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ABREVIATIONS

ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity /
cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps

ADCP: antibody-dependent cellular phagocytosis /
phagocytose cellulaire dépendante des anticorps

APC: antigen-presenting cell

CBNPC: carcinome bronchique non a petites cellules
CBPC: carcinome bronchique a petites cellules

CD: cellule dendritique

CMH/MHC: complexe majeur d’histocompatibilité/ major
histocompatibility complex

CPA: cellule présentatrice d’antigene

CPS: combined positive score

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigenc4

dMMR: deficient mismatch repair

EBV: Epstein-Barr virus

Fc: fragment cristallisable

HHV8: human herpes virus 8

HPV: human papilloma virus

ICI: immune checkpoint inhibitor / inhibiteur de checkpoint
immunitaire

IDO1/2: indoleamine 2,3-dioxygenase 1 / indoleamine 2,3-
dioxygenase 2

Ig: immunoglobuline

IL: interleukine

INF-y: interféron y

iIrAE: immune-related adverse event

JEG: jonction cesogastrique

KIR: killer immunoglobulin-like receptor

LAG3: lymphocyte-activation gene 3

LDH: lactate dehydrogenase

LIF: leukemia inhibitory factor

LyB: lymphocyte B

LyT: lymphocyte T

MDSC: cellules suppressives dérivées des myéloides
(myeloid-derived suppressor cell)

MMR: mismatch repair

MSI: microsatellite instability

NK: cellule tueuse naturelle (natural killer cell)

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TCR: T cell receptor

TIM3:  T-cell immunoglobulin  and  mucin-domain
containing-3

PD-1: programmed cell death protein 1

PD-L1: programmed cell death ligand 1

SIDA: syndrome d’immunodéficience acquise

TDO: tryptophan 2,3-dioxygenase

Teff: cellule T effectrice

TIL: tumor-infiltrating lymphocyte

TKI: tyrosine kinase inhibitor

TLS: tertiary lymphoid structure / structure lymphoide
tertiaire

TMB: tumor mutational burden

TPS: tumor positive score

TRAIL: tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing
ligand

Treg: lymphocyte T régulateur

VIH: virus de 'immunodéficience humaine
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PARTIE 1 —- GENERALITES

|. Epidémiologie et principes de prise en charge
du cancer
1. Epidémiologie

La pathologie cancéreuse est de nos jours une maladie fréquente et
représente un enjeu majeur de santé publique. En France, pres de 400 000 cas de
cancers toutes localisations confondues sont diagnostiqués chaque année (54%
d’hommes et 46% de femmes), avec cependant un taux d’incidence qui baisse ou
qui tend a se stabiliser (1). En parallele, le nombre de décés par cancer est estimé a
160 000 par an (90 000 chez 'homme et 70 000 chez la femme), avec un taux de
mortalité en baisse constante. Ainsi, la prévalence totale est de I'ordre de 3.8 millions
de cas en 2017, une tendance a la hausse qui devrait se poursuivre dans les années
a venir consécutive a I'amélioration de la survie (2). Dans le monde et selon
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer représente la deuxieme cause
de mortalité apres les maladies infectieuses, avec pres de 19.3 millions de nouveaux
cas et environ 10 millions de déces en 2020 (3). Selon les estimations de 'OMS, la
charge mondiale du cancer devrait s'élever a 28.4 millions de cas en 2040, soit une
hausse de 47 % par rapport a 2020, avec une augmentation plus importante dans les
pays en développement (64% a 95%) par rapport aux pays développés (32% a 56%)

en raison de I'évolution démographique (3,4).

Chez 'hnomme, le cancer de la prostate reste de loin le cancer le plus fréquent
(environ 50 000 cas en 2015), devant le cancer du poumon et le cancer colorectal
(environ 30 000 et 25 000 cas respectivement en 2018). En termes de mortalité, le
cancer du poumon se situe au premier rang (environ 23 000 déceés), loin devant le
cancer colorectal et le cancer de la prostate (environ 9 000 et 8 000 déces
respectivement). Chez la femme, le cancer du sein se situe en téte (environ 60 000
cas en 2018), devant le cancer colorectal et le cancer du poumon (environ 20 000 et

15 000 cas respectivement). De méme, le cancer du sein est la premiére cause de
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déceés par cancer (environ 12 000 déces), devant le cancer du poumon et le cancer

colorectal (10 000 et 8 000 déces respectivement).

Outre les évolutions démographiques et les changements de pratique
diagnostique, des variations dans I'exposition aux facteurs de risque ont conduit a un
doublement de l'incidence du cancer au cours des 30 derniéres années (1). Ainsi, un
certain nombre de cancers pourraient étre évités. En effet, on estime en France
gu’environ 41% des cancers chez les personnes de plus de 30 ans sont attribuables
a des facteurs de risque modifiables, comme le tabagisme, la consommation
d’alcool, I'alimentation, le surpoids et I'obésité, certains agents infectieux, certaines
expositions professionnelles, et I'exposition aux ultraviolets naturels ou artificiels (5).
Néanmoins, pour un certain nhombre de cancers, les facteurs de risque relevent
encore du domaine de la recherche. Malgré la mise en place de mesures préventives
a l'échelle collective, le diagnostic de cancer impose une prise en charge

thérapeutique adaptée individuelle, en évolution constante ces derniéres années.

2. Principes de prise en charge

Le traitement d'un cancer peut faire appel a plusieurs modalités
thérapeutiques, isolément, simultanément ou successivement, et repose
essentiellement sur la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, les thérapies
dites ciblées et I'immunothérapie (Figure 1). A noter, les soins oncologiques de
support ne sont pas réservés a la phase purement palliative de la fin de vie mais font
partie intégrante de la prise en charge du malade dés le diagnostic. La décision
thérapeutique ne peut donc reposer que sur une concertation multidisciplinaire entre
les médecins de chaque spécialité. Hormis les soins de support, toutes ces

interventions spécifiques visent a éliminer les cellules cancéreuses.

La chirurgie est la forme la plus ancienne de traitement des cancers et garde
aujourd’hui encore une place essentielle. Utilisée dans environ 80% des cas toutes
situations confondues, c’est bien souvent le premier traitement qui est proposé aux
personnes chez qui un cancer a été diagnostiqué. Selon le contexte et le type

histologique, elle vise la tumeur, les aires ganglionnaires du drainage lymphatique et
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parfois les métastases. L’objectif est le contréle de la maladie par I'exérése du foyer

pathologique en premiére intention ou aprés un traitement d’induction.

Malgré la découverte des rayons X par Wilhelm Rontgen en 1895, ce n’est
gue vers les années 1920-1930 que la radiothérapie, en tant que discipline de
traitement anti-cancéreux, commence réellement a se structurer. De nos jours, plus
de la moitié des personnes atteintes d’'un cancer recoivent ce type de traitement. Le
but de la radiothérapie est d’utiliser les radiations ionisantes a visée thérapeutique,
afin de détruire les cellules cancéreuses. La source d’énergie utilisée se situe a
distance de la tumeur (radiothérapie externe) ou au contraire directement a son

contact (curiethérapie interstitielle et endo-cavitaire).

Les premiers traitements anti-tumoraux systémiques ont principalement été
développés dans la deuxieme partie du XX® siecle. La chimiothérapie anti-tumorale
utilise des médicaments qui entrainent un arrét du cycle cellulaire (effet cytostatique)
et/ou une mort cellulaire (effet cytotoxique), principalement par apoptose. L’objectif
est d’éliminer les cellules cancéreuses présentes dans I'organisme. Elle s’administre
soit en phase curative (traitement adjuvant ou néoadjuvant) soit en phase
métastatique. Les principales limitations sont la toxicité, souvent dose-limitante, et la

survenue de résistance secondaire.

La compréhension des meécanismes de la cancérogenése a permis de
reconnaitre de nouvelles cibles thérapeutiques dont la plupart interviennent
physiologiquement dans la transduction des signaux de croissance cellulaire. Les
thérapies ciblées peuvent agir sur les facteurs de croissance, sur leurs récepteurs ou
sur des éléments a l'intérieur de la cellule, permettant de bloquer le développement
ou la propagation tumorale en interférant avec un des mécanismes de la croissance
du cancer ou une anomalie moléculaire spécifique d’un type de cancer. Souvent
mieux tolérées que les chimiothérapies, les thérapies ciblées englobent de
nombreuses classes de molécules, comme les anticorps monoclonaux, les
inhibiteurs de récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase (tyrosine

kinase inhibitor ou TKI) ou les hormonothérapies.

Alors que nous disposons depuis peu de plus en plus de connaissances

fondamentales sur 'immunologie des tumeurs, une nouvelle approche thérapeutique
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du cancer prend son essor : I'immunothérapie. Au lieu de s’attaquer directement aux
cellules tumorales, I'objectif est d’aider le systéme immunitaire a les reconnaitre afin
de les détruire. Plusieurs stratégies sont d’ores et déja utilisées dans le traitement de
différents cancers, comme les anticorps monoclonaux et bispécifiques, les cytokines,
les cellules thérapeutiques ou les vaccins, et les recherches en cours devraient

permettre d’améliorer et d’étendre encore les possibilités.

Enfin, les essais cliniques sont a la base des développements de nouveaux
produits qui deviendront potentiellement de nouveaux médicaments. L’avenement de
nouvelles thérapies oblige a tester des combinaisons multiples (associations de
molécules d’'immunothérapie, de thérapie ciblée), combinaisons mixtes, traitements
médicaux et radiothérapie, ce qui rend obligatoire I'établissement d’essais dits de
stratégie pour mieux définir et appréhender les phases thérapeutiques successives

d’'une maladie.

Essais Immunothérapie

cliniques

Traitements en
cancérologie

Chirurgie Radiothérapie

Thérapies
ciblées

Soins de
support

Chimiothérapie

Figure 1. Principales modalités thérapeutiques en cancérologie.
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Il. Systeme immunitaire et immunosurveillance en
oncologie

1. Hallmarks of cancer

Conceptualisée par Douglas Hanahan et Robert Allan Weinberg a I'aube du
XXI¢ siecle, la description fondatrice des caractéristiques du cancer (ou « The
Hallmarks of Cancer ») comprend six capacités biologiques acquises au cours du
développement multi étapes des tumeurs humaines (6). Ces caractéristiques
constituent un principe d’organisation permettant de rationaliser la diversité et les
complexités de la maladie néoplasique. Il s’agit notamment du maintien des signaux
de prolifération cellulaire, de l'insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance,
de la résistance a la mort cellulaire, de la réplication cellulaire infinie (ou
immortalisation), de l'induction de l'angiogenese et de [I'activation de l'invasion
tumorale et enfin, de la dissémination métastatique. Ces caractéristiques sont sous-
tendues par l'instabilité du génome, qui génére la diversité génétique et accélere leur
acquisition, et par linflammation, qui favorise les multiples fonctions de ces
différentes capacités. Les progres conceptuels réalisés au cours de la derniere
décennie ont permis d’ajouter a cette liste deux nouvelles capacités distinctives
fondamentales : la reprogrammation du métabolisme énergétique et 'échappement a

la destruction par le systeme immunitaire (Figure 2).
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Figure 2. Principales caractéristiques du cancer et cibles thérapeutiques potentielles (d’apres D.
Hanahan and R. Weinberg, Hallmarks of Cancer : The Next Generation)(6).

