de haute
intensité, et le « H Score », somme des 3 scores précédents. Dans cette étude, contrairement
aux essais cliniques du pembrolizumab, les différents scores ont évalué les cellules tumorales
et les cellules immunitaires. Prendre en compte les cellules immunitaires n’améliorait pas les
performances des tests. Les meilleurs résultats étaient obtenus avec le « H-Score », mais le
« Proportion Score » (PS) en raison de ses performances proches et de sa simplicité a été
retenu, avec un seuil de positivité a 50% pour les cellules tumorales. La positivité du statut

PD-L1 avec le PS était associée au taux de réponse, a la SSP et a la SG (83).

Inversement pour I’atezolizumab, I’étude de phase I sur 277 tumeurs solides avancées
ou métastatiques, a mis en évidence une relation entre le statut PD-L1 et le taux de réponse
clinique, quand le statut était determiné sur les cellules immunitaires seulement (p=0,007).
Cette relation n’était pas retrouvée avec le marquage des cellules tumorales (p=0,079) (46).
Pour les essais concernant I’atezolizumab, le marquage des cellules tumorales et des cellules
immunitaires est évalué et noté de 0 a 3 (Tableau 4). La positivité a été initialement le plus
souvent définie par une expression de PD-L1 au niveau des cellules immunitaires de plus de
5%, mais dans les essais les plus récents, elle prend en compte a la fois le marquage des

cellules immunitaires et tumorales (Figure 7) (48).
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Tableau 4 : Score d’expression de PD-L1 pour I’atezolizumab.

Expression sur les cellules tumorales Expression sur les cellules immunitaires

Score Pourcentage de Score Pourcentage de
cellules marquées cellules marquees

TC3 > 50% IC3 > 10%

TC2 5a50% IC2 5210%

TC1 1a5% IC1 1a5%

TCO <1% ICO <1%

Figure 7: Expression de PD-L1 sur les cellules immunitaires et tumorales dans
I’essai POPLAR, d’aprés Fehrenbacher et al (48)
(Les pourcentages indiquent la prévalence de chaque groupe sans chevauchement).

Expression Expression induite
intrinséque de | de PD-L1 sur les
PD-L1 sur les . cellules
cellules . immunitaires
tumorales infiltrant la
tumeur
‘ IC1/2/3 TCoandICO
(30%) (32%)
1%

2. Valeur prédictive du statut PD-L1

Dés les essais de phase | des différents anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1, des
analyses ont été prévues pour la recherche de biomarqueurs, avec notamment I’évaluation du
statut PD-L1 en IHC. La phase I du nivolumab a mis en évidence une relation entre le statut
PD-L1 (avec un seuil a 5% des cellules tumorales) et le taux de réponse (patients PD-L1 + :
36% / patients PD-L1- : 0% ; p=0,006) (29). De méme pour le pembrolizumab, Kefford et al

rapportent a I’ASCO en 2014 pour la cohorte mélanome de Keynote-001, une association du
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statut PD-L1 (avec un seuil de positivité a 1% pour les cellules tumorales) au taux de réponse,
qui était de 51% pour les patients PD-L1+ et de 6% pour les PD-L1- (p=0,012) (84). Une
relation du méme type était identifiée dans la phase | de I’atezolizumab, entre le statut PD-L1
(avec un seuil a 5% des cellules immunitaires) et a la fois le taux de réponse et la SSP. Le
taux de réponse était de 33,9% pour les patients PD-L1+ versus 16% pour les patients PD-L1
négatifs (p=0,007) pour la cohorte toutes tumeurs, et respectivement de 46,2% et 18% pour la
cohorte poumon (p=0,015) (46).

La valeur prédictive du statut PD-L1 a été étudiée dans de nombreux essais, avec
souvent des résultats discordants en fonction des molécules, et pour une méme molécule, en
fonction des essais considérés (Tableau 5). Pour le nivolumab et le pembrolizumab,
I’association entre réponse et statut PD-L1 n’est pas toujours retrouvée selon les essais
(Tableau 5). Quand une telle association est mise en évidence, sa valeur prédictive ou
pronostique ne peut pas toujours étre déterminée. Par exemple, dans les essais de phase Il du
nivolumab dans le cancer bronchique, I’association entre statut PD-L1 et réponse pour les
carcinomes épidermoides, est retrouvée a la fois dans le bras nivolumab et dans le bras
docetaxel, plaidant plutot en faveur d’un réle pronostique (32). Mais dans I’essai de phase 11
concernant les carcinomes non épidermoides, cette fois I’association statut PD-L1 et réponse
n’existe que pour le bras nivolumab, en faveur dans ce cas d’une valeur prédictive (31). Dans
les différents essais de I’atezolizumab par contre, I’association entre le statut PD-L1 et la
réponse est toujours mise en évidence. Néanmoins, le seuil de positivité retenu varie dans

certains essais.

Au dela des principaux essais industriels, de nombreuses études se sont intéressees a la
valeur prédictive de PD-L1, utilisant d’autres anticorps, accessibles sur le marché, comme le
clone E1L3N (Cell Signaling Technology). Leurs résultats sont également discordants en
faveur dans certains cas d’une valeur prédictive, dans d’autres d’un role pronostique, et
parfois d’une absence de relation entre statut PD-L1 et réponse (67). L’hétérogéneité des
méthodologies, en termes d’anticorps, de méthodes d’évaluation et de seuils, est une limite
pour comparer ces resultats. De la méme fagon, les résultats concernant I’association du statut
PD-L1 avec des parameétres cliniques (tels que stade de la maladie, taille tumorale,
tabagisme...) ou anatomopathologiques (grade histologique, atteinte ganglionnaire...) sont

contradictoires.
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Une méta-analyse a partir de 20 essais, incluant 1475 patients a été réalisée, et est en
faveur d’une association entre le taux de réponse et le statut PD-L1 avec 34,1% de répondeurs
parmi les patients PD-L1+ et 19,9% chez les PD-L1- (p<0,0001) (85). Néanmoins, la
définition de la positivité PD-L1 variait en fonction des essais dans cette méta-analyse.
D’autre part, une proportion significative de patients PD-L1 négatifs répondait au traitement
dans les différents essais.

Des alternatives au statut PD-L1 ont été envisagées : par exemple Taube et al, ont
évalué différents éléments de I’axe PD-1/PD-L1. Parmi I’infiltrat de TIL et I’expression IHC
de PD-1, PD-L1 et PD-L2, c’est I’expression de PD-L1 qui continuait de montrer la
meilleure association avec la réponse aux anti-PD-1, quand elle était mesurée au niveau des

cellules tumorales (p=0 ,025) mais pas au niveau des cellules immunitaires (p=0,142) (86).

Tableau 5: Association du statut PD-L1 avec le taux de réponse, la survie sans
progression et la survie globale dans les différents essais anti-PD-1 et anti-PD-L1.
(La signification statistique (p) est mentionnée quand elle est disponible)

Nivolumab
Mélanome, 5% CT 36%/0% Association significative (29)
rein, colon, p= 0,006
CBNPC,
prostate
Mélanome, 5% CT 39%/6% Association significative (86)
CBNPC, p=0,025
rein, colon
Mélanome 5% CT 52,7/33,1% PD-L1 n’est pas suffisant (30)
Mélanome 5% CT 43,6/20,3% Association (87)
CBNPC 5% CT 36%/10% 5m/2,1m 18/9,7m Valeur prédictive quel (31)
ADK (1%,10%) p=0,002 p=0,0001 p=0,0004 que soit le seuil
CBNPC 5% CT 21%/15% Valeur pronostique (32)
CE (1%,10%) p=0,29 p=0,47 p=0,16
CBNPC 5% CT 24%/14% Association (82)
(1%,10%)
CBNPC 5% CT 15%/14% 3,3m/1,8m  7,8/10,5m Pas d’association (68)
Rein 5% CT 21,9/24,6m Pas d’association (33)
(1%)
Rein 5% CT 31%/18% 4,9/29m  NA/182m  Association au seuil 5% (88)
(1%)
Rein 5% CT NA/23,4m Pas d’association (89)
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Pembrolizumab

Mélanome 1% CT 51%/6% 12/3m Association significative (84)
p=0,012 p=0,0004
Mélanome 1% CT  26,4%/151%  3,6/2,8m Valeur pronostique (90)
Mélanome 1% CT 42%/9% HR=05 HR=049 Association significative (91)
p<0,0001 p<0,0001  p=0,0005
CBNPC 50% CT 43%I7,8% Association a la réponse, (83)
OR=8,93 la SSP et la SG
CBNPC 50% CT 45,2% 6,3m NA Association significative (38)
1-49% 16,5% 4,1m 10,6m pour le taux de réponse
<1% 10,7% 4m 10,4m (p<0,001)
CBNPC 50% CT 5,8m 15,5m Association au seuil 50% (92)
1-49% 2,3m 7,8m
<1% 2,1m 8,6m
Estomac 1% CT+Cl p=0,082 p=0,269 p=0,01 Association significative (64)
Vessie 1% CT+ClI 29%/0% Association (40)
1% CT 33%/9%
Atezolizumab
Toutes 5% Cl 33,9%/16% Association a la réponse (46)
tumeurs p=0,007 et la SSP
CBNPC 5% Cl 46,2%/18% Association (46)
p=0,015
CBNPC CT3-CI3 38% 7,8m 15,5m Association avec la SG (48,93)
CCT-T((':)I10/|20/3 18% 2,8m 15,5m pour les Cl et les CT
' 8% 1,7m 9,7m
CBNPC CT3-CI3 48%/16% 4m/ 3m 18m/16m Association (94)
Vessie 5% Cl 50%/17% 6m/1m NA/8m Association a la réponse, (95)
la SSP et la SG
Vessie CI-3 26% 2,1m 11,4m Association a la réponse (49)
C'élll(z)’?’ 18% 2,1m 8,8m et la SG pour les Cl
) 8% (mais non pour les CT)
Vessie 5% Cl 43,3%/11,4% Association significative (50)
p=0,026
Rein 1% ClI 18%/9% Association (47)
Durvalumab
CBNPC 25% CT 27%/5% Association réponse et (55)
SG
ORL (CE) 25% CT 18%/8% Association (56)
Vessie 25% CCIT ou 54%/7% Association (57)
Avelumab
CBNPC 1% CT 15,6%/10% 3m/1,5m Pas d’association (53)
p=0,738
Ovaire 1% CT 12%/5,9% Association (96)

CBNPC Cancer Bronchique Non a Petites Cellules, CE Carcinome Epidermoide, Cl Cellules Immunitaires, CT Cellules

Tumorales, m mois, NA Non atteint, SG Survie globale, SSP Survie sans progression.
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3. Lesenjeux du statut PD-L1

La sélection des patients en fonction du statut PD-L1 permet d’enrichir la population
en répondeurs. Mais certains patients avec une tumeur PD-L1 négative répondent au
traitement, avec le méme profil de réponse que les patients PD-L1+, en particulier en terme de
durée de réponse prolongée. Ainsi, il semble pour le moment difficile de sélectionner les
patients uniquement en fonction du statut PD-L1, au risque d’exclure des patients qui
pourraient avoir un bénéfice au traitement, ce qui constitue une réelle perte de chance sachant

qu’ils n’ont souvent que peu, voire pas, d’alternative thérapeutique.

Pour autant I’identification d’un biomarqueur reste nécessaire, et le statut PD-L1 est a
ce jour un candidat prometteur largement étudié, méme si des controverses existent sur sa
valeur prédictive ou pronostique, et que d’autres biomarqueurs potentiels émergent. Les tests
compagnons permettant de déterminer le statut PD-L1 pour le nivolumab, le pembrolizumab
et I’atezolizumab ont d’ailleurs été validés par la FDA. Le test est déja en application pour le
pembrolizumab dans le cancer bronchique aux Etats-Unis, ou la prescription est restreinte a la

population PD-L1+ d’apres le test compagnon.

Il est donc nécessaire de poursuivre I’évaluation de PD-L1 en tant que biomarqueur
prédictif, et dans ce cadre, d’évaluer les facteurs susceptibles d’influencer le statut PD-L1.
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Problematique

Les immunothérapies ciblant les points de controle du systeme immunitaire, en
particulier PD-1 et son ligand PD-L1, sont en plein essor. Elles constituent une avancée
majeure dans la prise en charge de nombreux types tumoraux en permettant des réponses
cliniques dont la caracteristique est d’étre prolongées. Elles améliorent la survie globale dans
certaines indications et ont déja obtenu une autorisation de mise sur le marché dans le
mélanome, le cancer bronchique, le cancer du rein et le cancer de la vessie. Néanmoins, leurs
colts élevés et leurs toxicités immunologiques, imposent aujourd’hui d’identifier un
biomarqueur afin de pouvoir sélectionner les patients susceptibles de bénéficier du traitement
et d’eviter des risques inutiles aux autres. Beaucoup de travaux cherchent a identifier un tel
biomarqueur, et le meilleur candidat reste & ce jour le statut immunohistochimique PD-L1,
méme si les résultats concernant sa valeur prédictive restent discordants. Afin de préciser la
valeur prédictive de PD-L1, il est nécessaire d’identifier les parametres susceptibles

d’influencer sa positivite.

L’objectif de cette these était d’étudier I’influence de facteurs cliniques,
anatomopathologiques et immunohistochimiques sur la positivité du statut PD-L1 ; et de
comparer la prévalence de la positivité du statut PD-L1 parmi une cohorte de patients
traités a Gustave Roussy par rapport a la prévalence observée dans les essais
internationaux, afin d’identifier des facteurs susceptibles d’interférer avec la

détermination immunohistochimique du statut PD-L1.
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Méthodologie
Population

Les patients pris en charge a Gustave Roussy (GR) en vue d’une inclusion dans un
essai de phase | d’immunothérapie entre janvier 2014 et juillet 2015 ont été recensés. Les
patients répondant aux critéres d’inclusion de ces protocoles, et pour lesquels un échantillon
tumoral permettait la détermination du statut PD-L1, ont été inclus.

Les données démographiques, les données cliniques relatives a la pathologie tumorale
et a sa prise en charge et les données concernant I’échantillon tumoral testé pour le statut PD-
L1 ont été recueillies de maniére rétrospective a partir des comptes rendus de consultations et
d’examens anatomopathologiques disponibles dans la base de données de Gustave Roussy.

Pour étre inclus dans I’étude, les patients devaient :
- avoir plus de 18 ans,
- étre atteints d’une tumeur solide localement avancée ou métastatique prouveée
histologiquement, en échec des traitements standards,
- avoir un échantillon tumoral initial archivé ou provenant d’une biopsie récente,
permettant de déterminer le statut PD-L1.
Les patients ayant déja regu un traitement par immunothérapie n’étaient pas éligibles. Les
patients dont I’échantillon tumoral était absent ou non contributif ; et les patients pour

lesquels le statut PD-L1 n’a pas pu étre déterminé, ont été exclus de I’analyse.

Essais de phase | d’immunothérapie

Les essais de phase | d’immunothérapie recrutant des patients a GR durant la période
concernée par I’étude étaient I’essai MK3475-028/KEYNOTE-28 de Merck, I’essai CD-ON-
MEDI4736-1108 d’AstraZeneca et I’essai PCD4989¢g de Genentech.

L’essai MK3475-028/KEYNOTE-28 (MK3475) est une étude de phase Ib étudiant
I’efficacité et la sécurité du MK3475 ou pembrolizumab, anticorps ciblant le récepteur PD-1,
chez des patients atteints de tumeurs solides avancées (NCT02054806). Le MK3475 est un
anticorps monoclonal humanisé d’isotype 1gG4/kappa qui bloque I’interaction de PD-1 avec
ses ligands PD-L1 et PD-L2.

L’essai CD-ON-MEDI4736-1108 (Medimmune) est une étude de phase I/l évaluant
I’inocuité, la tolérance et le profil pharmacocinétique du MEDI4736 ou durvalumab,

anticorps anti-PD-L1, chez des patients atteints de tumeurs solides avancées (NCT01693562).
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Le MEDI4736 est un anticorps moncoclonal humain 1gG1/kappa qui bloque la liaison de PD-
L1 avec ses récepteurs PD-1 et B7.1 (ou CD80).

L’essai PCD4989g (PCD), phase I, étudie chez des patients atteints de tumeurs solides
avancées, la sécurité et les caractéristiques pharmacocinétigues du MPDL3280A ou
atezolizumab, anticorps monoclonal anti-PD-L1 (NCT01375842). Le MPDL3280A est un
anticorps monoclonal humain de type 1gG1/kappa qui bloque I’interaction PD-L1/PD-1 et
PD-L1/B7.1.

Echantillons de tissus tumoraux

Les patients éligibles pour un de ces 3 essais devaient avoir un échantillon tumoral
disponible pouvant correspondre soit a du tissu archivé soit a une biopsie récente. Cet
échantillon devait étre transmis sous forme d’un bloc fixé au formol et inclus en paraffine
(FFPE), ou sous forme de lames non colorées.

Dans I’essai MK3475, I’échantillon devait provenir d’une Iésion non irradiée.

Dans I’essai PCD, I’échantillon devait provenir d’une exérése ou d’une biopsie a

I’aiguille, les cytoponctions, les liquides de lavage et les brossages n’étaient pas acceptés.

Meéthodes de détermination du statut PD-L1

Le statut PD-L1 était déterminé de facon centralisée par le laboratoire promoteur de
I’essai, selon une méthode immunohistochimique (IHC).

L’essai MK3475 utilisait un anticorps monoclonal de souris anti-PD-L1 humain, le
clone 22C3 de Dako. L’échantillon était considéré comme positif pour PD-L1 si >1% des
cellules tumorales étaient marquées, quel que soit I’intensité du marquage.

MedImmune, utilisait un anticorps monoclonal de lapin anti-PD-L1 humain , le SP263
de Ventana (Roche), avec un seuil de positivité fixé a > 25% des cellules tumorales.

L’ anticorps utilise dans PCD, le SP142 de Genentech (Roche), est un anticoprs
monoclonal de lapin. Dans cet essai, le statut PD-L1 de I’échantillon était déterminé selon un
score a 4 niveaux, prenant en compte la fixation de I’anticorps sur les cellules immunitaires
(IC) infiltrant la tumeur. Les échantillons IC2 et IC3, correspondant & >5% de cellules
marquées, étaient considérés comme positifs. Les échantillons IC1 et 1CO étaient classés PD-

L1 négatifs .
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Recueil des données

Pour chaque patient, les données demographiques (&ge, sexe), cliniques (cancer
primitif, type histologique, chronologie de la maladie métastatique) et thérapeutiques (nombre
de lignes de traitement en phase métastatique, traitement antérieur local de type radiothérapie
ou radiofréquence ou cryothérapie, traitement antérieur par thérapie ciblée, traitement
antérieur dans le cadre d’un essai de phase 1) étaient recueillies a partir du dossier medical.

Les caractéristiques de I’échantillon tumoral étaient collectées : lieu de I’analyse
anatomopathologique initiale (dans un centre académique ou un centre privé), type de lésion
prélevée (tumeur primitive, metastase ou rechute locorégionale aprés traitement locaux), tissu
prélevé, méthode du prélevement (piece operatoire, biopsie ou copeaux de résection),
pourcentage de cellules tumorales du prélevement, ancienneté du prélevement (en nombre de
mois) et caractere pré-thérapeutique (antérieur a tout traitement) ou post-thérapeutique du
prélevement.

L’essai dans lequel le patient était évalue, ainsi que le résultat de I’analyse centralisee
du statut PD-L1, étaient recueillis aupres du promoteur. Certains patients ont été testés a 2
reprises dans le méme essai ou successivement dans deux essais, les statuts PD-L1 issus de

ces différentes déterminations ont été confrontés.

Revue de la littérature

Une recherche a été effectuée a partir de la base de données pubmed en utilisant les termes
« PD-1», «PD-L1 », «pembrolizumab », «lambrolizumab », « MK3475 », « PCD4989 »,
« MPDL3280A », «atezolizumab », « Medi4736 » et «durvalumab ». Cette recherche a
également été effectuée parmi les abstracts des congrés annuels de I’ASCO et de I’European

Society for Medical Oncology (ESMO) sur leurs sites internet.

Analyse statistique

L’objectif principal de cette étude rétrospective était de comparer les populations PD-
L1 positive et PD-L1 négative afin de rechercher des facteurs cliniques,
anatomopathologiques ou immunohistochimiques susceptibles d’influence le statut PD-L1.
L’objectif secondaire était de comparer la prévalence de la positivité PD-L1 parmi les patients
traités a Gustave Roussy, par rapport aux données des essais internationaux.

Les résultats sont donnés en effectif et pourcentage en cas de variable qualitative et en

médiane et intervalle interquartile pour les variables quantitatives. Les données qualitatives
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ont été analysées en utilisant un test du Chi 2. Les variables pour lesquelles I’effectif de
patients était inférieur a 10, ont été exclues des analyses statistiques. Les données continues
ont été analysées en utilisant le test t de Student. Les variables pour lesquelles le test du Chi-2
était statistiguement significatif avec un p<0,15 ont été incluses pour les analyses uni et
multivariées. Ces analyses ont été réalisées en utilisant une régression logistique descendante
pour rechercher des facteurs associés a la positivité du statut PD-L1. Toutes les valeurs de p
sont bilatérales. Le seuil de significativité a été fixé a une valeur de p < 0,05. L analyse a été

réalisée avec le logiciel SPSS version 23.
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V. Résultats

Caracteristigues des patients

Entre janvier 2014 et juillet 2015, 346 patients ont été évalués dans le cadre des essais
de phase | anti-PD-1/PD-L1, MK3475, Medimmune et PCD, a Gustave Roussy. 32 patients
ont été exclus d’emblée, le plus souvent du fait de I’absence d’échantillon tumoral contributif
pour la détermination immunohistochimique du statut PD-L1. Parmi les 314 patients testés
dans le cadre de ces essais, le statut PD-L1 est resté indéterminé pour 5 d’entre eux.