Outre les cellules cancéreuses, les tumeurs présentent une autre dimension
de complexité. Elles contiennent un ensemble de cellules recrutées, d’apparence
normale, mais qui contribuent a I'acquisition des caractéristiques de la tumeur en
créant le microenvironnement tumoral. En effet, la plupart des tumeurs solides sont
constituées d'un assemblage de types cellulaires distincts. Le parenchyme et le
stroma des tumeurs contiennent des types et sous-types de cellules qui, ensemble,
permettent la croissance et la progression de la tumeur. En particulier, les cellules
immunitaires présentent dans les tumeurs peuvent avoir un réle anti-tumoral ou au
contraire pro-tumoral (7). La reconnaissance et la compréhension de ces concepts
ont grandement influencé le développement de nouveaux moyens de traiter le

cancer, faisant entrer 'oncologie dans I'ére de I'immunothérapie.
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2. Systeme immunitaire et concept
d’immunosurveillance en canceérologie

De facon physiologique, le systéme immunitaire représente un systeme
biologique constitué d'un ensemble coordonné d’éléments de reconnaissance et de
défense qui discrimine le soi du non-soi. Hérité a la naissance, mais autonome,
adaptatif et doué d’'une grande plasticité, le systtme immunitaire évolue au cours du
temps avec la rencontre de micro-organismes ou de substances environnementales
étrangeres au corps. Schématiguement, le systeme immunitaire se scinde
habituellement entre le systeme immunitaire inné et le systéeme immunitaire adaptatif.
Le systéme immunitaire inné est essentiellement composé des cellules
phagocytaires (macrophages), des neutrophiles et des cellules tueuses naturelles ou
natural killer (NKs). Elles ont une activité de veille permanente au sein de I'organisme
et sont responsables d’'une défense immédiate contre les pathogénes. Les cellules
du systeme immunitaire adaptatif sont les lymphocytes B (LyB, immunité humorale
via la production d’anticorps) et les lymphocytes T (LyT, immunité cellulaire). La
réponse immunitaire adaptative est plus lente a se mettre en place mais permet une
reconnaissance fine du pathogéne (spécificité antigénique) et la génération d'une
mémoire immunologique. Ces 2 systemes ont une action coopérative et
interdépendante : I'activation du systéme immunitaire inné produit des signaux qui
stimulent et orientent les réponses immunes adaptatives, qui, a leur tour, créent des

signaux augmentant les réponses immunitaires innées.

L’'idée de lutter contre le cancer en stimulant le systéeme immunitaire est
relativement ancienne. Elle a été émise des la fin du XIX® siécle par le chirurgien
William Coley, qui avait observé une association entre la régression de sarcomes
osseux et la survenue d’infections post opératoires a streptocoques pathogénes
responsables d’érysipéles (8,9). L’hypothése selon laquelle la réaction inflammatoire
secondaire a une infection pourrait permettre un contrdle de la croissance tumorale a
ouvert la voie a la théorie de l'immunosurveillance des tumeurs. Cette théorie a
d’abord été énoncée par Paul Ehrlich au début du XXe siécle, avant d’étre reprise
par Frank Macfarlane Burnet et Lewis Thomas (10-12). lls ont suggéré que les
profonds remaniements génétiques associés aux cellules cancéreuses conduisent, a
la synthése de néoantigénes qui les distinguent des cellules saines et sont capables

d’'induire  des réactions immunitaires contre la tumeur. Ce concept
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d'immunosurveillance a été revisité et démontré expérimentalement par Robert
Schreiber avec la théorie d'immunoediting (processus d’'immuno-sélection, Figure 3),
qui stipule que l'interaction entre le systéme immunitaire et la tumeur comporte 3

phases principales : élimination, équilibre et échappement (13-15).

Le concept d'immunosurveillance correspond a l'action de notre systeme
immunitaire qui surveille en continu les différentes cellules de notre organisme a la
recherche de cellules cancéreuses. L’ensemble des composantes du systeme
immunitaire, inné ou adaptatif, est impliqué dans ce processus tri phasique. Tout
d’abord, la phase d’élimination est une phase cellulaire, infraclinique, pendant
laquelle le systéme immunitaire détecte la présence de cellules tumorales et les
élimine précocement par 'action des cellules NK et les lymphocytes T (LyT) CD4 et
CD8. Ceci permet l'éradication de certaines tumeurs avant méme qu’elles ne
deviennent cliniquement apparentes. Ensuite, lorsque ces cellules ne sont pas
éliminées, on entre dans une phase déquilibre pendant laquelle le systéme
immunitaire maitrise la prolifération des cellules tumorales sans pour autant les
éradiquer. Les cellules tumorales sont maintenues dans un état de latence qui peut
persister plusieurs années avant qu’'une tumeur finisse par devenir cliniquement
détectable. Cette période d’équilibre s’accompagne d’une sélection de clones
tumoraux faiblement immunogéniques et résistants au systeme immunitaire : c’est la
phase dimmuno-sélection (ou «immunoediting »). Enfin, durant la phase
d’échappement, les cellules tumorales ont acquis la capacit¢ de détourner la
reconnaissance et/ou la destruction par le systtme immunitaire. Cela conduit au
développement d’'une tumeur cliniquement présente qui peut étre détectée et prise
en charge. Ainsi, le concept d'immunoediting conduit a envisager la possibilité que le
systéme immunitaire exerce un contrdle des cellules cancéreuses des les premiers

stades de la croissance tumorale.
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Figure 3. Concept dimmuno-sélection ou “immunoediting” (d’aprées R. Schreiber, Cancer

Immunoediting: Integrating Immunity’s Roles in Cancer Suppression and Promotion)(15).

Jusque-la, le concept d’'immunosurveillance s’appuyait sur des arguments
expérimentaux, épidémiologiques ou anatomocliniques. Sur le plan expérimental, on
observe effectivement une fréquence accrue de tumeurs spontanées chez les souris
déficientes en cellules ou molécules clés pour 'immunité innée (cellules NK) ou pour
limmunité adaptative (lymphocytes B [LyB] et LyT, interféron y [IFN-y], etc.)(16-18).
Par ailleurs, les données épidémiologiques chez les patients présentant un déficit
immunitaire primaire d’origine génétique (par exemple, la trisomie 21 ou l'ataxie
télangiectasie, etc.) ou acquis (par exemple, les traitements immunosuppresseurs, le
stade SIDA de linfection par le VIH, etc.) montrent une incidence augmentée des
cancers aussi bien viro-induits (sarcome de Kaposi et HHV8, lymphomes et EBV,
cancer du col et HPV) que non liés a des virus (leucémies, lymphomes, cancers
bronchiques, etc.). Dans le cas de lymphomes survenant chez des patients sous
immunosuppresseurs au long cours, I'arrét de ces médicaments peut conduire a une
régression tumorale spontanée, illustrant bien que les cellules tumorales étaient
présentes de maniere infraclinique chez le patient (phase d’équilibre), mais que le
traitement immunosuppresseur a favorisé le développement tumoral en levant le
contréle du systéeme immunitaire (phase d’échappement). Enfin, sur le plan clinique,
la mise en évidence d’'une réaction lymphocytaire T cytotoxique chez les patients

présentant une régression spontanée de leur cancer du rein ou de leur mélanome
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ainsi que la corrélation entre un infiltrat immunitaire et un bon pronostic pour

certaines tumeurs a conforté le role clé du systéme immunitaire en oncologie (19,20).

3. Mécanismes clés de la réponse immunitaire anti-
tumorale

3.1. Principaux effecteurs de I'immunité anti-tumorale
e Leslymphocytes T

Les LyT ont une reconnaissance spécifique de I'antigéne tumoral grace a leur
récepteur, le TCR, qui reconnait le peptide tumoral présenté sur le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH ou MHC). La lyse de la cellule tumorale par le LyT
cytotoxigue CD8 résulte de la libération de granules cytotoxiques préformés
(contenant de la perforine, des granzymes, etc.) ou de I'expression de ligands qui
vont activer des récepteurs de mort cellulaire présents a la surface de la cellule
tumorale (Fas-ligand/Fas, TRAIL et ses récepteurs). Les LyT auxiliaires CD4 peuvent
parfois présenter la méme activité cytotoxique directe que les LyT CD8, mais leur
réle est le plus souvent indirect en orchestrant la réponse immunitaire (polarisation)
via la sécrétion de cytokines: IL-2 et IFN-y (polarisation Thl) favorisant la
persistance des lymphocytes T CD8 anti-tumoraux, et IL-4 (polarisation Th2)

orientant vers une production d’anticorps de haute affinité par les lymphocytes B.

e Les lymphocytes B et les anticorps

Méme si le réle anti-tumoral de la réponse humorale médiée par les LyB n’est
pas clairement comprise, l'utilisation d’anticorps thérapeutique en cancérologie
représente une avancée majeure. En fonction du type d'immunoglobuline sécrété par
le LyB, plusieurs mécanismes sont potentiellement en jeu : la cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), la phagocytose cellulaire dépendante
des anticorps (ADCP) et I'activation du complément. En effet, lorsque I'anticorps se
fixe sur la cellule tumorale, la partie constante de I'anticorps (appelée fragment
cristallisable Fc) peut se fixer sur les récepteurs au fragment Fc présents sur les
cellules NK ou sur les macrophages, qui, ainsi activés, peuvent entrainer la lyse
(ADCC) ou la phagocytose (ADCP) de la cellule tumorale. Par ailleurs, la fixation

d’anticorps a la surface de la cellule tumorale peut déclencher I'activation de la voie
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classique de la cascade du complément. Cette cascade de réactions protéolytiques
génere des composants actifs aboutissant a la destruction de la cellule tumorale :
formation du complexe d’attaque membranaire capable de lyser la cellule tumorale et
libération de substances chimiotactiques capables de recruter des effecteurs

immunologiques anti-tumoraux.

e Les cellules NK

Contrairement aux LyT, les cellules NK ne possedent pas de récepteur
spécifique de l'antigéne. Elles portent des récepteurs invariants appartenant a la
famille des KIR (killer immunoglobulin-like receptor), dont linteraction avec les
molécules du CMH de classe | délivre un signal inhibiteur aux cellules NK. Ainsi,
lorsque la cellule tumorale diminue son expression du CMH pour échapper aux LyT,
la cellule NK n’est plus inhibée par son récepteur KIR, ce entraine la lyse de la cellule
tumorale via la libération de granules cytotoxiques préformés (granzymes,
perforines). Par ailleurs, la cellule NK est aussi une clé pour 'ADCC via son

récepteur au fragment constant des immunoglobulines (récepteur Fc).

3.2. Le cycle de I'immunité anti-cancéreuse

Les altérations génétiques et cellulaires définissant le cancer fournissent au
systéme immunitaire les moyens de générer une réponse anti-tumorale (21). Les
cellules tumorales synthétisent des protéines anormales (soient aberrantes non
mutées, soient mutées) appelées néoantigénes (ou antigénes tumoraux) qui sont
reconnues par le systeme immunitaire comme faisant partie du non soi. Pour qu’une
réponse immunitaire conduise a une destruction efficace des cellules cancéreuses,
une série d’événements successifs est nécessaire, et ces évenements se
développent et se produisent de maniere itérative. lllustré par Daniel S. Chen et Ira
Mellman en 2013, 'ensemble de la réponse immunitaire anti-tumorale est représenté
par 7 étapes fondamentales qui constituent le cycle de 'immunité anti-cancéreuse

(ou « The Cancer-Immunity Cycle », Figure 4)(22).