Au total, 309 patients dont le statut PD-L1 a été déterminé dans le cadre d’un des 3
essais MK3475, Medimmune ou PCD, ont été inclus dans notre étude (Figure 8). Les
caractéristiques des patients et des échantillons tumoraux, pour I’ensemble de la population et
pour chaque essai considére, sont présentées dans les tableaux 6 et 7. Les types de cancer
primitifs variaient en fonction des pathologies admises a I’inclusion dans les différents essais.

En dehors de ce paramétre, les populations des 3 essais étaient comparables.

Comme attendu dans un essai de phase I, la population était majoritairement pré-
traitée, avec une médiane de lignes de traitements recues en phase métastatique de 3. 17% des

patients étaient agés de plus de 70 ans.

Concernant le préléevement histologique, il s’agissait majoritairement (83%) de
prélevements de plus de 3 mois. Le délai médian entre le prélevement et la détermination du
statut PD-L1 était de 13,9 mois, variant de 4 jours a 13 ans. Plus de la moitié (58%) avaient
été obtenus chez des patients déja exposés a des traitements systémiques. Dans 2/3 des cas, le

prélevement provenait de la tumeur primitive.
Six patients ont été testés pour le statut PD-L1 a 2 reprises dans I’essai MK3475, a

partir de prélévements différents. Treize patients ont été testés successivement dans deux
essais différents.
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Figure 8 : Flow chart

346 Patients screenés :
96 Medimmune
164 MK3475-028
86 PCD4989

314 Patients testés :
84 Medimmune
152 MK3475-028
78 PCD4989

32 Exclus
14 Absence d’échantillon ou
échantillon non contributif
3 Absence de place dans I'essai
6 Screen failure
9 Cause inconnue

309 Résultats PD-L1 :
82 Medimmune
149 MK3475-028
78 PCD4989

5 Exclus
5 Statut PD-L1 indéterminé

226 Résultats PD-L1 négatifs

83 Résultats PD-L1 +:
25 Medimmune
49 MK3475-028
9 PCD4989

48 Patients traités:
16 Medimmune
27 MK3475-028
5 PCD4989

35 Non traités
15 Screen failure
2 Refus
2 Déces
16 Cause Inconnue
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Tableau 6 : Caractéristiques cliniques des patients a I’inclusion pour la population totale
(n=309) et pour chaque essai.

Résultats exprimés en médiane [intervalle interquartile] ou effectif (frequence).

. MedImmune| MKS3475 PCD Total
Caracterlsthues n=82 n = 149 n=78 n=309
Age (ans) Médiane 61 [49-68] | 61[52-68] |56 [45-65]| 60 [50-67]
Oui 14 (17%) | 27 (18%) | 11 (14%) | 52 (17%)
Age > 70 ans Non 68 (83%) | 122 (82%) | 67 (86%) | 257 (83%)
S Homme 34 (41%) 78 (52%) 39 (50%) 151 (49%)
exe Femme 48 (59%) | 71(48%) | 39 (50%) | 158 (51%)
Oeso-gastrique 19 (23%) 1 (1%) 3 (4%) 23 (7%)
Col 10 (7%) 2 (3%) 12 (4%)
Endomeétre 7 (5%) 7 (2%)
Ovaire 18 (22%) 7 (5%) 25 (9%)
Sein 15 (18%) 6 (4%) | 27 (35%) | 48 (16%)
Cancer Neuroendocrine 23 (15%) 23 (71%)
Poumon a PC 23 (15%) 1 (1%) 24 (8%)
Poumon NPC 9 (11%) 1 (1%) 10 (3%)
Glioblastome 15 (10%) 1 (1%) 16 (5%)
ORL 8(5%) | 11(14%) | 19 (6%)
Prostate 31 (21%) 31 (10%)
Vessie 21 (26%) 26 (33%) | 47 (15%)
Autres 18 (12%) | 6 (8%) 24 (8%)
ADK 33(40%) | 50(34%) | 5 (6%) 88 (28%)
CE 12 (15%) 11(7%) | 8(10%) | 31 (10%)
Histologie CClI 13 (16%) 4(3%) | 26(34%) | 43 (14%)
g cu 17 (21%) 26 (34%) | 43 (14%)
TNE 23 (15%) 23 (8%)
Carcinome a PC 23 (15%) 1 (1%) 24 (8%)
Autres 7 (8%) 38 (26%) | 12 (15%) | 57 (18%)
Maladie d’emblée Oui 34 (42%) 77 (52%) | 23(29%) | 132 (43%)
métastatique Non 48 (58%) 72 (48%) | 55 (71%) 174 (57%)
Lignes de traitement - i i i i
métastatique Médiane 3[2-4] 3[1-4] | 2[1-3.25] 3[1-4]
Traitement local antérieur | Oui 32 (39%) 89 (60%) | 52(67%) | 174 (56%)
(radiothérapie, radiofréquence) | Non 50 (61%) 60 (40%) 26 (33%) 135 (44%)
o Oui 45 (55%) | 47 (32%) | 37 (47%) | 124 (41%)
Therapie ciblée antérieure | ., 37 (45%) | 102 (68%) | 41 (53%) | 176 (59%)
. - Oui 13 (16%) | 20 (13%) | 5 (6%) 38 (12%)
Essai de phase I anterieur |\, 60 (84%) | 129 (87%) | 73 (94%) | 271 (88%)

Autres cancers = canal anal, voies biliaires, pancréas, mésothéliome, rein, thyroide.
ADK Adénocarcinome, CCI Carcinome canalaire infiltrant, CE Carcinome épidermoide, CU Carcinome urothélial,
NPC Non a petites cellules, PC Petites cellules, TNE Tumeur neuro-endocrine
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Tableau 7 : Caractéristiques anatomopathologiques des échantillons tumoraux pour la
population totale (n=309) et pour chaque essai.
Résultats exprimés en effectif (fréquence).

Caractéristiques MedImmune| MK3475 PCD Total
n (%) n=_82 n =149 n=78
- Oui 20 (25%) 14 (9%) | 16 (20%) | 50 (16%)
Pref‘éemgi’;t de Non 61(74%) | 134 (90%) | 62 (80%) | 257 (83%)
ND 1 (1%) 1 (1%) 2 (1%)
< 3 mois 20 (25%) 14 (9%) | 16 (20%) | 50 (16%)
3-6 mois 11 (13%) 8 (5%) 5 (7%) 24 (8%)
Ancienneté du 6-12 mois 13 (16%) 28 (19%) | 16 (20%) | 57 (19%)
prélévement 12-18 mois 9 (11%) 20 (13%) | 14 (18%) | 43 (14%)
> 18 mois 28 (34%) 78 (53%) | 27 (35%) | 133 (43%)
ND 1 (1%) 1 (1%) 2 (1%)
Prélevement pré- Oui 35(43%) | 106 (71%) | 37 (47%) | 178 (58%)
thérapeuti ﬂe Non 44 (54%) 35 (24%) | 39 (50%) | 118 (38%)
peutiq ND 3 (3%) 8 (5%) 2(3%) | 13 (4%)
Lieu de I’analyse Centre académique 43 (53%) 91 (61%) | 45 (58%) | 179 (58%)
anatomopathologique | Centre privé 37 (45%) 54 (36%) | 32 (41%) 123 (40)
ND 2 (2%) 4 (3%) 1 (1%) 7 (2%)
Tumeur primitive 45 (55%) 107 (72%) | 52 (67%) | 204 (66%)
Site du prélévement Meétastase 34 (41%) 35(23%) | 23 (29%) | 92 (30%)
Rechute LR 3 (4%) 7 (5%) 3 (4%) 13 (4%)
Biopsie 50 (61%) 82 (55%) | 39 (50%) | 171 (56%)
) s Piéce opératoire 27 (33%) 58 (39%) | 33 (42%) | 118 (38%)
Methode de prélévement Copeaux de résection 4 (5%) 6 (4%) 6 (8%) 16 (5%)
ND 1(1%) 3 (2%) 4 (1%)
1-20% 10 (12%) 12 (8%) 6 (8%) 28 (9%)
21-40% 22 (27%) 28 (19%) | 13 (17%) | 63 (20%)
Pourcentage de cellules | 41-60% 22 (27%) 12 (8%) 5 (6%) 39 (13%)
tumorales 61-80% 19 (23%) 38 (26%) | 14 (18%) | 71 (23%)
81-100% 6 (7%) 11 (7%) 3 (4%) 20 (6%)
ND 3 (4%) 48 (32%) | 37 (47%) | 88 (29%)
Adénopathie 8 (24%) 12 (34%) | 11 (50%) | 31 (34%)
Localisation métastatique| Foie 6 (18%) 14 (40%) 2 (9%) 23 (25%)
prélevée (n=92) Masse pariétale 8 (24%) 1 (3%) 4 (18%) 13 (13%)
Autres 12 (36%) 8 (23%) 5 (23%) 26 (28%)

LR Loco-régionale, ND Non disponible.
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Prévalence du statut PD-L1 +

Au total, 83 patients avaient un statut PD-L1+, soit 26,9% de la population totale.
Cette prevalence de positivité du statut PD-L1 variait de fagon statistiquement significative
entre les essais, avec une diminution de cette prévalence pour PCD (11,5%) par rapport a
MK3475 (32,9%) et a Medlmmune (30,5% ) (p=0,002) (Figure 9).

Figure 9 : Prévalence du statut PD-L1+ et PD-L1- dans la population totale et en
fonction du protocole. Comparaison de la prévalence du statut PD-L1+ dans les différents

protocoles par un test du chi-deux.
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Prévalence du statut PD-L.1 + en fonction du cancer primitif

La prévalence du statut PD-L1+ variait également selon le type de cancer (Figure 10).
La figure 10 représente tous les types tumoraux pour lesquels I’effectif était supérieur a 7.
Pour I’analyse statistique, seuls les types tumoraux correspondant & un effectif supérieur a 10
ont été considérés. La positivité la plus faible était retrouveée pour les tumeurs neuro-
endocrines avec un taux de 4,3% ; et la plus forte était observée pour les cancers du col avec
75% de tumeurs PD-L1+. La différence de prévalence du statut PD-L1 en fonction du type

tumoral était statistiquement significative (p<0,001).
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Figure 10 : Prévalence du statut PD-L1+ et PD-L1- en fonction du type de cancer.
Comparaison de la prévalence du statut PD-L1+ par un test du chi-deux. Les localisations
citées entre parentheses n’ont pas été prises en compte dans I’analyse du fait de leur faible
effectif.
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Comparaison de la prévalence du statut PD-L 1+ dans la population GR par
rapport aux résultats des essais internationaux

La prévalence du statut PD-L1 a I’échelle internationale pour les essais MK3475,
MedImunne et PCD a déja été rapportée dans la littérature pour certains types tumoraux.
Seuls les essais utilisant les mémes seuils de positivité PD-L1 que ceux de notre étude, ont été
retenus pour le tableau 8. Pour un méme type tumoral, la positivité de PD-L1 varie de facon
importante en fonction de I’essai considéré. Dans la littérature, quel que soit le type tumoral,
les prévalences de statut PD-L1+ les plus élevées sont retrouvées dans I’essai MK3475 et les
plus faibles dans I’essai PCD. La proportion de positivité observée parmi la population prise
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en charge a Gustave Roussy, était le plus souvent inférieure aux prévalences rapportées dans
la littérature (Tableau 8). Dans la population Gustave Roussy, la méme répartition de
prévalence était observée, avec une positivité de PD-L1 plus fréquente dans MK3475 et

moindre dans PCD.

Tableau 8 : Comparaison de la prévalence PD-L1+ dans les essais internationaux et dans

la population de Gustave Roussy.

a ernationa Populatio a RO

d / PCD 0 / PCD
Poumon NPC | 37-48% | ©6-88% | 55050 44% 0.9%
Poumon PC 28,6% 21,7% 20,8%
ORL 35,5% 78 - 93% 28% 375% | 18,2% | 30,8%
Oeso-
S— 40-45% 18% 21,1% 26,1%
Vessie 36% 62% 27-46% 47,6% 3,8% | 23,4%
Ovaire 51% 22,2% 42,9% 28%
Sein 58,6% 20% 11% | 14,6%
Références (55-57,97) | (38-42,59,64,98,99) |  (46,48-50,95)

CE Carcinome épidermoide, NPC Non a petites cellules, PC Petites cellules

Concordance du statut PD-L1 en cas de déterminations multiples

Dans I’essai MK3475, six patients ont été testés deux fois pour le statut PD-L1, a
partir d’échantillons histologiques différents. Quatre d’entre eux avaient initialement un statut
indéterminé et ont d0 étre testés a nouveau pour cette raison. Lors de cette deuxiéme
détermination, 3 sur 4 étaient PD-L1 négatifs, et un seul PD-L1 positif. Les deux autres
patients étaient PD-L1- dés la premiere détermination, et la deuxiéme analyse, réalisée sur un
autre échantillon, a confirmé ce résultat.

Par ailleurs, 13 patients ont éte testés successivement dans deux essais différents. Dans
75% des cas, le résultat était concordant et le patient était PD-L1- quel que soit I’essai. Pour 3
patients sur 13, le résultat était discordant : ces patients étaient PD-L1- d’aprés I’essai PCD et
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PD-L1+ d’aprés MedImunne pour deux d’entre eux et MK3475 pour le troisieme patient. Ces
cas discordants avaient été déterminés dans 2 cas sur 3 a partir du méme échantillon tumoral
(Figure 11).

Parmi les 7 patients testés successivement sur 2 echantillons différents, dans le méme
essai ou dans des essais différents, I’expression de PD-L1 était concordante dans 5 cas sur 7.
Les 2 cas discordants avaient eté testés dans des essais différents.

Figure 11 : Concordance du statut PD-L1 en cas de déterminations multiples

Statuts concordants : n =10 (75%)

Echantillons différents

Echantillons différents : n =2
Méme échantillon:n=7

Statuts discordants : n = 3 (25%)

Echantillons différents : n =2

Méme échantillon

Bl Po-L1 négatit  [llPO-L1 positif

Caractéristigues des populations PD-L1 + et PD-L1 —

La comparaison des populations PD-L1- et PD-L1+ prises en charge a GR ne mettait
pas en évidence de différence concernant I’age, le sexe, I’ancienneté de I’échantillon
histologique, la proportion d’échantillons antérieurs a tout traitement systémique, le lieu de
I’analyse anatomopathologique initiale (en centre academique ou en centre privé), et la

cellularité du prélevement (Tableau 9).

Pour le site de prélevement, il n’existait pas de différence de positivité PD-L1 entre

tumeur primitive et métastases. Les préléevements provenant d’une rechute locorégionale
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avaient tendance a étre plus fréquemment PD-L1+, sans que cette différence soit
statistiquement significative.

Concernant la méthode de prélevement utilisée, aucune différence de prévalence du
statut PD-L1+ n’était observée, que la détermination soit réalisée a partir d’une biopsie ou
d’une piéce d’exérése compléte. La détermination du statut PD-L1 & partir de copeaux de
résection (résection trans-urétrale de prostate ou de vessie, ou curetage biopsique) eétait

associee a une prévalence moindre d’échantillons PD-L1+, non statistiquement significative.

Pour 92 patients, la détermination de PD-L1 a été réalisée a partir d’un échantillon issu
d’une localisation métastatique. Les localisations les plus fréquentes correspondaient a des
adénopathies, du tissu hépatique et des métastases tissulaires pariétales. La positivité des
prélevements n’était pas statistiquement différente selon le tissu prélevé, néanmoins la

positivité de PD-L1 était moins fréquente pour les prélevements hépatiques (12%).

Le seul paramétre qui différait statistiguement entre les populations PD-L1+ et PD-L1-
concernait le type histologique (p=0,009). La positivité était plus fréquente pour les
carcinomes épidermoides (45%) et moins fréquente pour les tumeurs neuro-endocrines (4%)

et les carcinomes canalaires infiltrants (14%).
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Tableau 9 : Caractéristiques des populations PD-L1+ et PD-L1-

Reésultats exprimés en médiane [intervalle interquartile] ou effectif (fréquence).

Caractéristiques DAL i P
n=226 (73%) | n=83 (27%)
Age Moyenne 58,3 58,3 0,993
_ Oui 186 (72%) 71 (28%) 0,5

Age>70ans (n=309) | o 40 (77%) 12 (23%)

_ Homme 110 (73%) 41 (27%) 0,91
Sexe (n=309) Femme 116 (73%) 42 (27%)

ADK 67 (76%) 21 (24%) 0,009*
CE 17 (55%) 14 (45%)
Histologie CcCl 37 (86%) 6 (14%)
(n=261) cu 33 (77%) 10 (23%)

TNE 22 (96%) 1 (4%)

Carcinome a PC 19 (79%) 5 (21%)

Prélevement de Oui 36 (72%) 14 (28%) 0,822
< 3 mois (n=307) Non 189 (74%) 68 (26%)

< 3 mois 36 (72%) 14 (28%) 0,169
Ancienneté du prélévement 3-6 mois 18 (75%) 6 (25%)
(n_30'[;) 6-12 mois 43 (75%) 14 (25%)
B 12-18 mois 25 (58%) 18 (42%)
> 18 mois 103 (77%) 30 (23%)

Prélévement pré- Oui 130 (73%) 48 (27%) 0,895
thérapeutique (n=296) Non 87 (74%) 31 (26%)

) . 0,426
Lieu de I’analyse Centre académique 134 (75%) 45 (25%)
anatomopathologique (n=302)| Centre privé 87 (71%) 36 (29%)

Site dU prélavement Tumeur primitive 149 (73%) 55 (27%) 0,238
(n|0_309) Métastase 70 (76%) 22 (24%)
- Rechute loco-régionale 7 (54%) 6 (46%)

) s Biopsie 125 (73%) 46 (27%) 0,609
Meth"de(gf?)%%e)'e"eme”t Piéce opératoire 85 (72%) 33 (28%)
- Copeaux de résection 13 (81%) 3 (19%)

1-20% 23 (82%) 5 (18%) 0,738
Pourcentage de cellules 21-40% 43 (68%) 20 (32%)
tumorales 41-60% 26 (67%) 13 (33%)
(n=221) 61-80% 51 (72%) 20 (28%)
81-100% 14 (70%) 6 (30%)

. . . Adénopathie 20 (65%) 11 (35%) 0,132
Local|s?é[;g\r/1§ersngfi\3t5thues Foie 22 (88%) 3 (12%)
P - Masse pariétale 11 (73%) 4 (27%)

ADK Adénocarcinome, CCI Carcinome canalaire infiltrant, CE Carcinome épidermoide, CU Carcinome

urathélial, NPC Non a petites cellules, PC Petites cellules, TNE Tumeur neuro-endocrine
* Résultat statistiguement significatif
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Facteurs associés a la positivité du statut PD-L1

Les parametres précédemment décrits pour lesquels il existait une différence de
prévalence PD-L1+ avec un p < 0,15, ont été intégrés dans des analyses uni puis multivariée
afin d’identifier des facteurs susceptibles d’influencer le statut PD-L1 (Tableau 10). Il
s’agissait du protocole, du cancer primitif, du type histologique et du tissu prélevé pour les
localisations métastatiques.

En analyse univariee, le protocole, le cancer primitif et le type histologique était
associés de maniere significative au statut PD-L1 avec respectivement p= 0,003 ; p=0,006 et
p=0,023. Parmi les protocoles, I’essai PCD était associé a une moindre positivité de PD-L1
(Odds Ratio [OR] = 0,29; 1C95% [0,13-0,69] ). Pour les types de cancer, le cancer du col était
associe a une augmentation de la positivité de PD-L1 ([OR]: 8,5; 1C95% [1,71-42,28] ). Enfin
concernant le type histologique, c’est le carcinome épidermoide qui apparaissait comme un
facteur de positivité ([OR] = 2,63 1C95% [1,11-6,21]). Les tumeurs neuro-endocrines avaient
tendance a étre associées a une négativité de PD-L1, non statistiquement significative. De la
méme facon, le tissu prélevé pour les localisations métastatiques n’étaient pas
significativement associé au statut PD-L1, néanmoins les prélevements hépatiques étaient un

facteur de négativité.