Durant la premiere étape, les néoantigenes créés par les mutations de
'oncogenése sont libérés a partir des cellules cancéreuses mourantes et sont captés

par les cellules présentatrices d’antigene (CPA), telles que les cellules dendritiques
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(CDs) présentes dans le microenvironnement tumoral (étape 1). Suite a I'absorption
de ces antigénes tumoraux, les CPA migrent vers les ganglions lymphatiques
drainants pour présenter aux LyT naifs des fragments antigéniques (appelés
peptides tumoraux) apprétés sur une molécule du CMH de classe | (présentation
croisée ou cross présentation) ou de classe Il (étape 2). L'initiation et I'activation du
LyT naif (appelée « priming ») se fait grace a la reconnaissance du peptide tumoral
dont le TCR du LyT est spécifique (étape 3). La nature de la réponse immunitaire
médiée par le LyT est déterminée a ce stade et dépend de lintégration d'un
ensemble de signaux activateurs et inhibiteurs provenant de cellules et de molécules
de costimulation. L’activation du LyT naif dans le ganglion de drainage conduit a une
expansion clonale des LyT effecteurs spécifiques de la tumeur et a I'expression de
molécules d’adhérence cellulaire et de récepteurs aux chimiokines, nécessaires a
leur circulation jusqu’au site tumoral (étape 4) et a leur infiltration au sein du
microenvironnement tumoral (étape 5). Une fois les LyT présents au niveau du site
tumoral, leur TCR reconnait et se fixe spécifiquement aux cellules cancéreuses qui
présentent a leur surface des peptides tumoraux associés a une molécule de CMH
(étape 6). La encore, I'activation du LyT résulte d’'une balance de signaux activateurs
et inhibiteurs issus de molécules de costimulation. Une fois pleinement activé, le LyT
cytotoxique provoque la lyse de la cellule tumorale (étape 7). La destruction de la
cellule cancéreuse entraine le relargage d’antigénes tumoraux supplémentaires, ce
qui permet de relancer le cycle de 'immunité anti-cancéreuse afin d’intensifier la

réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 4).
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Figure 4. Le cycle de I'immunité anti-tumorale (d’aprés D. Chen and I. Mellman, Oncology Meets

Immunology : The Cancer-Immunity Cycle)(22).

3.3. Régulation de la réponse immunitaire anti-tumorale : les
checkpoints immunitaires

e La costimulation positive

Les LyT sont les principaux effecteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale
et leur activation nécessite un processus coordonné et progressif impliquant trois
signaux principaux. L’interaction spécifique entre le TCR du LyT et le complexe
CMH/peptide tumoral de la CPA est le premier signal activateur que recoit le LyT naif
(signal 1). Cependant, bien que ce signal soit nécessaire, il n'est pas suffisant pour
formellement activer le LyT, qui doit alors intégrer un ensemble de sighaux
activateurs et inhibiteurs provenant de molécules de costimulation. La liaison du
CD28 exprimée a la surface du LyT avec ses ligands B7-1 (ou CD80) ou B7-2 (ou
CD86) exprimés a la surface de la CPA fournit au LyT le deuxieme signal nécessaire
a son activation complete (signal 2). D’autres couples de ligands/récepteurs existent

au sein de cette synapse immunologique et permettent eux aussi de délivrer ce
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signal de danger. Enfin, le troisieme signal d’activation, est nécessaire pour induire la
prolifération clonale et la différenciation fonctionnelle des LyT via la production de
cytokines activatrices, avec en particulier l'interleukine-2 (IL-2) par les CPA et les LyT
eux-mémes (signal 3)(23). Cependant, ces réponses immunitaires sont controlées
par de multiples mécanismes et des molécules inhibitrices qui atténuent l'activation
des LyT sont également exprimées. Ainsi, les signaux qui contrdlent I'immunité anti-
tumorale et I'immunosuppression constituent un processus étroitement régulé qui

forme le yin et le yang de la réponse immunitaire.

e La costimulation négative

Une fois activés, les LyT commencent a exprimer des récepteurs de surface
cellulaire de costimulation négative appelés checkpoints immunitaires, tels que le
CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen 4) et le PD-1 (Programmed cell Death
protein 1). Physiologiquement, ces checkpoints ont un réle clé pour éviter
'emballement du systéme immunitaire contre le soi et pour limiter la durée et

I'intensité de la réponse immunitaire.

Le CTLA-4 est une molécule inhibitrice qui est exprimée a la surface du LyT
immédiatement apres I'engagement du TCR. Le CTLA-4 intervient lors de linitiation
de la réponse immune dans les organes lymphoides, au niveau des LyT naifs, mais
aussi en périphérie, au niveau des LyT régulateurs (Tregs). Le CTLA-4 se lie au
CD80/CD86 sur les CPA, mais avec une affinité nettement supérieure, ce qui
entraine une inhibition compétitive avec la costimulation du CD28 et empéche la
poursuite de l'activation des LyT (24,25). Des études précliniques ont montré que
I'utilisation d’anticorps anti-CTLA-4 dans des modéeles in vivo prévient I'engagement
du CTLA-4 avec les molécules CD80/CD86, ce qui conduit a des réponses cellulaires
T prolongées et a I'éradication des cellules cancéreuses (26). Le blocage du CTLA-4
par des anticorps a ainsi été proposé comme un moyen d’améliorer, et potentialiser,
les réponses immunitaires contre les cellules tumorales (Figure 5). Le
développement d’anticorps anti-CTLA-4 a visée thérapeutique a ouvert la voie aux
inhibiteurs de checkpoint immunitaires (ou immune checkpoint inhibitors ou ICIs). De
plus, le succes des anti-CTLA-4 a conduit a I'identification d’autres voies qui régulent

les réponses cellulaires T, y compris les voies de costimulation positive ou négative.
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La principale fonction biologique de PD-1 est de maintenir la tolérance
périphérique. La voie PD-1/PD-L1 régule Il'activation lymphocytaire T au niveau
périphérique ainsi qu'au sein du microenvironnement tumoral. Le PD-1 s’engage
avec ses ligands PD-L1 et PD-L2, largement exprimés sur les tissus non lymphoides,
ce qui freinent principalement l'activation des LyT en périphérie (27). Par
consequent, alors que le CTLA-4 inhibe le signal 2 (CD28-B7), PD-1/PD-L1 inhibe le
signal 1 (TCR-MHC). L’expression de PD-L1 a été décrite sur de nombreux types de
tumeurs, et est directement corrélée a un mauvais pronostic dans plusieurs cancers
(28,29). Des modeles précliniques ont démontré que le blocage de PD-1 entraine le
rejet de la tumeur par la réactivation des LyT CD8 qui expriment des marqueurs
d’exhaustion, tels que PD-1, LAG3 et TIM3, et la proliféeration des LyT CD8 (30).
Ainsi, l'utilisation d’anticorps thérapeutiques ciblant le PD-1 ou PD-L1 pourrait

permettre de lever 'anergie des LyT anti-tumoraux.
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Figure 5. Mécanisme d’action et ciblage thérapeutique des checkpoints immunitaires (d’aprés L. Ding

et F. Cheng, Predicting tumor response to PD-1 blockade)(31).
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lll. Immunothérapie en cancérologie
1. Une révolution thérapeutique

e Mécanismes d’action des inhibiteurs de checkpoint

Durant la derniere décennie, la découverte des inhibiteurs de checkpoint
immunitaire (ICIs) qui régulent les réponses immunitaires anti-tumorales a transformé
la prise en charge des cancers, offrant des réponses cliniques prolongées et la
possibilité de guérir plus de patients avec une maladie métastatique. Bien que le
CTLA-4 et le PD-1 soient des molécules inhibitrices qui atténuent l'activation des
LyT, ils ont des mécanismes d’action différents, et I'inhibition de CTLA-4 et de PD-1

entrainent des réponses immunitaires distinctes.

Les anti-CTLA-4 ont pour fonction principale d’activer les LyT et d’accroitre la
diversité clonale en affectant principalement les CD4 au sein des organes
lymphoides secondaires. De nombreuses études ont identifié une augmentation des
LyT CD4 de type Thl intra tumoraux et circulants a la suite d’'un traitement par anti-
CTLA-4 (32-34). Les anti-CTLA-4 peuvent également favoriser l'infiltration des LyT
cytotoxiques au sein des tumeurs immunologiquement « froides », c’est-a-dire
dépourvues des effecteurs de l'immunité anti-tumorale (35,36). En général, le
blocage du CTLA-4 augmente les LyT CD4 effecteurs avec une élévation du ratio
LyT effecteurs (Teffs)/LyT régulateurs (Tregs) dans les tumeurs présentant une
réeponse au traitement (37-40). Les anticorps anti-PD-1/PD-L1 affectent
principalement les LyT CD8 épuisés (“exhausted®), et cela sans accroitre la diversité
clonale ou favoriser [linfiltration immunitaire tumorale (41). Enfin, des études
précliniques ont montré que le ciblage simultané de CTLA-4 et de PD-1/PD-L1
améliore la réponse immunitaire anti-tumorale et [efficacité thérapeutique
comparativement a la monothérapie dans des modeles murins (42—-44). Ainsi, les
anticorps monoclonaux ciblant CTLA-4, PD-1 et PD-L1 ont constitué la base d’'une
immunothérapie efficace chez les patients atteints de cancer et sont maintenant

largement utilisés en clinique pour un certain nombre de types tumoraux.
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¢ Indications des inhibiteurs de checkpoints

Aux Etats-Unis, plus de 50 ICIs sont désormais approuvés en pratique clinique
dans de multiples types de cancer (Tableau 1). En France, il y a maintenant une

vingtaine d’indications pour la prescription de ces anticorps monoclonaux.

En 2011, I'anti-CTLA-4 ipilimumab a été le premier ICI & étre utilisé dans le
mélanome métastatique, sur la base d’essais de phase Ill démontrant une
amélioration de la survie globale en comparaison au vaccin ou a la chimiothérapie
(45,46). En effet, environ 20% des patients ayant recu l'ipilimumab ont obtenu une
survie a long terme de plus de 3 ans, avec une survie de presque 10 ans pour
certains patients (47). Bien que lipilimumab reste le seul anti-CTLA-4 a avoir été
approuvé, dautres anticorps monoclonaux sont a [I'étude, notamment le

tremelimumab et le quavonlimab (48).

En 2014, les premiers inhibiteurs de PD-1 ont aussi été approuves pour le
traitement du mélanome non résécable ou métastatique (49,50). Les anti-PD-1/PD-
L1 sont désormais utilisés pour le traitement de multiples types de tumeurs en phase
localisée ou métastatique, notamment les cancers de la peau, génito-urinaires,
pulmonaires, de la téte et du cou, des lymphomes, gynécologiques et digestifs. Les
anticorps anti-PD-1 comprennent le nivolumab (IgG4 humaine), le pembrolizumab
(IgG4 humanisée), et le cemiplimab (IgG1x humaine). Les anticorps anti-PD-L1 sont
représentés par le durvalumab (IgG1lkx humaine), I'atezolizumab, (IgG1 humanisée)
et lavelumab (IgG1 humaine). Les thérapies anti-PD-1 ont également été
approuvées pour le traitement de patients dont les tumeurs présentent une instabilité
des microsatellites (microsatellite instability-high ou MSI-high)/une déficience de la
réparation des mésappariements (deficient mismatch repair ou dMMR) ou une
charge mutationnelle élevée (tumor mutational burden-high ou TMB-high), quel que
soit le type de tumeur (51-53). Malgré des taux de réponse prometteurs obtenus
avec les ICIs en monothérapie, les survies prolongées ne sont observées que chez

une minorité de patients.