En analyse multivariée, le protocole et le type histologique restaient statistiquement
significatifs, confirmant I’association du protocole PCD a une moindre positivité de PD-L1
([OR] = 0,14 1C95% [0,05-0,43], p=0,001) et I’association des carcinomes épidermoides au
contraire a la positivité de PD-L1 ([OR] = 4,29 1C95% [1,61-11,38], p= 0,008). En analyse
multivariee, les carcinomes urothéliaux apparaissaient aussi statistiquement associés a la
positivité de PD-L1.
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Tableau 10 : Facteurs prédictifs du statut PD-L1

Analyse univariée

p Analyse multivariée p

Variable OR [IC 95%] OR [IC 95%]
Protocole 0.003 0.001
MedImmune 1 1
MK3475 1.12 [0.62-1.99] 1.50 [0.64-3.55]
PCD 0.29 [0.13-0.69] 0.14 [0.05-0.43]
Type de cancer 0.006
Oeso-gastrique 1
Col 8.50 [1.71-42.28]
Ovaire _ 1.10 [0.31-3.95]
Neuroendocrine 0.13 [0.01-1.17]
Poumon a petites cellules 0.75 [0.19-2.89]
Poumon non a petites cellules 1.89 [0.39-9.09]
Glioblastome 2.83[0.73-10.94]
ORL 1.01 [0.25-4.03]
Prostate 0.55 [0.14-2.07]
Vessie 0.86 [0.27-2.73]
Sein 0.48 [0.14-1.65]
Histologie 0.023 0.008
ADK 1 1
CE 2.63[1.11-6.21] 4.29 [1.61-11.38]
gCI 8-32 E8-19-%-‘218} 1.51 [0.48-4.70]

U .97 [0.41-2.
3.32[1.09-10.07]

TNE 0.15[0.02-1.14] 0.13 [0.02-1.06]
Carcinome PC 0.84 [0.28-2.52] 0.79 [0.24-2.55]
Localisations métastatiques (n=92) 0.08

Adénopathie
Foie
Masse pariétale

1
0.09 [0.1-0.73]
0.81 [0.20-3.24]

ADK Adénocarcinome, CCI Carcinome canalaire infiltrant, CE Carcinome épidermoide, CU Carcinome
urothélial, NPC Non a petites cellules, PC Petites cellules, TNE Tumeur neuro-endocrine
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V. Discussion

A. Facteurs associés au statut PD-L1

L’identification d’un biomarqueur d’efficacité des inhibiteurs de I’axe PD-1/PD-L1 est
un enjeu majeur actuellement. Le statut PD-L1 en immunohistochimie fait partie des
biomarqueurs potentiels les plus étudiés, méme si les résultats concernant sa valeur prédictive
sont discordants. Afin de préciser les performances prédictives du statut PD-L1, il est

nécessaire d’identifier les facteurs susceptibles d’influencer la positivité du statut PD-L1.

Dans ce travail rétrospectif réalisé sur une cohorte de 309 patients atteints de tumeurs
solides avancées ou métastatiques, traités a Gustave Roussy dans le cadre d’un essai clinique
d’immunothérapie, le principal facteur corrélé a la positivité du statut PD-L1 est I’essai
clinique considéré, Medimmune, MK3475 ou PCD (p=0,001 en analyse multivariée). Ceci
reflete I’impact des parameétres immunohistochimiques de détermination du statut PD-L1. Des
facteurs anatomopathologiques, tels que le type tumoral et le sous-type histologique sont aussi
associes au statut PD-L1 en analyse univariée, mais seul le type histologique reste significatif
en mutlivarié. Enfin, parmi le sous-groupe de patients pour lesquels le statut PD-L1 a été
déterminé a partir d’une localisation métastatique, le site métastatique biopsié est corrélé au
statut PD-L1, avec notamment une tendance des métastases hépatiques a étre plus
fréeguemment PD-L1 négatives en analyse univariée. Dans la littérature, de nombreuses études
se sont intéressées aux parametres associés a la positivité du statut PD-L1 avec des résultats
discordants selon les parametres considérés. L’impact sur le statut PD-L1, de différents
parameétres liés a la méthode analytique et a I’échantillon analysé, ainsi que de facteurs

histologiques et cliniques mérite d’étre discuté.
1. Influence des parameétres immunohistochimiques :
Dans notre étude, les patients avaient statistiquement moins de chance d’étre identifiés
PD-L1 positifs en IHC et donc d’accéder a I'immunothérapie, quand ils étaient évalués dans

le cadre du protocole PCD. Différents paramétres méthodologiques lors de la détermination

immunohistochimique de I’expression de PD-L1 ont pu participer a cette différence :
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- Les anticorps :

Les anticorps utilisés pour la détection de PD-L1 ne sont pas les mémes selon les
essais, or peu de données comparatives sont disponibles concernant les caractéristiques
intrinséques de ces anticorps. Il est probable que ces anticorps qui ciblent des épitopes
différents de la protéine (intra ou extracellulaire), aient des performances différentes, en
termes d’affinité ou de réactivité croisée (100). Par exemple, McLaughlin et al, ont compare
les performances en IHC de 3 anticorps, ciblant soit le domaine intracellulaire de PD-L1,
E1L3N et SP142 (qui est le test compagnon de I’atezolizumab), soit le domaine intracellulaire
avec le E1J2J. Les résultats ont montré une variabilité importante entre les méthodes, méme
lors de la comparaison des performances des deux anticorps dirigés contre le domaine
intracellulaire. Inversement, Ratcliffe et al ont presénté au congres 2016 de I’AACR
(American Association for Cancer Research) les résultats de la comparaison de 3 anticorps
développés comme tests compagnons : le SP263 (associé au durvalumab, avec un seuil de
positivité a 25%), le 22C3 (associé au pembrolizumab, avec un seuil a 50%) et le 28-8
(associé au nivolumab, avec un seuil a 10%). Cette fois, la concordance était tres bonne,
estimée a 90%. Néanmoins, la comparaison s’intéressait ici uniqguement a des anticorps
dirigés contre le domaine extracellulaire de PD-L1 et n’incluait pas le test compagnon de
I’atezolizumab, dont la specificité pour le domaine intracellulaire pourrait expliquer des

différences de performance (101).

- Les méthodes de détection :

Selon les méthodes de detection, I’expression de PD-L1 mesurée peut étre
membranaire ou cytoplasmique : il est probablement plus logique de prendre en compte
I’expression membranaire qui correspond a la forme active de la protéine. C’est le cas de
I’ensemble des tests développés actuellement. Néanmoins, Mahoney et al ont decrit que les
anticorps dirigés contre le domaine intra-cellulaire de PD-L1 permettaient de mieux
individualiser ce marquage membranaire, par rapport aux anticorps dirigés contre le domaine
extracellulaire, qui seraient responsables d’une fixation cytoplasmique associée plus
importante. Ainsi, méme si c’est toujours I’expression membranaire de la protéine qui est
évaluee, I’importance de la fixation cytoplasmique associée pourrait géner I’interprétation et

expliquer certaines différences de performances des tests (102).
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- Le marquage :

Par ailleurs, différentes topographies de marquage peuvent étre observées, diffus ou
focal, n’ayant peut étre pas la méme signification histologique. En effet, un marquage diffus
pourrait correspondre a I’expression constitutive de PD-L1 du fait d’une voie de signalisation
oncogeénique, expression qui est moins souvent associée a un infiltrat inflammatoire.
Inversement, un marquage focal pourrait correspondre a une zone de réaction immunitaire
induisant I’expression de PD-L1 a ce niveau, en réaction a un infiltrat lymphocytaire

producteur de cytokines, ce qui pourrait avoir une meilleure valeur prédictive (103).

- L’intensité de marguage:

L’intensité de marquage acceptée differe aussi selon les méthodes. Ainsi, pour le
nivolumab et le pembrolizumab, une faible intensité de marquage suffit a considérer le statut
positif. Par contre, pour I’atezolizumab, il faut au moins une intensité de marquage modérée
pour definir la positivité. Cet élément pourrait étre en cause dans la différence de prévalence

de patients PD-L1 positifs observée dans notre étude.

- Les cellules marguées :

Les cellules prises en compte pour la détection en IHC (cellules tumorales ou cellules
immunitaires) sont une autre source de variabilité. L’expression simultanée de PD-L1 au
niveau de ces 2 types cellulaires est rare (48), et il faut donc déterminer quelle expression doit
étre privilégiée. Le plus souvent, seule I’expression de PD-L1 au niveau des cellules
tumorales est prise en compte. En effet, pour le pembrolizumab, le marquage des cellules
immunitaires n’améliorait pas les performances de la méthode et n’a pas été retenu (83). De
méme pour le nivolumab, c’est I’expression de PD-L1 au niveau des cellules tumorales
seulement, qui obtenait la meilleure corrélation avec la réponse (86). Pour I’atezolizumab au
contraire, le marquage des cellules immunitaires infiltrant la tumeur a été privilégié car il
montrait une meilleure association avec la réponse clinique en phase | (46). Certains essais
ont associé ensuite le marquage des cellules immunitaires et tumorales (48,94). L’essai de
phase Il des carcinomes urothéliaux, a confirmé cette association entre réponse et positivité de
PD-L1 sur les cellules immunes (49); mais la phase 1l des cancers bronchiques, a retrouvé une
association au statut PD-L1 des cellules immunes et des cellules tumorales (48). Cette
différence méthodologique dans le choix des cellules considérées, peut étre impliquée
également dans la plus faible prévalence de I’expression PD-L1 dans la cohorte PCD de notre

étude. Avec les cellules immunitaires, une limite reste que I’identification précise des cellules
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concernées par I’expression de PD-L1 est souvent impossible, et que la localisation de ces

cellules au sein de I’échantillon pourrait aussi étre a prendre en compte.

- Le seuil de positivité:

Enfin, les seuils de positivité varient selon les études de 1 a 50%, ce qui participe
certainement aux importantes variations de prévalence de PD-L1 rapportées selon les essais
pour un méme type tumoral. Par exemple, pour le cancer pulmonaire non a petites cellules, la
positivité concerne 13 a 70 % des patients selon les essais (104). Des essais ont parfois été
réalisés pour optimiser la méthode et retenir le meilleur seuil : c’est le cas pour le
pembrolizumab, pour lequel différentes méthodes de détection et différents seuils ont été
compares, conduisant a retenir le seuil de 50% de marquage au niveau des cellules tumorales,
seuil retenu pour I’AMM américaine dans le cancer bronchique (38,83). La signification d’un
seuil & 1% semble critiquable, étant données I’hétérogénéité de I’expression de PD-L1 et la
difficulté d’interprétation des marquages. La définition d’un seuil de positivité reste difficile,
d’autant plus qu’il semble exister une relation continue entre le niveau d’expression de PD-L1
et la probabilité de réponse, comme le montrent les essais du pembrolizumab et de
I’atezolizumab (38,48).