La recherche de I'amélioration de l'efficacité de ces traitements a conduit a
des combinaisons d’ICIs ou a des associations avec d’autres médicaments anti-

canceéreux. A ce jour, de multiples essais cliniques portant sur le blocage combiné de

-27 -



CTLA-4 et PD-1/PD-L1 ont montré des taux de réponses plus élevés et des survies
prolongées par rapport a 'une ou I'autre des monothérapies, dans différents types de
cancer métastatique, tels que le mélanome et le cancer du rein (54,55). Visant a
moduler le microenvironnement tumoral immunosuppressif et favoriser le relargage
des antigénes tumoraux, l'association d’'une chimiothérapie simultanée et/ou
séquentielle avec un ICI a démontré un avantage en termes de survie sans
progression et de survie globale dans divers types de tumeurs, notamment les
cancers du poumon, urothéliaux et de la téte et du cou (56-60). De méme, la
combinaison d'un ICI avec une thérapie ciblée, tels que les anti-angiogéniques, a
montré des taux de réponse encourageants dans le mélanome BRAF muté, le
cancer de I'endomeétre, le cancer du rein ou le carcinome hépatocellulaire (61-64).
Bien que ces thérapies combinées offrent la possibilité d'améliorer les résultats des
ICIs, elles restent limitées a des types de tumeurs et des contextes pathologiques

spécifiques, et s’Taccompagnent d’un risque accru de développer des toxicités.
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Stratégie Cible Molécule Indication Année
Anti- N Mélanome non résécable ou métastatique 2011
CTLA-4 Ipilimumab Mélanome de risqué élevé stade Il avec résection compléte (adjuvant) 2015
Mélanome non résécable ou métastatigue chez I'enfant de plus de 12 ans 2017
Mélanome non résécable ou métastatique 2014
CBNPC de type épidermoide métastatique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base de sels de platine 2015
CBNPC de type non-épidermoide métastatique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base de sels de platine 2015
Cancer du rein métastatique aprés une le ligne de traitement 2015
Lymphome de Hodgkin en progression ou en rechute aprées autogreffe et brentuximab vedotin ou aprés au moins 3 lignes de
traitement 2016
Carcinome épi_dermo'l'de de la téte et du coup en rechute ou métastatique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base 2016
Nivolumab de sels de platine
Cancer urothélial avancé ou métastatique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base de sels de platine 2017
Cancer colorectal MSI-high ou dMMR de I'enfant ou de 'adulte métastatique en progression aprés une le ligne de chimiothérapie 2017
Carcinome hépatocellulaire prétraité par sorafénib 2017
Mélanome avec atteinte ganglionnaire ou métastatique apres résection compléete 2017
(ZIa;pinome épidermoide de I'cesophage avancé ou métastatique en rechute aprés une 1e ligne par fluoropydimidine et sels de 2020
platine
Cancer du rein avancé en combinaison avec le cabozantinib 2021
Mélanome non résécable ou métastatique en progression aprés toutes les autres lignes de traitement 2014
CBNPC métastatigue avec PD-L1 positif en progression aprés une 1le ligne de traitement 2015
Monothérapie Méla_nome qor_1 réséggble ou mtAétastatique ) _ _ i o 2015
Carcinome epl_derm0|de de la téte et du cou en rechute ou métastatique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base 2015
Anti-PD-1 de sels de platine
CBNPC métastatique avec PD-L1 élevé sans addiction oncogénique 2016
Lymphome de Hodgkin en progression ou en rechute apres au moins 2 lignes de traitement 2017
CBNPC métastatique de type non épidermoide en combinaison avec carboplatine/pemetrexed 2017
Cancer urothélial avancé ou métastatique en progression pendant ou apres chimiothérapie a base de sels de platine ou inéligible 2017
Cancer colorectal MSI-high ou dMMR de I'enfant ou de I'adulte métastatique 2017
Cancer de I'estomac ou de la JEG avec PD-L1 positif en progression apres au moins 2 lignes de traitement 2017
Pembrolizumab Cancer du col en rechute ou métastatique avec PD-L1 CPS = 1 aprés au moins 1 ligne de traitement 2018
Lymphome B de primitif médiastinal réfractaire ou en rechute aprés au moins 2 lignes de traitement 2018
CBNPC métastatigue de type non épidermoide en combinaison avec sels de platine/pemetrexed 2018
CBNPC métastatigue de type épidermoide en combinaison avec sels de platine/taxanes 2018
Carcinome hépatocellulaire prétraité par Sorafénib 2018
Carcinome de Merkel localement avancé en rechute ou métastatique 2018
Mélanome avec atteinte ganglionnaire apres résection compléete 2019
CBNPC avancé ou métastatique avec PD-L1 TPS 2 1% 2019
Cancer du rein avancé en combinaison avec l'axitinib 2019
Carcinome épidermoide de la téte et du cou non résécable ou métastatique en rechute avec PD-L1 CPS = 1 2019
Carcinome épidermoide de la téte et du cou non résécable ou métastatique en rechute en combinaison avec fluoropydimidine et 2019
sels de platine
CBPC métastatique en progression pendant ou aprées une le ligne par sels de platine 2019
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Carcinome épidermoide de I'cesophage localement avancé ou métastatique avec PD-L1 CPS = 10 apres au moins 1 ligne de

traitement 2019
Cancer de I'endométre avancé non-MSI-high/dMMR en progression apres 1 ligne de traitement en combinaison avec le lenvatinib 2019
Carcinome de vessie non infiltrant la musculeuse a haut risque avec in situ non éligible pour cystectomie 2020
Carcinome épidermoide cutané en rechute ou métastatique non opérable 2020
Tumeurs solides non résécables ou métastatiques avec TMB élevé (=10 mut/Mb) en progression aprés 1 ligne de traitement 2020
Cancer colorectal MSI-high ou dMMR en 1e ligne 2020
Cancer du sein triple négatif non résécable ou métastatiqgue avec PD-L1 CPS = 10 en combinaison a la chimiothérapie 2020
Cemiplimab Carcinome épidermoide cutané en rechute ou métastatique non opérable 2018
CBNPC stade Ill non résécable et non progressif aprés un traitement par radiochimiothérapie concomitante par sels de platine 2018
Durvalumab B : . . . :
CBPC métastatique en combinaison avec étoposide et sels de platine 2020
Cancer urothélial avancé ou métastatique en progression pendant ou apres chimiothérapie a base de sels de platine 2016
CBNPC métastatique sans addiction oncogénique en progression pendant ou aprés chimiothérapie a base de sels de platine 2016
Cancer urothélial localement avancé ou métastatique avec PD-L1 positif non éligible pour de la chimiothérapie par cisplatine 2017
CBNPC de type non-épidermoide métastatique en combinaison avec bevacizumab/paclitaxel/carboplatine 2018
. CBPC métastatique en combinaison avec étoposide/carboplatine 2019
. Atezolizumab o o . B . - .
Anti-PD- Cancer du sein triple négatif localement avancé ou métastatique avec PD-L1 21% en combinaison avec le nab-paclitaxel 2019
L1 CBNPC métastatique sans addiction oncogénique en combinaison avec carboplatine/nab-paclitaxel 2019
CBNPC métastatique avec PD-L1 élevé (cellules tumorales = 50%ou cellules immunitaires = 10%) sans addiction oncogénique 2020
Carcinome hépatocellulaire non résécable ou métastatique en combinaison avec le bevacizumab 2020
Mélanome non résécable ou métastatigue BRAF V600E muté en combinaison avec vemurafenib/cobimetinib 2020
Carcinome de Merkel localement avancé en rechute ou métastatique de I'enfant ou de I'adulte 2017
Cancer urothélial avancé ou métastatique en progression apres une chimiothérapie a base de sels de platine 2017
Avelumab . . o e
Cancer du rein avancé en combinaison avec l'axitinib 2019
Cancer urothélial avancé ou métastatique non progressif aprés une chimiothérapie a base de sels de platine (maintenance) 2020
- Anti- Ipilimumab et i - . . X . )
Combinaison CTLA-4 + . Carcinome épidermoide cutané en rechute ou métastatique non opérable 2018
anti-PD-1 nivolumab

* Abréviations : CBNPC: carcinome bronchique non a petites cellules; CBPC: carcinome bronchique a petites cellules; CPS: combined positive score; dMMR: deficient mismatch repair;
JEG: jonction cesogastrique; MSI: microsatellite instability; PD-L1: programmed cell death ligand 1; TMB: tumor mutational burden; TPS: tumor positive score.

Tableau 1. Inhibiteurs des checkpoints immunitaires approuvés en clinique aux Etats-Unis (d’aprés P. Sharma et J.P. Allison, The Next Decade of Immune Checkpoint Therapy)(65).
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¢ Toxicités des checkpoints immunitaires

L’obtention d’une réponse tumorale, voire la rémission d'un cancer
meétastatique, se fait souvent au prix d’'une toxicité immunologique pouvant concerner
tous les organes (Figure 5). La rupture de tolérance induite par les ICls ne se limite
pas a la tumeur, et ces derniers sont susceptibles d’induire des mécanismes de
dysimmunité par perte de tolérance vis-a-vis d’auto-antigénes. Ces complications ont
été décrites sous le nom immune-related adverse events (irAEs). De nombreux
évenements de ce type ont été observés apres utilisation des anticorps anti-CTLA-4,
puis avec les anticorps anti-PD-1/PD-L1 et leur combinaison (66,67). Les
manifestations dysimmunitaires induites différent selon le type d’ICI utilisé, en raison
de mécanismes d’action différents, et survient généralement dans les 3 & 6 premiers
mois aprés l'initiation du traitement. Bien que les irAEs puissent concerner tous les
organes, les premiéres données de rupture de tolérance, issues des essais cliniques,
ont révélé essentiellement des atteintes dermatologiques et digestives, suivies
d’atteintes endocriniennes qui sont parmi les plus fréquentes (68). La
compréhension, la reconnaissance et le traitement précoces des irAEs sont
essentiels pour prévenir la progression vers des événements graves, et des efforts
importants sont en cours pour développer des biomarqueurs permettant de prédire

plus tot les irAEs ou bien de mieux sélectionner les patients (69).
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Ophtalmologiques :

uveéité, conjonctivite, rétinite, sclérite Neurologiques :

encéphalite, myélite, méningite aseptique,
Guillain-Barré, myasthénie, neuropathie périphérique

Hématologiques :
anémie hémolytique, thrombopénie, aplasie

médullaire, hémophilie acquise Endocrinologiques :

hypophysite, dysthyroide, diabete,
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Pulmonaires :
pneumopathies inflammatoires,
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P ’ Cardio-vasculaires :
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sclérodermie, syndrome sec, myosite, vascularite

Figure 5. Spectre des effets secondaires immunologiques observés sous inhibiteurs de checkpoint
immunitaire (d’aprés M. Kostine, Les limites des inhibiteurs de points de contrdle immunitaire et la
gestion de leur toxicité)(70).

2. ldentification des patients répondeurs

Identifier les patients qui répondent aux traitements par ICls est une nécessité
absolue. Il en va de l'efficacité de la prise en charge et de I'éthique, en évitant des
pertes de chance pour le patient et des effets indésirables inutiles. Mais c’est
€galement une nécessité économique. Par exemple, un traitement complet par ICls
codte environ 75 000 euros par an et par malade. Ces colts posent évidemment des
problémes d’accés et de prise en charge, en particulier parce qu’ils ne sont efficaces
que chez une fraction des patients et qu’ils n’apportent pas toujours un bénéfice
majeur. Par conséquent, il existe un intérét pour l'identification et le développement
de biomarqueurs prédictifs de la réponse aux ICls, a la fois pour permettre une
personnalisation de l'immunothérapie anti-cancéreuse, mais aussi pour mieux

comprendre et surmonter les mécanismes de résistance.
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V. Facteurs prédictifs de réponse a
Pimmunothérapie

Un facteur prédictif de réponse est défini par un marqueur ou une
combinaison de marqueurs, cliniques et/ou biologiques et/ou radiologiques, capables
de prédire la réponse a un traitement. Dans la littérature, deux approches sont
utilisées : la premiere consiste a identifier des marqueurs avant toute exposition au
traitement ; la seconde consiste a mesurer les fluctuations de tel ou tel marqueur
avant et aprés un certain temps d’exposition au traitement. Dans le premier cas, il
s’agit de vrais marqueurs de prédiction, puisqu’ils annoncent une réponse future ou
une non-réponse ; dans le second cas, les mesures refletent davantage les effets

directs ou indirects du traitement chez les patients répondeurs ou non.

L'un des principaux défis dans le domaine des ICls est l'absence d'un
biomarqueur prédictif robuste permettant une sélection optimale des patients.
L’identification de biomarqueurs s’est principalement concentrée sur les facteurs
intrinséques aux tumeurs ou sur des marqueurs immuno-spécifiques uniques, dont

certains sont utilisés en pratique clinique (71).

1. Facteurs prédictifs usuels
e Expression tumorale ou immunitaire de PD-L1

L'évaluation en immunohistochimie de I'expression de PD-L1 sur les cellules
tumorales et/ou immunitaires est frequemment réalisée pour sélectionner les patients
a traiter avec des anticorps anti-PD-1/PD-L1. Une corrélation entre l'expression de
PD-L1 sur les cellules tumorales et la réponse cliniqgue aux ICIs est observée dans
certaines circonstances, comme le cancer bronchique non a petites cellules (72,73).
Cependant, dans d'autres cas, des réponses substantielles peuvent étre observées
chez certains patients avec des tumeurs PD-L1 négatives, ce qui met en évidence la
difficulté d'utiliser I'expression de PD-L1 comme biomarqueur unique (72,74). De
plus, l'expression de PD-L1 est dynamique en raison de multiples facteurs,
notamment les réponses des cellules T et la signalisation IFN-y, ce qui peut
influencer la détection ou non de I'expression de PD-L1 dans le temps. Enfin, il existe

une diversité dans les techniques de détection, ce qui limite I'utilisation du PD-L1
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comme biomarqueur isolé, et des travaux sont en cours pour intégrer 'expression du

PD-L1 avec d’autres marqueurs.

e Charge mutationnelle et néoantigenes

L’association entre une charge mutationnelle élevée et une réponse aux ICls a
été observée dans de nombreux types de cancer, notamment le mélanome et le
cancer du poumon (53,75). Biologiquement, un TMB élevé peut contribuer a la
formation de néoantigenes reconnus par le systéeme immunitaire et ainsi influencer la
réponse aux ICls (76,77). A partir d’'une approche agnostique, le pembrolizumab a
été approuvé aux Etats-Unis pour le traitement des tumeurs solides avancées de
'enfant et de I'adulte qui ont un TMB élevé, défini par au moins 10 mutations par
mégabase (mut/mB). Cependant, le TMB demeure un biomarqueur imparfait pour
prédire la réponse a 'immunothérapie. En effet, certaines types de tumeurs avec un
TMB faible ou modéré présentent des taux de réponse élevés aux ICIs, comme le
cancer du rein (78,79). A l'inverse, un TMB élevé ne garantit pas la génération de
réponses antigéniques efficaces, ce qui impose une meilleure compréhension de

'immunogénicité selon le type de mutation observé (80-82).

e Voies de réparation des dommages a 'ADN : MSI-high et
dMMR

Il existe des liens fondamentaux entre les Iésions de [I'ADN et
immunogénicité. En effet, les tumeurs qui présentent des défauts de réparation des
dommages de I'ADN, illustrés par le statut MSI-high/dMMR, portent une charge
mutationnelle élevée en raison de leurs taux élevés de formation de néoantigenes, et
donc répondent plus favorablement aux ICIs (83,84). Une premiere étude menée
chez des patients atteints de cancer colorectal a démontré des taux de réponse au
pembrolizumab significativement plus élevés chez les patients dAMMR/MSI-high par
rapport aux patients MMR-proficients, une constatation qui a ensuite été étendue a
plusieurs types de tumeurs (51,52). Ces données ont conduit a l'approbation du
pembrolizumab pour les tumeurs solides MSI-high/dMMR. Cependant, le statut MSI-

high/dMMR reste un biomarqueur imparfait de la réponse aux ICls.
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2. Facteurs prédictifs exploratoires
o Infiltrat lymphocytaire intra tumoral

L’infiltrat lymphocytaire de la tumeur, représenté par les tumor-infiltrating
lymphocytes (TILS), joue un réle prépondérant dans la réponse a 'immunothérapie.
Les TILs font I'objet d’'une recherche active en tant que biomarqueurs pour guider la
sélection des patients a traiter par ICls, bien qu’il existe une variabilité importante
dans les définitions et les seuils (41,85). Méme si les patients avec un fort taux de
TILs semblent présenter une meilleure réponse aux ICls, la variabilité de linfiltration
et de localisation des cellules immunitaires dans les différents types de tumeurs ainsi
gue son applicabilité a tous les cancers sont difficiles (86—88). Différentes études ont
montré que I'exclusion des LyT a la périphérie de la tumeur ou leur absence étaient
associées a une résistance aux ICls, illustrant le concept de tumeur « froide »
comme dans le cancer de la prostate ou du pancréas qui ont peu de cellules T dans
leur microenvironnement (89,90). Ainsi, la sélection des patients pour le traitement
par ICIs et les stratégies pour surmonter l'exclusion des Ly T dans le
microenvironnement tumoral devront étre prises en compte dans les futurs essais

d'immunothérapie.

e Structures lymphoides tertiaires

Les structures lymphoides tertiaires (tertiary lymphoid structure ou TLS) ont
récemment été décrites comme de potentiels biomarqueurs de la réponse aux ICls
dans plusieurs types de tumeurs, notamment le cancer du poumon, les cancers de la
téte et du cou, le mélanome, le cancer colorectal, le cancer urothélial et les sarcomes
(91-97). De plus, une récente étude a retrouvé une association entre la présence de
TLS matures et I'efficacité des ICls dans 3 cohortes de patients atteints de tumeurs
solides, et cela indépendamment de l'expression de PD-L1, ouvrant la voie a
I'utilisation des TLS comme possibles biomarqueurs de réponse aux ICIs (98).
Composés de LyT, LyB, de CD et d'autres CPA, les TLS peuvent jouer un réle
important dans les réponses anti-tumorales cellulaires et humorales dans le
microenvironnement tumoral. Cependant, les mécanismes qui conduisent a la

formation des TLS et leur réle dans la réponse aux ICls restent encore méconnus.
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e Signature du gene de I'lFN-y

L’IFN-y est une cytokine clé produite par les LyT activés, ainsi que par les
cellules NK, et est essentielle pour une immunité anti-tumorale efficace. Les patients
atteints de mélanome avec des défauts génomiques dans les genes de la voie de
'IFN-y ne présentaient pas de réponse aux anti-CTLA-4. De méme, les patients
atteints de mélanome présentant des mutations perte de fonction de JAK1 et JAK2,
molécules de signalisation en aval de I'IFN-y, étaient résistants au traitement par
anti-PD-1, ce qui souligne I'utilité de I'lFN-y comme biomarqueur potentiel (99). L'IFN-
y induit une multitude de genes cibles qui ont été utilisés pour développer des
signatures d'expressions géniques, en corrélation avec les réponses aux ICls. De
nombreuses études ont rapporté que les tumeurs identifiées comme ayant une
expression élevée des genes de la voie de I'IFN-y présentent de meilleures réponses
cliniques aux ICIs (100,101). Cependant, les panels de génes pour concevoir les
signatures génomiques étaient hétérogenes et d’autres études sont en cours pour
développer des tests reproductibles pour la détection des genes et signatures liés a
I'IFN-y qui pourraient étre utilisés comme biomarqueurs pour la sélection des patients

traités par ICls.

e Biomarqueurs circulants

Idéalement, les biomarqueurs doivent étre évaluables de maniére peu
invasive en pratique clinique. Ainsi, le développement de biomarqueurs prédictifs de
la réponse aux ICls, dérivés du sang total ou du sérum, suscite un grand intérét. Par
exemple, un ratio neutrophiles/lymphocytes élevé dans le sang périphérique était
associé a une survie prolongée dans de multiples études évaluant les anti-CTLA-4 et
les anti-PD-1 dans un large éventail de types de cancer (102-105). De multiples
autres biomarqueurs circulants ont été associés a la réponse aux ICls, notamment le
nombre total de LyT, la clonalité des LyT, le nombre de Tregs, de monocytes et de
MDSCs circulants, les taux de cytokines (par exemple, IL-6, IL-8 et IL-10), le taux de
lactate déshydrogénase (LDH) et d’autres protéines circulantes, tel que le LIF
(106,107). Cependant, I'utilisation de ces biomarqueurs en pratique clinique reste

limitée.
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e Roéle du métabolisme sur I'immunité anti-tumorale

Le microenvironnement métabolique des tumeurs peut constituer un milieu
immunosuppressif qui atténue les réponses immunitaires anti-tumorales et participe
a la résistance aux ICls (108). Les différents types de cellules qui coexistent dans le
microenvironnement tumoral, y compris les cellules stromales et immunitaires, ont
des exigences meétaboliques distinctes. En particulier, cet environnement hostile
oblige les cellules tumorales et immunitaires infiltrées a subir des adaptations
meétaboliques associées a des phénotypes tolérants sur le plan immunologique. Ce
microenvironnement est souvent caractéris€é par une concurrence entre les
nutriments essentiels, un pH faible, une hypoxie et une accumulation de multiples
métabolites. Les cellules cancéreuses libérent des métabolites qui peuvent stimuler
les cellules immunitaires immunosuppressives ainsi qu'inhiber la fonction des LyT
CD8 cytotoxigues, en partie, en limitant les nutriments, en particulier les acides
aminés (109). En effet, les acides aminés fournissent des composants et des
substrats pour une variété de processus critigues dans le métabolisme et la
physiologie des cellules. Bien que chaque acide aminé joue de multiples réles
spécifiques, la glutamine, l'arginine et le tryptophane ont été décrits comme modulant
a la fois la progression des tumeurs et I'immunité anti-tumorale (109). Une meilleure
compréhension entre le métabolisme spécifique a la tumeur et la réponse aux ICls

pourrait permettre d’améliorer I'efficacité de I'immunothérapie anti-cancéreuse.
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V. Métabolisme du tryptophane en oncologie
1. Physiologie de la voie du tryptophane

Le tryptophane (Trp) est I'acide aminé essentiel le moins abondant, et son
approvisionnement chez 'Homme est exclusivement couvert par I'apport alimentaire.
Le Trp est important non seulement pour la synthése des protéines mais aussi en
tant que précurseur de divers composés biologiquement actifs. La majorité du Trp
libre est métabolisée par la voie de la kynurénine (Kyn), générant des métabolites
ayant des fonctions cruciales dans la neurotransmission et la régulation des

réponses immunitaires (110).

La premiére étape de cette voie de dégradation du Trp peut étre catalysée par
I'indoleamine 2,3-dioxygénase 1 (IDO1), I''DO2 ou la tryptophane 2,3-dioxygénase
(TDO). Ces enzymes catalysent le clivage oxydatif de la partie indole du Trp, ce qui
conduit a la formation de la N-formyl-L-kynurénine, qui, dans une étape ultérieure,

est dégradée en Kyn ainsi que d’autres métabolites en aval.

2. R6le immunomodulateur en cancérologie

L'importance du catabolisme de Trp dans linduction de la tolérance
immunitaire a été initialement établie dans le placenta, ou il a été démontré que
I''DO1 empéchait le rejet du feetus (111). Ces mécanismes responsables de la
tolérance du soi sont exploités par les tumeurs pour échapper a
l'immunosurveillance. IDO1 exerce sa fonction immunosuppressive en favorisant la
formation des Tregs et de MDSCs, tout en supprimant la prolifération et la fonction
des Teffs et des cellules NKs (112-114). Dans une moindre mesure, il a également
été démontré que le TDO diminue les réponses immunitaires anti-tumorales de

maniére similaire (115).

En raison du réle du catabolisme du Trp dans la promotion de la suppression
immunitaire, plusieurs inhibiteurs de petites molécules ciblant le catabolisme du Trp
ont été développés et sont actuellement testés dans des essais cliniques (116,117).
De plus, les essais clinigues combinant les inhibiteurs de IDO1 avec d'autres

immunothérapies, telles que les inhibiteurs de PD-1/PD-L1, ont suscité de grands
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espoirs dans le domaine de limmuno-oncologie par leur action synergique

permettant de restaurer les réponses immunitaires anti-tumorales.