Ces nombreux facteurs de variabilite méthodologique peuvent expliquer les résultats
discordants observés concernant le statut PD-L1. Dans notre étude, 13 patients ont été testés
successivement pour leur statut PD-L1 dans le cadre de deux essais différents. Le taux de
concordance était de 75%. Pour les 25% de discordance, il s’agissait dans tous les cas, d’un
patient identifié PD-L1 négatif dans I’essai PCD, et positif dans I’autre essai (MK3475 ou
MedImmune). Lors du congres WCLC (World Conference on Lung Cancer) en 2015, une
étude comparant les performances de différents anticorps (SP142, E1L3N, 28-8) pour 80
échantillons, a rapporté un taux de concordance proche, de 76% (105). Les résultats de ces
comparaisons sont néanmoins variables, possiblement en fonction des anticorps considérés,
avec une trés bonne concordance, de 90%, dans I’étude de Ratcliffe et al (101) ; mais une
concordance inférieure a 65% dans I’étude de McLaughlin et al (100).

Ces cas discordants, systématiquement négatifs dans I’essai PCD, associés a la moindre
prévalence de I’expression de PD-L1 dans la cohorte PCD, doivent faire discuter I’implication
des parameétres immunohistochimiques. Une limite & prendre en compte cependant est la forte

représentation dans la cohorte PCD, de cancers du sein (33%) qui pourraient étre moins
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fréguemment associés a I’expression de PD-L1. Néanmoins, en tenant compte des types
tumoraux représentés, I’impact de I’essai considéré sur la positivité du statut PD-L1 persiste
en analyse multivariée, et I’essai PCD est un facteur associé a la négativité de PD-L1.

2. Influence des paramétres liés a I’échantillon analysé :

D’autres parametres, liés cette fois a [I’échantillon analysé, sont susceptibles

d’influencer le statut PD-L1 et méritent d’étre discutés.

- Ancienneté de I’échantillon:

L’ancienneté de I’échantillon a été incriminée comme pouvant détériorer la mesure de
I’expression de PD-L1 en IHC, quand elle est supérieure a 6 mois (83). C’est pourquoi dans
certains essais du pembrolizumab, un prélevement récent et donc une éventuelle re-biopsie
étaient demandés. Dans notre étude, le délai médian de conservation des prélevements était de
13,9 mois avec une grande variabilité (4 jours a 13 ans). Ceci est comparable a ce qui est
rapporté dans les études acceptant a la fois des prélevements anciens et récents : par exemple,
Taube et al ont étudié le statut PD-L1 sur 68 prélevements dont le délai médian de
conservation était de 2 ans (variant de 0 a 13 ans) (86). Dans notre étude, I’ancienneté du
prélevement n’est pas associée a I’expression de PD-L1. L’expression de PD-L1 est identifiée
dans 28% des prélevements de moins de 3 mois et dans 26% des prélévements plus anciens.
La prévalence de positivité de PD-L1 ne varie pas quel que soit le délai considéré (<3 mois ;
3-6mois ; 6-12 mois ; 12-18 mois ; > 18 mois). Madore et al ont décrit que I’ancienneté du
prélevement n’influencait pas le marquage de PD-L1 en IHC (106). Des résultats concordants
ont été rapportés dans le cadre d’une phase Il de I’atezolizumab, avec un taux de concordance
pour le statut PD-L1 entre échantillons archivés et échantillons frais de 70 a 75% en fonction
du seuil de positivité retenu (107). Ces observations devraient permettre de s’affranchir de la
nécessité de re-biopsier systématiquement un patient pour déterminer le statut PD-L1, méme
si des questions relatives a I’hétérogénéité spatiale et temporelle de I’expression de PD-L1

persistent.

- Paramétres pré-analytigues :

Les parameétres pré-analytiques, liés a la préparation initiale de I’échantillon sont une

source probable de variabilité. Il n’existe pas actuellement de littérature publiée sur le sujet,
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mais il est possible que la durée de fixation, les réactifs utilisés et les conditions de
conservation puissent modifier la détection de I’expression de PD-L1 (108). Dans notre étude,
ces éléments n’ont pas pu étre retrouvés a partir des compte-rendus anatomopathologiques.
Une meilleure tracabilité de ces éléments serait nécessaire afin d’évaluer I’impact de ces
facteurs pré-analytiques. Par contre, dans notre population, la comparaison du statut PD-L1 en
fonction du lieu initial d’analyse et de préparation de I’échantillon anatomopathologique, en
centre academique ou privé n’a mis en évidence aucune différence (respectivement 25% et
29% d’echantillons PD-L1+).

- Impact des traitements antérieurs:

L’expression de PD-L1 est connue pour étre modifiée par la chimiothérapie (109), la
radiothérapie (110) et les thérapies ciblees (111). Dans notre étude, la positivité de PD-L1
n’était pas influencée par le caractere pré ou post-thérapeutique de I’échantillon
(respectivement 27 et 26% de positivité). Les données a ce sujet sont limitées. Gainor et al ont
décrit des modifications du statut PD-L1 dans 20 a 25% des cas, chez des patients atteints de
cancer bronchique, traités par inhibiteurs de tyrosines kinases, entre des échantillons pré et
post-traitement (112). Inversement, dans la phase | du pembrolizumab pour le cancer
bronchique, I’expression de PD-L1 ne différait pas (quel que soit le seuil de positivité retenu)
entre les patients n’ayant recu aucun traitement ou déja pré-traités (50% et 43,9% pour un

seuil de positivité fixé a 50% des cellules tumorales) (38).

- Type de prélévement :

Dans notre étude, la prévalence de positivité de PD-L1 ne différait pas selon que le
statut etait determiné a partir d’une biopsie (27%) ou d’une piéce opératoire (28%). Seules les
analyses reéalisées a partir de copeaux de résection (de prostate, de vessie ou d’endomeétre)
étaient associées a une moindre positivité (19%), de fagcon non statistiquement significative.
Inversement, Rosenberg et al rapportent concernant I’atezolizumab dans les carcinomes
urothéliaux, une plus forte prévalence de PD-L1 sur les piéces d’exérese et les copeaux de
résection (39 et 34%), par rapport aux biopsies (moins de 15% de PD-L1+) (49). La littérature
rapporte des résultats discordants concernant la concordance du statut PD-L1 entre biopsie et
piéce opératoire : dans le cancer bronchique, llie et al décrivent un taux de discordance entre
biopsie et piece opératoire de 48%, avec une sous-evaluation de I’expression de PD-L1 sur les
biopsies (113) ; alors que Kitazono et al. retrouvent 92% de concordance (114). Ces études

réalisées sur des préléevements appariés, sont plus puissantes méthodologiquement.
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Néanmoins, les résultats de notre étude sont rassurants sur la fiabilité de détermination du
statut PD-L1 sur une biopsie, prélevement fréquemment utilisé en oncologie, notamment chez
le patient métastatique d’emblée. Ils rejoignent I’observation de Taube et al selon laquelle la

taille du prélevement n’influencait pas le statut PD-L1 (86).

- Cellularité de I’échantillon:

Certaines études ont rapporté que la présence de necrose tumorale au detriment de
cellules tumorales viables, influencgait le statut PD-L1 (115), mais Taube et al ne retrouvaient
aucun impact de la nécrose (p=0,41) (86). Nous nous sommes intéressés a la cellularité du
prélevement, plutdt qu’a la nécrose, et notre étude n’a pas mis en évidence d’association entre

la positivité de PD-L1 et la cellularité du prélevement (p=0,738).

- Origine primitive ou métastatigue de I’échantillon:

Quelques études ont comparé la prévalence de positivité de PD-L1 sur des tumeurs
primitives ou des lésions métastatiques. Certaines n’ont pas mis en evidence de différence de
positivité (86), avec par exemple pour le cancer du rein 44% de tumeurs primitives positives
et 43% de lésions métastatiques (116), ou pour le mélanome, des proportions respectives de
35% et 43% (23). Madore et al, retrouvaient des taux de positivité proches (51% pour les
mélanomes primitifs et 57% pour les mélanomes métastatiques) mais avec 50% de taux de
discordance quand plusieurs échantillons étaient disponibles pour un méme patient (106). La
méthodologie de leur étude avec un seuil de positivité a 1% participe peut étre a cet important
taux de discordance, puisque des prélevements avec 1% ou 0% de cellules marquées étaient
considérés comme discordants. Atkins en 2014 lors du congres TAT (Targeted Anticancer
Therapies), a rapporté un taux de concordance entre tumeur primitive et metastase de 70%. En
2015 lors du WCLC (World Conference Lung Cancer), Sheffield mentionnait pour le cancer
bronchique, un taux de concordance de 81% (105) sur des préléevements primitifs et
métastatiques appariés. Enfin, Kowanetz a rapporté des taux de concordance de I’ordre de
75% pour des échantillons métachrones (primitif/métastase ou métastase/metastase) et de
80% pour des prélévements synchrones (117). Dans notre étude, de la méme facon, aucune
différence de positivité n’était observée entre détermination du statut PD-L1 sur la tumeur
primitive ou sur une localisation métastatique (PD-L1+ respectivement 27% et 24%).
Seulement 7 patients ont eu une détermination de leur statut PD-L1 successivement sur 2
échantillons différents : le résultat était concordant pour 5 cas sur 7 (71%). Les 2 cas

discordants avaient été testés dans des essais différents, la différence de statut pouvant donc
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étre liée aux parametre immunohistochimiques. Malgré I’hétérogenéité spatiale et temporelle
du statut PD-L1, ces observations, associées a I’absence de variation chez les patients pré-
traités ou non, pourraient permettre de reconsidérer la necessité de re-biopsier
systématiquement le patient quand un traitement anti-PD-1 ou PD-L1 est envisagé, geste non

dénué de risque et d’inconfort pour le patient.

- Influence du tissu prélevé pour les Iésions métastatiques :

Dans notre étude, le statut PD-L1 de 92 patients a été déterminé a partir d’un
prélevement métastatique. Les localisations les plus fréquentes étaient les métastases
ganglionnaires, hépatiques et pariétales. Il existait une tendance en faveur d’une positivité
plus faible des métastases hépatiques (12%) par rapport aux adénopathies (35%) et aux
masses parietales (27%), a la limite de la significativité en analyse univariée (p=0,08), ce qui
peut étre lié a la petite taille de ce sous-groupe. En effet, une observation du méme type a été
formulée par Tumeh et al lors du congrées AACR (American Association for Cancer
Research) en 2015, concernant la cohorte mélanome de la phase | du pembrolizumab : les
métastases hépatiques étaient associées a une moindre infiltration par des lymphocytes intra-
tumoraux, ainsi qu’une moindre expression de PD-1 et PD-L1. En terme de réponse clinique,
le taux de réponse en cas de métastase hépatique (16%) était nettement inférieur a celui
observé chez les patients atteints de métastases pulmonaires (64%) (118). Dans la cohorte
poumon de cette étude de phase I, le taux de réponse était a nouveau moins important chez les
patients atteints de métastases hépatiques (13,6%) par rapport aux autres localisations
métastatiques (21,2%) (38). La méme situation est observée dans le cancer de la vessie avec
le durvalumab, avec 25% de taux de réponse en presence de métastases hépatiques versus
50% en cas de metastases ganglionnaires (57). Dans le carcinome hépatocellulaire, il a été
décrit que I’expression de PD-L1 était limitee aux cellules de Kupffer du foie et aux cellules
endothéliales des sinusoides hépatiques (119). Des spécificités hépatiques méritent donc
d’étre plus précisément recherchées et étudiées, notamment en termes d'impact sur la réponse

clinique des patients atteints de métastases hépatiques.