3. Potentiel marqueur prédictif et mécanisme de

résistance al'immunothérapie

La concentration de Kyn dans les tissus tumoraux et dans le plasma des
patients atteints de cancer est également associée a des phénotypes
immunosuppresseurs. Chez les patients atteints d'un cancer du sein ou du célon,
I'expression du checkpoint immunitaire PD-1 sur les cellules T CD8 a montré une
corrélation positive importante avec les concentrations de Kyn dans le sang et le
tissu tumoral (118). Ensemble, ces études fournissent des preuves du réle du
catabolisme du Trp dans la promotion d'un microenvironnement tumoral
immunosuppressif, confirmant ainsi l'importance de ['DO1 comme cible

thérapeutique.
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PARTIE 2 — ARTICLE ORIGINAL

Avant-propos

L’immunothérapie a pris une place majeure désormais dans la prise en charge
des patients atteints de cancer. Les anticorps monoclonaux ciblant des protéines
jouant un réle majeur dans la régulation de I'activité des cellules immunitaires tels
que PD-1 (Programmed cell Death protein 1), PD-L1 (Programmed cell Death-ligand
1) ou CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4) ont ainsi obtenu leur
autorisation de mise sur le marché dans de nombreuses indications tumorales.
Cependant, une proportion importante de patients traités avec ce type de molécules
n'‘en tire aucun bénéfice, suggérant l'existence d'autres voies immunorégulatrices
impliquées dans la résistance au traitement. L’une d’elles est la voie catabolique du
Tryptophane (Trp). Elle est impliguée en effet dans la progression tumorale en
agissant comme un facteur microenvironnemental majeur capable de limiter

I'immunité anti-tumorale dans le cancer.

L’objectif de notre étude est d’identifier le réle des métabolites circulants de la
voie du Tryptophane sur la réponse a I'immunothérapie par ICI chez les patients

atteints de tumeurs solides.

Mots clés

Kynurénine, tryptophane, IDO1, immunothérapie, facteur prédictif, mécanisme de

résistance.
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Abstract

Introduction: Despite remarkable success of immune checkpoint inhibitors (ICIs) targeting anti-
programmed cell death protein 1 (anti-PD-1) or its ligand (PD-L1), only a minority of cancer patients
derive long-term clinical benefit from these agents. Therefore, there is a crucial need to identify novel
and reliable biomarkers of response or resistance to such treatments in order to select patients who
are more likely to benefit. Given the known role of the indoleamine-2,3 dioxygenase (IDO1) in
modulating antitumor immunity, we aimed to evaluate the circulating IDO1-associated metabolites,
namely the kynurenine (Kyn) and tryptophan (Trp), as a possible biomarker of response to ICIs in
patients with solid tumors.

Methods: We analyzed the levels of circulating Kyn, Trp and Kyn/Trp ratio of plasma samples,
collected before onset and on-therapy and measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), from two independent prospective cohorts of cancer patients treated with ICI (Discovery
cohort, n=100; Validation cohort, n=292). We then investigated the correlation between these
metabolites (Kyn, Trp and Kyn/Trp ratio), clinical benefit rate (durable clinical benefit versus non-
durable benefit), progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) by Cox proportional hazards
models.

Results: In both Discovery and Validation cohorts, we found that elevated baseline level or Trp is
associated with durable clinical benefit and better clinical outcome in cancer patients treated with ICI.
We observed that circulating level of Trp inversely correlates with PD-L1 tumor expression. By
subgroup analysis, we also showed that high circulating level is associated with prolonged survival in
both PD-L1 negative and low CD8 T-cell density within tumors. In the Validation cohort, we also
demonstrated that decrease of Trp level among patients receiving ICI correlates with worse clinical
outcome and shorter survival, suggesting a possible mechanism of primary resistance.

Conclusion: These novel clinical findings bring strong evidence for the role of circulating Trp as a
potential biomarker of response to ICl and suggest that targeting Trp catabolic pathway, such as
IDO1, may represent a promising approach to improve efficacy of cancer immunotherapy in

combination with ICI.
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|. Introduction

Over the last decade, tumor immune escape has been considered as a new paradigm that
promotes tumor growth and evasion, thus appearing as an attractive therapeutic strategy. Due to their
ability to block immunosuppressive pathways and reinvigorate antitumor immune responses, the use
of checkpoint inhibitor-based immunotherapies that target programmed cell death protein 1 (PD-1) or
its ligand, PD-1-ligand 1 (PD-L1) and cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4), have achieved
remarkable clinical efficacy and have transformed the treatment of multiple cancer types (1). For
example, antibodies targeting the PD-1/PD-L1 or CTLA-4 axis have been approved for an ever-
growing list of malignancies, including melanoma, lung cancers, renal cell cancer (RCC), bladder
cancer and head and neck squamous cell cancer (HNSCC) (2,3). However, despite this major shift in
clinical care, a significant proportion of patients receiving immune checkpoint inhibitors (ICIs) do not
derive benefit, suggesting the existence of additional immunoregulatory pathways and underlining the
need to develop predictive companion biomarkers to select patients who will likely to respond. While
PD-L1 expression on either tumor cells or immune cells is considered as a marker of treatment benefit
in non-small cell lung carcinoma (NSCLC) or breast cancer, no association is found in most of tumor
type where ICls are efficient (4,5). These discrepancies suggest caution in considering PD-L1 as a
reliable biomarker for the selection of eligible patients for ICIs (6). Although additional biomarkers of
response to immunotherapy have been suggested, such as the presence of tumor infiltrating T cells
(TILs) or mature tertiary lymphoid structures (TLS), mismatch DNA repair deficiency (microsatellite
instability or MSI) or a high tumor mutational burden (TMB), clinically relevant and robust predictive
biomarkers are still lacking (7-10). Furthermore, since failure of initial response to ICIs or the
emergence of late relapses usually develop, the mechanisms underlying innate (primary) and acquired
(secondary) resistance have to be better understand to enable an adaptative strategy and a precision
medicine approach (11-13). Therefore, the development of predictive biomarkers of response or
resistance to ICls are urgently needed.

Besides the prototypical PD-1/PD-L1 and CTLA-4 axis, which hijacked by tumors to suppress
immune control, numerous other mechanisms have been identified as important actor in immune
editing process, such as metabolites immune modulation (14). In addition to its key roles in diverse
physiological processes, several lines of evidence indicate that the essential amino acid tryptophan
(Trp) catabolism is involved in tumor progression by acting as a major microenvironmental factor able
to restrain antitumor immunity in cancer (15). Indoleamine 2,3 dioxygenase 1 (IDO1) is the first rate-
limiting enzyme of the Kynurenine Pathway (KP) expressed in tumor cells, antigen-presenting cells or
stromal cells that catalyzes the reaction of the L-tryptophan conversion into its downstream
immunosuppressive metabolites, collectively known as Kynurenines (Kyn) (16). As a consequence of
IDO1 activity in the tumor tissue, Trp starvation induces signaling in T-cell, leading to anergy and
apoptosis through the suppression of mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) activity
(17). This low Trp concentration in the extracellular space further contribute to a tolerogenic milieu in
the tumor microenvironment, preventing T cell proliferation and enhancing regulatory T cell (Treg)

activity through the stress responsive kinase general control nonderepressible 2 (GCN2) (18-20).
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Moreover, the accumulation of Trp catabolites, most notably Kyn, induce effector T cell apoptosis and
act as an endogenous activator of the ligand-operated transcription factor aryl hydrocarbon receptor
(AhR) on tumor cells, thus promoting Treg generation and expansion (21,22). The pathologic tumoral
activation of the KP is responsible of the impairment of antitumour immunity and promotes tumor
growth. Considering the major role of IDO1 activity in the suppression of antitumour immune response,
this enzyme could be involved in the primary or secondary resistance to ICls and could be potentially
utilizes as potential relevant predictive biomarker of response to ICI.

Increased expression or activity of IDOL1 is frequently observed in a variety of cancers and
often correlated with advanced stage at diagnosis, poor prognosis and worse response to
chemotherapy (23-25). As a surrogate marker of IDO activity in tumor, IDO activity in the blood has
usually been measured indirectly by an increased ratio of Kyn/Trp, reflecting the degradation of Trp by
enzymatically active IDO. Circulating plasmacytoid dendritic cells (pDCs) and monocytic myeloid-
derived suppressor cells (MMDSCs) are the predominant cells expressing IDO in blood. These cells
correlated with either increased Kyn/Trp and PD-L1 expressing cytotoxic T cells and CTLA-4
expressing Treg, suggesting that these immune regulatory molecules are closely intertwined (26,27).
Moreover, MDSC favors the conversion of effector T cells in Treg, contributing to Treg expansion
through an IDO-mediated mechanism that dampen antitumour immune response (28,29). Recent
preclinical data have evidenced that IDO-deficient mice with melanoma model were more sensitive to
immune checkpoint inhibitors, including anti-CTLA-4, anti-PD1 and anti-PD-L1, thus highlighting the
crucial role of IDO in resistance to those treatments (30). In addition, evidence has documented that
ICls anti-CTLA-4 and anti-PD-L1 combined with IDO inhibitors enhanced proliferation and infiltration of
cytotoxic T lymphocytes and interleukin-2 (IL-2) production in preclinical models (31). However,
besides a strong preclinical rationale, the potentially relevant combinatorial approach of IDO inhibitors
with other immune-modulatory drugs such as IClIs failed to demonstrate clinical efficacy to date (32).
Therefore, by contributing to the immune-suppressive phenotype in tumors, IDO1 activity via KP could
be an important mechanism of the resistance to ICIs observed in patients with solid tumors, and could
serve as biomarker of resistance. Moreover, assessing serum Kyn/Trp ratio could identify the correct
group of patients for immunotherapy benefit.

Based on two independent cohorts, the objective of this study was to investigate the
association between circulating Trp, Kyn and Kyn/Trp ratio and response to ICls in patients with

advanced solid tumors.
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II. Methods

Study design and patient cohort

This study was based on the ancillary analysis of two prospective cohorts of advanced or
metastatic cancer patients treated between December 2015 and November 2020 at two
comprehensive cancer centers: Institut Bergoni€, Bordeaux, France (data analysis) and Gustave
Roussy, Villejuif, France (Discovery cohort from MATCH-R (33), NCT02517892; Validation cohort from
PREMIS, NCT03984318), respectively. The inclusion criteria were age = 18 years, histologically
proven malignant tumor, unresectable and/or metastatic disease; for patients treated with
immunotherapy, at least one tumor evaluation by imaging after immunotherapy onset, and availability
of plasma samples before immunotherapy onset. Institutional ethics review board approval and patient

informed consent were obtained for this study.

Treatment and evaluation

Patients were treated at the discretion of their physician. All patients from Discovery cohort
and Validation cohort received an anti-PD-1 or anti-PD-L1 in the metastatic setting. The best response
to treatment was evaluated according to immune Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
(IRECIST) after central review (34). Routine follow-up was similar across the three cohorts treated with
ICI. Response rate (RR) were analyzed using either the clinical response [no response (NR) =
progression disease (PD) + stable disease (SD) versus objective response (OR) = partial response
(PR) + complete response (CR)]. Durable clinical benefit (DCB) was defined as the proportion of
patients achieving OR or SD lasting = 12 months; otherwise, response was classified as non-durable
benefit (NDB). Progression-free survival (PFS) was defined as the time from the start of treatment until
disease progression, death, or last patient contact. Overall survival (OS) was defined as the time from

the start of treatment until death or last patient contact.

Clinical data collection
Data about gender, cancer type, age at initiation of ICI therapy, Performans Status Eastern
Cooperative Oncology Group (PS ECOG), previous lines of treatment, liver metastasis, type and class

of ICI-based regimen and follow-up were collected for all cohorts.

Serum sample collection and processing

Serum samples were collected at the specified time-point of each cohort (baseline and on-
treatment at week 6) by centrifugation and stored at or below -20°C for up to 2 months followed by
storage at -80°C until analysis. The circulating plasma levels of kynurenine (Kyn) and tryptophan (Trp)
were centrally assessed using mean of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, ImmuSmol,

France) at Institut Bergonié, Bordeaux, France.

Kynurenine quantitative determination of serum samples
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For Kyn quantification, 10uL of serum samples was mixed with 250uL of the acylation buffer
and 25uL of the acylation reagent into wells covered with adhesive foil and incubated 90 minutes at
37°C. Twenty microliters of the latter prepared samples was injected into the appropriate well of the
kynurenine microtiter strips, shortly mixed with 50pL of the kynurenine antiserum, covered with
adhesive foil and incubated 15-20 hours at 2-8°C. The content of the well was discarded and the plate
was washed 4 times by adding 300pL of wash buffer and blotting dry each time. Hundred microliters of
the enzyme conjugate was added into all wells and incubated for 30min at 20-25°C on a shaker at
600rpm. The content of the well was discarded and the plate was washed 4 times by adding 300uL of
wash buffer and blotting dry each time. Hundred microliters of the substrate was added into all wells
and incubated in the dark for 20-30min at 20-25°C on a shaker at 600rpm. Hundred microliters of the
stop solution was mixed into each well and the absorbance of the solution was read within 10 minutes
using a microplate reader set to 450nm (a reference wavelength between 620nm and 650nm is
recommended). The concentrations of the samples and controls were read directly from the standard

curve (in nanograms per milliliter). Protocols and probe references are available on request.

Tryptophan quantitative determination of serum samples

For Trp quantification, 10pL of serum samples was mixed thoroughly with 200pL of
phosphate-buffered saline (PBS) and 25pL of precipitating reagent. The precipitated samples were
centrifugated 15min at 9000g at 20-25°C. Twenty-five microliters of the clear supernatant was injected
into the appropriate well of the reaction plate for derivatization, mixed with 50uL of the equalizing
reagent and 10uL of the D-reagent, covered with adhesive foil and incubated 2h at 20-25°C on a
shaker at 600rpm. Hundred microliters of the Q-buffer was added into all wells and incubated for
10min at 20-25°C on a shaker at 600rpm. Twenty-five microliters of the latter prepared samples was
injected into the appropriate wells of the tryptophan microtiter strips, shortly mixed with 50uL of the
tryptophan antiserum, covered with adhesive foil and incubated 15-20 hours at 2-8°C. The content of
the well was discarded and the plate was washed 3 times by adding 300uL of wash buffer and blotting
dry each time. Hundred microliters of the enzyme conjugate was added into all wells and incubated for
30min at 20-25°C on a shaker at 600rpm. The content of the well was discarded and the plate was
washed 3 times by adding 300uL of wash buffer and blotting dry each time. Hundred microliters of the
substrate was added into all wells and incubated in the dark for 20-30min at 20-25°C on a shaker at
600rpm. Hundred microliters of the stop solution was mixed into each well and the absorbance of the
solution was read within 10 minutes using a microplate reader set to 450nm (a reference wavelength
between 620nm and 650nm is recommended). The concentrations of the samples and controls were
read directly from the standard curve (in micrograms per milliliter). Protocols and probe references are

available on request.

Kynurenine, tryptophan and kynurenine to tryptophan ratio quantification
Kynurenine to tryptophan ratio (Kyn/Trp ratio) has been calculated and serves as a reliable
biomarker for the Trp-degrading enzyme IDO1 activity. Because no conventional cutoff has yet been

established, all patients were classified as “Kynurenine High” or “Kynurenine Low”, “Tryptophan High”
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or “Tryptophan Low”, and “Kynurenine/Tryptophan High” or “Kynurenine/Tryptophan Low” according to
the optimal cutpoint that was independently calculated from the MATCH-R Discovery cohort using the
survminer R package (0.4.9). In the PREMIS Validation cohort, patients were classified as “Increase” if
they showed a 25% increase in kynurenine level or Kyn/Trp ratio, or as “Decrease” if they showed a

25% decrease in tryptophan level, respectively; otherwise, patients were classified as “Others”.

Immunohistochemistry stainings, semi-automated and quantitative analysis of CD8+ T
cell infiltrate

For all patients with available formalin-foxed paraffin-embedded (FFPE) tumor samples from
MATCH-R cohort, immunohistochemistry stainings were carried out on 3.5 micrometers tumor tissue
sections using CD8 antibody (C8/144B, Dako) with the Ventana Discovery Ultra platform (Ventana,
Roche Diagnostics). Stained slides were digitized with a multispectral slide-imaging platform (Vectra
Polaris, Akoya Bioscience). Tumor surfaces were assessed with Inform (Akoya Bioscience, version
2.4.1) software after manual annotation of the scanned slide by a pathologist and served to calculate
the density of CD8+ T cells per sample after digital tissue segmentation and cell phenotyping (Akoya
Bioscience, version 2.4.1). Median CD8+ T cells was used to classify patients with “High” versus “Low”
CD8+ T cell density.

PD-L1 scoring

For all patients with available formalin-foxed paraffin-embedded (FFPE) tumor samples from
MATCH-R cohort, the PD-L1 status was determined with tumor proportion score (TPS) following the
guidelines (35,36). Only viable tumor cells displaying partial or complete staining for PD-L1 membrane
expression were considered relative to the total number of tumor cells. Positive immune cells and
neoplastic cells showing only cytoplasmic staining were excluded. TPS > 1 was considered to classify

high PD-L1 expression.

Statistical analysis
The cutoff date for statistical analysis of baseline demographic data and clinical outcome was
11/30/2020. All statistical analyses were done in RStudio Version 1.2.5019 (downloaded from

https://www.r-project.org/). In the descriptive analysis, quantitative variables were described as mean

and range, whereas qualitative variables as number and percentage. In the statistical analysis, the X?-

test and t-test for unpaired data were applied to compare frequencies and means of categorical
variables, respectively. PFS and OS were estimated using Kaplan-Meier method, comparisons
between groups were made using log-rank test, and the Cox method was used to generate hazard
ratios (HRs) and 95% confidence interval (Cls). Comparison of continuous variables was evaluated
using the non-parametric Mann-Whitney U test. All statistical tests were two-sided, and p<0.05
indicated statistical significance. For Pearson correlations, we used the cor.test function in RStudio to
conduct significance tests and obtain the p-values (two-sided). For survival analysis, we used the
survival package in RStudio. Multiple comparison adjustment was not performed as these studies

were exploratory in nature.
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l1l. Results

Clinical cohorts and patient characteristics treated with ICl therapy

Our study consisted of ancillary analysis two independent prospective trials (MATCH-R,
NCT02517892; PREMIS, NCT03984318), which included adult patients treated with immune
checkpoint targeted monoclonal antibody immunotherapy. Kyn and Trp profiling of serum samples was
performed using mean of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The workflow of our study is
summarized in Supplementary Fig. S1.

The MATCH-R trial (NCT02517892) is an ongoing prospective study that aims to characterize
molecular mechanisms of acquired resistance to immunotherapy as well as targeted therapies in
patients with advanced cancer. Among the 100 patients included in this discovery cohort, the median
age was 63.0 years (range: 34-92), and NSCLC and urothelial cancers were the most common
histological subtypes (77/100, 77.0% and 13/100, 13.0%, respectively). The basic clinicopathological
characteristics of the MATCH-R Discovery cohort are described in Table 1. All patients were assessed
at baseline for plasma Kyn and Trp levels. The median value of Kyn, Trp and Kyn/Trp ratio were
2253.50uM (range: 739.8-8245.2), 51.96nM (range: 16.90-95.03) and 37.02 (range: 14.31-441.83),
respectively. Association between baseline clinicopathological characteristics and baseline Kyn level,
Trp level and Kyn/Trp ratio are detailed in Supplementary Table S1.

To investigate the generalizability of our results, we also analyzed circulating Kyn and Trp
levels in a larger prospective trial. The PREMIS trial (NCT03984318) aims to define the immune status
of patients prior an immunotherapy and who are subsequently developing immune-related adverse
event (irAE) in order to identify non-invasive predictive biomarkers of immune toxicity. Among the 292
patients included in this validation cohort, the median age was 62.0 years (range: 25-99), and NSCLC,
melanoma and sarcoma were the most common histological subtypes (110/292, 37.7%; 24/292, 8.2%;
and 21/292, 7.2%, respectively). Both pre-treatment (baseline) and on-treatment (week 6) profiled
samples were available in 165/292 patients (56.5%). The basic clinicopathological characteristics of
the PREMIS Validation cohort are listed in Table 2. The median value of baseline Kyn, Trp and
Kyn/Trp ratio were 2305.32uM (range: 577.2-6822.5), 49.09nM (range: 15.44-112.06) and 46.64
(range: 10.51-220.09), respectively. Association between baseline clinicopathological characteristics
and baseline Kyn level, Trp level and Kyn/Trp ratio in PREMIS Validation cohort are detailed in

Supplementary Table S2.
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Elevated plasmatic tryptophan level is associated with durable clinical benefit and
better clinical outcome to ICl treatment in a discovery cohort

In order to evaluate the predictive value of circulating level of Kyn, Trp and Kyn/Trp ratio, we
guantified these amino acid — using a validated immunoassay — in plasma collected prior ICI-based
treatment (baseline) of 100 patients enrolled in the MATCH-R study (Discovery cohort from MATCH-R,
NCT02517892; baseline clinicopathological characteristics described in Table 1). We then analyzed
clinical benefit (DCB vs. NDB), PFS and OS using maximally selected rank statistics in order to derive
a calculated cutpoint value of Kyn, Trp and Kyn/Trp ratio as the most clinically relevant cut-off value
(Supplementary Fig. S2). These values were then used to stratify patients as Kynti9" (33/100, 33.0%)
or Kyn-®¥ (67/100, 67.0%), Trp"i9h (80/100, 80.0%) or Trp“-°" (20/100, 20.0%), and Kyn/Trp ratioio
(34/100, 34.0%) or Kyn/Trp ratio-®" (66/100, 66.0%), respectively.

Baseline Trp level was found significantly higher in patients deriving a DCB (24/100, 24.0%)
compared to those with a NDB (76/100, 76.0%) from ICI therapy (median Trp level = 51.02uM in NDB
vs. 59.41uM in DCB, respectively; p = 0.035; Fig. 1A). No association was observed between baseline
Kyn level or Trp/Kyn ratio and clinical benefit, respectively (for median Kyn level = 2187.20nM in NDB
vs. 2606.32nM in DCB, respectively; p = 0.12; for median Kyn/Trp ratio = 36.82 in NDB vs. 48.95 in
DCB; p = 0.66, respectively; Fig. 1B-C). In comparison to Trp-°" patients, a higher proportion of Trp*idh
patients had clinical benefit from ICI (for DCB: 1/20, 5.0% vs. 23/80, 28.8%, respectively; for NDB:
19/20, 95.0% vs. 57/80, 71.3%, respectively; p = 0.010; Fig. 1D). Moreover, baseline Trp-®" patients
had significantly worse clinical outcome compared to Trp"i9" patients, with shorter PFS (median PFS:
1.28 months vs. 3.74 months, respectively; HR, 3.09; 95% CI, 1.82-5.23; p < 0.001; Fig. 1E).
Concordantly, patients with Trp-*" level had poorer OS compared with those with TrpHi9" [evel (median
OS: 3.85 months vs. 12.23 months, respectively; HR, 3.11; 95% CI, 1.77-5.48; p < 0.001; Fig. 1F).