Il existe une hétérogénéité tumorale spatiale (selon le site Iésionnel, selon la zone du
prélevement considérée) et temporelle (spontanément ou sous I’effet des traitements) de
I’expression de PD-L1. Cependant, les résultats de notre étude ainsi que les données de la

littérature, sont rassurants concernant I’impact des caractéristiques de I’échantillon sur le
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statut PD-L1. Le taux de discordance de 25% entre des préléevements différents, justifie

néanmoins d’envisager I’analyse d’un autre prélevement si nécessaire.

3. Influence des paramétres histologiques et moléculaires:

- Influence du type tumoral :

Il existe une grande variabilité des taux de positivitt PD-L1 rapportés dans la
littérature en fonction du type tumoral considéré. La prévalence de PD-L1 est estimée par
exemple a 36-80% dans le mélanome selon les essais (30,37,46), mais a seulement 13-33%
pour le cancer colorectal (46,86). Une correélation entre le statut PD-L1 et le type tumoral
avait déja été décrite par Taube (86). Notre étude a mis en evidence le méme type
d’association (p<0,001), avec les plus faibles prévalences de PD-L1 observées dans les
tumeurs neuro-endocrines (4,3%), les cancers du sein (14,6%) et de la prostate (16,1%); et les

plus fortes, dans le cancer du col (75%), de la thyroide (71,4%) et les glioblastomes (50%).

- Influence du type histologique :

L’association de I’expression de PD-L1 avec les principaux sous-types histologiques
(carcinome épidermoide et adénocarcinome) a été particulierement étudiée dans le cancer
bronchique, avec des résultats discordants. Dans la cohorte poumon de I’étude de phase I du
pembrolizumab (Keynote-001), la fréquence de positivité de PD-L1 était proche pour les
carcinomes épidermoides et non—épidermoides (respectivement 32% et 36%, pour un seuil de
positivité a 50% des cellules tumorales), et le taux de réponse était plus important pour les
carcinomes épidermoides (23,5%) par rapport aux carcinomes non epidermoides (18,7%)
(38). Dans I’essai du durvalumab, la positivite de PD-L1 était plus fréquente pour les
carcinomes épidermoides (54%) par rapport aux adénocarcinomes (43%), associée a un
meilleur taux de réponse pour les carcinomes épidermoides (120). De méme, d’aprés Mitchell
et al, le type histologique du cancer bronchique était associé a la positivité de PD-L1 avec
39% de positivite pour les carcinomes épidermoides et 18% pour les adénocarcinomes (121).
Inversement, aucune association avec le type histologique n’était retrouvée dans I’étude d’llie
et la méta-analyse de Pan (113,122).

Dans notre étude, toutes tumeurs solides confondues, une différence significative de statut
PD-L1 etait observée selon le type histologique, avec en particulier une association des

carcinomes épidermoides et des carcinomes urothéliaux avec la positivité de PD-L1 en

55



analyse multivariée (p=0,023). La prévalence de positivité de PD-L1 décrite pour les
carcinomes épidermoides du canal anal (74,4%) (62) ou les carcinomes épidermoides ORL

(78%) (98), va dans le sens de cette observation.

- Influence des anomalies moléculaires :

Cet aspect n’était pas évalué dans notre étude, néanmoins une association entre
certaines anomalies moléculaires et le statut PD-L1 a éte décrite. Ainsi, Garon et Gainor, ont
mis en évidence une association de PD-L1 avec la mutation Kras et le réarrangement de Alk,
mais pas avec les mutations de 'EGFR (38,112). Une association avec I’instabilité des
microsatellites a également été décrite dans le cancer colorectal et le cancer de I’endométre
(44,123).

4. Influence des parameétres cliniques :

- Influence des criteres démographiques (age, sexe) :

Dans notre étude, comme dans de nombreux travaux (113,122), aucune association n’a

été retrouvée entre le statut PD-L1 et les parameétres démographiques tels que I’age et le sexe.

- Influence du tabagisme :

Le tabagisme actif est associé a une positivité du statut PD-L1 selon D’Incecco et al
(124), avec une prévalence de sujets PD-L1+ de 34% chez les fumeurs, et seulement 10%
chez les non-fumeurs d’aprés Mitchell et al (121). Des résultats contradictoires ont été
rapportés dans I’étude de llie et al, et dans la meta-analyse de Pan et al (113,122), ne
retrouvant aucune association avec le tabagisme. En termes de réponse, un taux de réponse
plus important a été observé chez les fumeurs (actifs ou sevrés) par rapport aux non fumeurs
dans la phase I du pembrolizumab (22,5% versus 10,3%), du nivolumab (30% versus 0%) et
de I’atezolizumab (42% / 10%) (38,46,68), alors que dans la phase Il de I’atezolizumab dans
le cancer bronchique, le bénéfice du traitement était indépendant du tabagisme (48). Dans le

cancer de la vessie, il n’y avait pas de différence de réponse en fonction du tabagisme (50).

- Influence du stade de la maladie :

La encore, les observations issues de la littérature sont discordantes, parfois en faveur
d’une association du statut PD-L1 avec le stade de la maladie (115,125) ou au contraire contre
une telle association (23,113,122).
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Au total, I’expression de PD-L1 est associée dans la plupart des essais a un bénéfice
accru des traitements anti-PD-1/PD-L1. Mais la valeur prédictive de la détermination
immunohistochimique de PD-L1 doit étre confirmee et fait encore débat. Une attention
particuliére devra étre portée aux facteurs susceptibles d’influencer la positivité du statut PD-
L1. En effet, dans notre étude, les différences observées entre les essais, pourraient étre la
conséquence de ces facteurs de variabilité. Alors que les tests compagnons pour le nivolumab,
le pembrolizumab et I’atezolizumab ont déja été validés par la FDA ; I’harmonisation et la
standardisation des méthodes de détection de I’expression de PD-L1 apparaissent désormais

comme des enjeux majeurs, pour son utilisation en tant que biomarqueur.

B. Autres predicteurs envisages

L’immunohistochimie est une méthode simple, peu onéreuse et réalisable en pratique
courante. Cependant, les caractéristiques de la protéine PD-L1, avec seulement 2 domaines
hydrophiles, limite les sites de fixation pour les anticorps et les performances de cette
méthode, et les résultats discordants issus de la littérature concernant la valeur du statut PD-

L1 conduisent & envisager d’autres biomarqueurs potentiels (126).

Beaucoup d’études se sont intéressées aux lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL). Les
TIL sont correlés a I’expression de PD-L1 d’aprés Taube et al (86). Une association entre le
taux de lymphocytes T CD8+ intra-tumoraux et le taux de réponse a été mise en évidence
pour le pembrolizumab (127) et dans la phase Il de I’atezolizumab (49), alors qu’elle n’avait
pas été retrouvee dans la phase | de ce dernier (46). D’autres marqueurs liés a
I’immunosuppression des LT ont montré une association avec la réponse, comme
I’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (46). L’expression de PD-L2 a aussi été évaluée en
IHC, avec des résultats intéressants pour le pembrolizumab dans le cancer bronchique (128).

Des biomarqueurs circulants ont été recherchés en particulier parmi les cytokines
circulantes (IL, IFN) (46), mais aussi avec la forme soluble de PD-L1 (129), sans valeur
prédictive démontrée. Par contre, I’expression de Bim (Bcl2 interacting mediator of cell
death), protéine impliquée dans I’apoptose des LT, a démontré une association avec la
réponse dans le mélanome, quand elle est élevée au niveau des LT CD8+ circulant en pré-

thérapeutique (130).
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Différentes signatures géniques prédictives, impliquant des genes liés a la réponse
inflammatoire, notamment induits par I’interféron, ont été évaluées avec des résultats
intéressants. Une relation entre le profil d’expression des genes liés a I’IFN et la réponse a éte

mise en évidence dans le mélanome et les cancers ORL (131,132).

Un autre champ d’investigation prometteur concerne la charge mutationnelle. Une
relation a été décrite entre le taux de mutations génétiques lié a I’instabilité génomique et
I’expression de PD-L1 (26). Une association entre charge mutationnelle et réponse aux
inhibiteurs des immune checkpoints a ensuite été observée dans différents essais, notamment
par Rizvi et al dans I’essai du pembrolizumab dans le cancer bronchique (133) et de
Rosenberg et al pour I’atezolizumab dans les carcinomes urothéliaux (49). De la méme facon,
dans le cancer colorectal, des réponses ont été décrites chez les patients présentant une
instabilité des microsatellites, traités par pembrolizumab, alors que les patients sans
déficience du systeme MMR (Mismatch Repair) n’avaient pas de bénéfice au traitement. La
encore, une association entre taux de mutations somatiques (favorisees par la déficience du
systéeme de réparation de I’ADN) et réponse, a été retrouvée (44). D’apres les résultats de ces
essais en terme de taux de mutations somatiques et de taux de réponse aux anti-PD-1/PD-L1,
une corrélation entre charge mutationnelle et bénéfice des inhibiteurs des immune

checkpoints a pu étre démontrée parmi les différents types tumoraux (134) (Figure 12).

Dans les premiers travaux, la charge mutationnelle était déterminée par des méthodes
de séquencage du génome entier. Depuis, dans un but de simplification, des panels restreints
de géenes ont été etudiés, permettant de retrouver des résultats comparables au séquencage

complet en terme d’association a la réponse aux anti-PD-1/PD-L1 (49).

Une des hypotheses concernant cette relation, est que le degré de mutagenése pourrait
refléter I’'immunogénicité de la tumeur, car chaque mutation peut étre a I’origine d’un
néoantigene, théoriqguement non exprime par I’organisme et susceptible d’étre reconnu par les
LT et de declencher une réaction immunitaire antitumorale. Une relation entre taux de
néoantigenes et bénéfice clinique du traitement a également été démontrée par I’équipe de
Van Allen et al, avec les anti-CTLA4 (135).
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Figure 12 : Corrélation entre taux de mutations somatiques et réponse aux anti-PD-1/
PD-L1 pour les différents types tumoraux, d’apres Champiat et al. (134)
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C. Limites des biomarqueurs predictifs

L’identification d’un biomarqueur prédictif de I’efficacité des traitements ciblant I’axe
PD-1/PD-L1 est aujourd’hui un des défis majeurs de I’immunothérapie, et de nombreux

travaux a ce sujet existent.

Cependant, un certain nombre de ces travaux mettent en évidence une association
entre I’expression de PD-L1 et le taux de réponse, sans pouvoir juger de la valeur prédictive
ou pronostique de cette association. En effet, le r6le pronostique de PD-L1 a été largement
décrit dans la littérature dans le cancer bronchique (119), le cancer du rein (115), le cancer
de I’ovaire (35), ou le mélanome (125) notamment. La mise en évidence d’un role prédictif
cette fois, nécessite que la valeur du statut PD-L1 soit évaluée dans des essais randomises,
afin de mettre en évidence une association avec la réponse qui n’existerait que pour le
traitement évalué et pas pour le traitement de référence (136). De tels essais sont encore peu
nombreux, et leurs résultats sont contradictoires. Ainsi, les deux essais de phase Ill, réalises
selon le méme design et comparant le nivolumab au docetaxel dans les cancers bronchiques
étaient en faveur d’un role prédictif pour les carcinomes non-épidermoides mais pas pour les
carcinomes épidermoides qui avaient un bénéfice au nivolumab quelle que soit leur
expression de PD-L1 (31,32).
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La recherche de biomarqueurs est un objectif difficile. C’est un enjeu dans de
nombreux domaines thérapeutiques, ou des efforts importants peuvent étre déployés pour en
identifier, sans résultat systématiquement satisfaisant, comme on peut le constater avec le
développement des anti-angiogéniques. Une des difficultés est liee au fait que les
biomarqueurs prédictifs sont rarement binaires, et qu’il faut donc accepter une simple
association statistique avec I’augmentation du taux de réponse. Méme les biomarqueurs
désormais parfaitement implantés dans la pratique quotidienne, comme le statut her2
déterminé en IHC et Flurorescence in situ hybridization (FISH), ont nécessité des travaux
prolongés afin de déterminer le seuil de positivité et la méthodologie optimale, conduisant a
des évolutions iteratives des guidelines. Enfin, méme si le rationnel scientifique suggére un
biomarqueur prédictif positif, il faut savoir considérer d’autres possibilités et notamment
celles des predicteurs negatifs; comme I’a montré la découverte de la mutation Kras,
prédicteur négatif de la réponse aux traitements anti-EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) dans le cancer colorectal.

Sachant qu’une proportion non négligeable de patients PD-L1 négatifs répond au
traitement et qu’inversement la positivité de PD-L1 n’est pas systématiquement associée a
une réponse, il est possible que I’expression de PD-L1 soit nécessaire sans étre suffisante pour
avoir une valeur prédictive si elle est considérée seule. D’autres facteurs liés a la tumeur et a
son microenvironnement peuvent influencer I’expression de PD-L1, et participent & son
hétérogéneité spatiale et temporelle. On peut penser que PD-L1 pourrait s’intégrer dans un
score composite plus complexe, associant entre eux plusieurs biomarqueurs potentiels, afin
d’affiner la performance prédictive obtenue avec chacun d’entre eux individuellement. Une
perspective pour identifier les meilleurs candidats a une immunothérapie, pourrait étre une
classification immuno-histologique basée a la fois sur I’expression de PD-L1 et sur la
présence de TIL (67,86,137). D’autres éléments immunologiques pourraient étre pris en
compte dans une telle classification, comme le phénotype des cellules immunitaires,
I’évolution du répertoire T, le profil de cytokines produites dans le microenvironnement...
L’ association a d’autres parametres, tels que la charge mutationnelle, mérite aussi d’étre

explorée.

Enfin, la finalité de PD-L1 comme prédicteur pourrait aussi évoluée : il pourrait s’agir
par exemple d’identifier les candidats & une association d’inhibiteurs des points de controle

immunitaire plutét qu’a une monothérapie, comme le suggerent les résultats de I’association
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ipilimumab + nivolumab dans le mélanome, ou I’association apporte un bénéfice par rapport a
la monothérapie seulement chez les patients PD-L1 négatifs (79). Par ailleurs, une autre
perspective sera a surveiller étroitement : I’utilisation du statut PD-L1 comme outil de
régulation de I’accés au traitement et au remboursement. En effet, le pembrolizumab a déja
été approuvé par la FDA uniquement pour les cancers bronchiques PD-L1+, alors méme que
les résultats des essais montrent que le statut PD-L1 permet d’enrichir la population traitée en
patients répondeurs, mais que des patients PD-L1 négatifs peuvent aussi répondre au
traitement et que, parmi les patients PD-L1 positifs, une majorité n’a pas de bénéfice au

traitement.
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VI.

Conclusion

Bien que de nombreuses études aient été menées et que différents facteurs prédictifs aient
été étudiés, aucun biomarqueur prédictif n’est a ce jour formellement identifié pour guider le
traitement par anti-PD-1/PD-L1. Un tel biomarqueur est pourtant nécessaire pour identifier les
patients susceptibles de répondre au traitement, et limiter pour les autres les codts et toxicités
inutiles. Malgré les controverses, I’expression immunohistochimique de PD-L1 reste a ce

jour, le facteur pour lequel I’association a la réponse est la plus forte.

Cette etude a mis en évidence une différence significative de positivité du statut PD-L1 en
fonction du test compagnon considéré, démontrant que les facteurs méthodologiques liés a
I’analyse immunohistochimique peuvent avoir un impact sur la prévalence de la positivité de
PD-L1 observée en fonction des essais, avec des conséquences cliniques et pratiques sur le
nombre de patients susceptibles d’accéder a un traitement par immunothérapie. Une
comparaison rigoureuse des performances de ces tests compagnons et une harmonisation des
méthodes de détermination immunohistochimique du statut PD-L1 est plus que jamais

nécessaire.

Dans notre étude, les parameétres liés a I’échantillon et a I’hétérogénéité spatiale et
temporelle de I’expression de PD-L1, avaient un impact modéré sur le statut PD-L1, ce qui
laisse penser pour la pratique clinique, que des prélévements récents, itératifs ou multiples ne
sont pas indispensables, et que le statut PD-L1 peut étre déterminé de facon fiable sur le

matériel disponible, sans recourir systématiquement a de nouvelles biopsies.

Enfin, notre étude a confirmé I’association entre le type histologique et le statut PD-L1,
déja décrite dans d’autres travaux, et soulevé I’hypothese de spécificités hépatiques. Ces
éléments méritent d’étre considérés pour orienter les futurs essais d’évaluation des anti-PD-
1/PD-L1, en monothérapie ou en association, dans d’autres types tumoraux, et pour envisager

de nouvelles hypothéses quant aux mécanismes d’action et de résistance a ces traitements.

Que PD-L1 s’impose comme un biomarqueur a part entiere, ou qu’il s’integre dans un
score plus complexe, ces facteurs de variabilité devront étre étudiés et pris en compte afin de
limiter leur impact sur la valeur prédictive du biomarqueur, et les conséquences éventuelles en

termes d’acces au traitement pour le patient.
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Biomargueurs des immunothérapies anti-PD-1/PD-L1 : facteurs cliniques,
histologiques et immunohistochimiques associés au statut PD-L1

Les inhibiteurs de l'axe PD-1/PD-L1 marquent une révolution de la prise en charge
thérapeutique en oncologie. Cependant, seule une minorité des patients répond au
traitement, et des biomarqueurs prédictifs de réponse sont indispensables pour sélectionner
ces patients. Le biomarqueur le plus étudié est I'expression immunohistochimique (IHC) de
PD-L1, avec des résultats discordants. Les données cliniques, histologiques et IHC de 309
patients traités dans un essai anti-PD-1/PD-L1, par pembrolizumab (P), durvalumab (D) ou
atezolizumab (A), entre janvier 2014 et juillet 2015 & Gustave Roussy ont été analysées de
facon rétrospective a la recherche de facteurs associés au statut PD-L1. 83 patients
(26,9%) étaient PD-L1 positifs, avec une différence significative en fonction de I'essai dans
lequel les patients avaient été inclus : P = 32,9% ; D= 30,5% et A = 11,5% (p=0,002). En
analyse multivariée, le statut PD-L1 était associé au test IHC réalisé et au type histologique
(respectivement p= 0,001 et 0,008) : le test compagnon de I'atezolizumab (anticorps SP142)
était associé a une moindre positivité; tandis que les histologies de type épidermoide et
carcinome urothélial étaient associées a la positivité. Parmi le sous-groupe des patients
métastatiques, les prélevements provenant de métastases hépatiques avaient tendance a
étre asssociés a une moindre positivité. L’ancienneté du prélevement, sa cellularité, le site
(primitif ou métastase) et la méthode de prélévement (exérese ou biopsie) n'influengaient
pas le statut PD-L1. Ces résultats mettent en évidence la nécessité d’'évaluer les facteurs
IHC et histologiques associés au statut PD-L1, afin de prendre en compte leur impact.

Mots clés : Immunothérapie, PD-1/PD-L1, biomarqueur, immunohistochimie, checkpoint immunitaire

Biomarkers in cancer immunotherapy : analysis of clinical, histological and
immunohistochemical factors associated with PD-L1 status.

Inhibitors of PD-1/PD-L1 have changed the treatment paradigm in oncology. However, only
a minority of patients respond to these therapies and therefore there is a critical need to
identify molecular predictors. PD-L1 expression, detected by immunohistochemistry is
currently the most explored biomarker, but its predictive value is still unclear.

We reviewed in detail the files of 309 patients who were treated with anti-PD-1/PD-L1
antibodies (pembrolizumab P, durvalumab D or atezolizumab A) at Gustave Roussy Cancer
Campus between January 2014 and July 2015. Clinical, histological and
immunohistochemical (IHC) features were retrospectively collected for all of them in order to
identify factors affecting PD-L1 status.

83 patients (26.9%) were positive for PD-L1 in IHC. PD-L1 positivity varied significantly
depending on the treatment considered: P = 32.9% ; D= 30.5% et A = 11.5% (p=0.002).
This suggests a relation between the companion test used for IHC and PD-L1 positivity.
Multivariate analysis showed that PD-L1 expression was associated with IHC test and
histological type (respectively p= 0.001 et 0.008). Atezolizumab companion test (SP142)
was associated with low PD-L1 expression; while squamous cell carcinoma and urothelial
carcinoma were associated with high expression. Among metastatic patients, samples from
liver metastasis showed a trend for lower PD-L1 expression. There was no significant
relationship with sampling method (biopsy or surgical resection), nor with sample’s age,
cellularity, or sample location (primary or metastatic site).

This study identified IHC and histological factors associated with PD-L1 positivity, which
need to be further investigated.

Keywords: Immunotherapy, PD-1/PD-L1, biomarker, immunohistochemistry, immune checkpoint
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