We also examined the possibility that baseline Trp level might be associated with other
biomarkers of response to ICI, including PD-L1 tumor expression and CD8 T-cell density (Fig. 2A).
Among patients with evaluable PD-L1 status and CD8 density in the MATCH-R Discovery cohort (n =
63/100, 63.0%), there were a higher proportion of PD-L1 positive tumors in Trp'°¥ patients compared
to those with Trp*i9" (9/14, 64.3% vs. 13/49, 26.5%, respectively; p = 0.009; Fig. 2B). No association
was observed between baseline Trp level and CD8 T cell density within tumors (p = 0.252; Fig. 2C). In
patients with negative PD-L1 tumor expression (TPS < 1; 41/63, 65.1%), baseline TrpHd" level was
significantly associated with longer PFS (median PFS: 1.21 months vs. 2.83 months, respectively; HR,
6.06; 95% CI, 1.99-18.47; p < 0.001; Fig. 2D) compared to those with Trpt®¥ level. A non-significant
trend was observed between Trp level and PFS in patients with positive PD-L1 tumor expression (TPS
> 1; 22/63, 34.9%; Fig. 2E). Similarly, we also noted a significant association between baseline TrpHih
level and prolonged PFS (median PFS: 1.28 months vs. 3.91 months, respectively; HR, 8.05; 95% ClI,
2.72-23.86; p < 0.001; Fig. 2F) in patients with low CD8 T-cell density within tumors (32/63, 50.8%).
However, there was no association between Trp level and PFS in patients with high CD8 T-cell density
within tumors (31/63, 49.2%; Fig. 2G).
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Baseline tryptophan level predicts clinical outcome to ICl in an independent validation
cohort

We then analyzed the correlation between circulating Trp level and response to ICI in an
independent validation cohort from PREMIS study (Validation cohort from PREMIS, NCT03984318;
baseline clinicopathological characteristics described in Table 2). Using optimal cutpoint values that
were determined in MATCH-R Discovery cohort (Supplementary Fig. S2), patients from the PREMIS
Validation cohort (n = 292) were classified as KynHi9" (104/292, 37.0%) or Kyn'°¥ (175/292, 63.0%),
TrpMiah (204/292, 73.6%) or Trp-o" (75/292, 26.4%), and Kyn/Trp ratio™'9" (114/292, 40.4%) or Kyn/Trp
ratio-°" (165/292, 59.6%), respectively.

Concordantly with previous results, there was a significantly higher baseline Trp level among
patients deriving a DCB (77/292, 26.4%) compared to those with a NDB (202/292, 69.2%) from ICI
therapy (median Trp level = 49.89uM vs. 49.04uM, respectively; p = 0.026; Fig. 3A). We also noted a
significant association between baseline TrpH9" and better clinical benefit of ICI, with higher proportion
of patients showing DCB compared to those with Trp-°" level (for DCB: 73/215, 33.9% vs. 13/77,
16.9%, respectively; for NDB: 142/215, 66.1% vs. 64/77, 83.1%, respectively; p = 0.013; Fig. 3B). In
addition, Trp™ieh patients had significantly improved clinical outcome with prolonged PFS (median PFS:
3.53 months vs. 2.13 months, respectively; HR, 1.65; 95% Cl, 1.21-2.25; p = 0.001; Fig. 3C) and OS
(median OS: 14.63 months vs. 6.12 months, respectively; HR, 2.39; 95% CI, 1.62-3.52; p < 0.001; Fig.
3D) in comparison with Trpt®" patients.

Besides baseline Trp level, we also investigated the impact of baseline Kyn level in patients
treated with ICI. No association was found between baseline Kyn level and clinical benefit
(Supplementary Fig. S3A). Conversely, no difference was observed between Kyn'*¥ or KynHioh
patients and clinical benefit, PFS or OS (Supplementary Fig. S3B-D). By using Kyn/Trp ratio as a
metric indicating Trp to Kyn conversion, we could not detect any association between baseline
Kyn/Trp ratio and clinical benefit (Supplementary Fig. S3E) as well as between Kyn/Trp-®" or
Kyn/TrpHieh patients and clinical benefit (Supplementary Fig. S3F). However, Kyn/Trp'°¥ patients
demonstrated a slightly significant longer PFS (median PFS: 3.50 months vs. 2.77 months,
respectively; HR, 0.75; 95% CI, 0.57-0.99; p = 0.045; Supplementary Fig. S3G) and OS (median OS:
13.57 months vs. 9.76 months, respectively; HR, 0.61; 95% CI, 0.42-0.87; p = 0.006; Supplementary
Fig. S3H) in comparison with Kyn/Trp™i9h patients, suggesting that the predictive value of the Kyn/Trp
ratio is mainly driven by baseline Trp level. Altogether, these results confirms that baseline Trp level

predicts clinical outcome to ICI treatment.
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Decrease of tryptophan level upon ICI treatment is associated with poor clinical

outcome

We then sought to determine the impact of ICI on circulating Kyn and Trp metabolites during
treatment compared to the baseline. Among patients from the PREMIS Validation cohort, Kyn and Trp
levels were dosed prior to treatment (baseline) and 6-week after ICI initiation (n = 165), allowing
dynamic analysis of circulating metabolites.

On average, we observed a significant Trp decreases between baseline and week 6 in
patients with a NDB (p < 0.0001), whereas no change was observed in patients with DCB (p = 0.12;
Fig. 4A). Concordantly, patients without Trp decreases were more likely to benefit from ICI, with
higher proportion of patients showing DCB compared to those with Trp fall (p = 0.029; Fig. 4B). In
addition, patients showing Trp decreases had significantly shorter PFS (median PFS: 2.72 months vs.
5.82 months, respectively; HR, 0.54; 95% CI, 0.38-0.78; p = 0.001; Fig. 4C) and OS (median OS:
10.09 months vs. NR, respectively; HR, 0.45; 95% CI, 0.28-0.74; p = 0.001; Fig. 4D) in comparison
with TrpCthers patients.

We also investigated the changes of Kyn and Kyn/Trp ratio during ICI treatment. There was no
significant association between Kyn changes and clinical benefit outcomes (Supplementary Fig.
S4A-B). In addition, no association was observed between Kyn'"“¢as¢ and survival, nor in term of PFS
neither OS (Supplementary Fig. S4C-D). Despite patients with a NDB had a significant Kyn/Trp ratio
fall during ICI treatment (p = 0.007), no significant association was found between Kyn/Trp ratio
changes and clinical benefit outcomes (Supplementary Fig. S4E-F). Similarly, Kyn/Trp ratio changes
did not correlate with PFS or OS (Supplementary Fig. S4G-H). Altogether, these results confirmed

Trp as a top down-regulated metabolite following ICI treatment.
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V. Discussion

In summary, we showed that baseline level of circulating Trp predicts response to ICI in a
subset of patients with advanced solid tumors, confirming its role as a possible predictive biomarker. In
particular, elevated baseline Trp level was associated with durable clinical benefit and prolonged
survival in two independent cohorts of patients treated with ICl. Moreover, we showed that Trp
temporal alterations robustly correlated with survival of patients receiving ICIs, highlighting a possible
mechanism of primary resistance to immunotherapy.

The sources that contributed to these Trp changes in plasma remain unclear. The Trp
catabolism is physiologically regulated by IDO1, TDO and other enzymes that catalyze the conversion
of Trp to Kyn, and plays a pivotal role in tumor progression and regulation of antitumor immune
responses (23,37). Indeed, as a part of concerted mechanisms that occur in the tumor
microenvironnement, a multitude of cancer cells constitutively express or upregulate IDO1, TDO, or
both, and coerce stromal and tumor-infiltrating immune cells, such as DCs and MDSCs, to express
IDO1, supporting evasion of immunosurveillance (38,39). To corroborate these findings, the
metabolomic profiled of hundred cancer cell lines found marked outlier production of Kyn and that
secreted Kyn can be attributed to IDO1 expression (40). To note, changes in intracellular Trp level was
not reported in the latter study. Altogether, these data suggest that tumor cells can probably use IDO1
overexpression to convert Trp into the immunosuppressive Kyn metabolite, thus leading to Trp
depletion in plasma of cancer patients and impairing antitumor immunity. Therefore, circulating Trp
levels may be used as a surrogate parameter of IDO1 activity in tumors. However, besides tumor,
other sources of host-derived Trp to Kyn conversion cannot be ruled out, including immune cells or
microbiota (41-45).

Early studies demonstrated that increased IDOl-mediated Trp to Kyn conversion exert
immunosuppressive effects through AhR activation, leading to suppressed effector T cell proliferation
and enhanced regulatory T cell generation that dampen antitumor immune responses (20,41,42,46—
48). More interestingly, preclinical evidence suggest that upregulated IDO1 activity can be involved in
primary resistance to ICI (30,49). By suppressing this pathway, circulating Trp level could be further
increased, tumor immune resistance could be reversed and checkpoint inhibition efficacy could be
enhanced (23,47,30). Indeed, antibodies targeting PD-1/PD-L1 demonstrated a strong antitumor effect
and increased survival in IDO1 knockout B16 melanoma mice models and combination of ICls with
IDO1 inhibitors synergized to mediate tumor rejection in a T cell-dependent manner (30). Similarly,
PD-1 inhibition had limited activity in selected sarcoma that may be explained by an
immunosuppressive tumor microenvironnement resulting from IDO1 pathway activation (50). Notably,
IDO1 tumor expression has been associated with better response to anti-PD1 in patients with RCC
(51). In our study, we found that ICIs seemed to be more effective when Trp level is elevated, thus
possibly reflecting a naturally low IDO1 activity in tumor and thus a poor Kyn production. One might
surmise that patients with high IDO1 activity, which lead to a more tolerogenic state in the tumor
microenvironnement through upregulation of Tregs and downregulation of effector CD8 T cells, may

derive benefit from IDO1-targeting agents to enhance antitumor immunity. Therefore, our data
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illustrate that checkpoint blockade in combination with IDO1 inhibitors might only benefit a selected
group of patients with Kyn pathway activation. Given the disappointing results of combined PD-1 and
IDO1 inhibition among unselected patient population in randomized trials, our findings highlight the
need and the feasibility of patient stratification by monitoring Trp alterations and more generally point
the relevance of metabolic tumor state in cancer immunotherapy (52,53).

Mounting evidence illuminates IDO1 and the Kyn-Trp-AhR pathway as a pivotal player that
bridges inflammation and immune escape, and drives the failure of ICI (54). Based on this hypothesis,
we have speculated that plasma levels of Trp, reflecting IDO1 activity within tumor, may be associated
with additional tumor microenvironnement features, such as PD-L1 tumor expression status and CD8
T cell density. In our study, we observed an average increased PD-L1 tumor expression among Trp-®"
patients, suggesting upregulation of immune resistance in the tumor microenvironnement potentially
driven by IDO1 activity within tumors. This hypothesis is supported by the association that exists
between Kyn pathway and PD-1/L1 immune checkpoints. Indeed, across 30 human solid tumors from
The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, the gene expression of IDO1, was strongly correlated
with the expression of PD-1 (55). Recently, it was observed that AhR induction and activation by Kyn
upregulates PD-1 expression in both tumor-bearing mice and cancer patients that can potentially favor
a tolerogenic milieu (56). Moreover, we found that TrpHi9" patients with PD-L1 negative tumors or with
low tumor-infiltrating of CD8 T cells had prolonged response to ICI, suggesting a highly competent
antitumor immunity in these patients. Therefore, therapeutic interventions aiming at modulate the Trp-
Kyn-AhR axis and Trp catabolism may have the potential to turn immunologically unresponsive “cold”
tumors “hot” and thus synergize with ICI to improve clinical outcome (13,57,58).

The development of cancer immunotherapy still lacking accurate markers able to predict ICI
efficacy, paving the way of numerous studies focused on blood-derived predictive biomarkers (59-63).
Prior concordant studies demonstrated a correlation between serum Kyn/Trp level and response to
anti-PD-1/L1-based immunotherapy (64-67). More specifically, baseline serum Kyn/Trp ratio was
significantly higher in early progressors in patients with NSCLC treated with nivolumab, and survival
was longer in patients presenting lower values of Kyn/Trp ratio, suggesting its role as a possible
predictive biomarker of primary resistance to ICI (67). Moreover, a comprehensive profiling of serum
metabolites in advanced melanoma and RCC patients treated with anti-PD-1 identified serum Kyn/Trp
ratio increases as an adaptative resistance mechanism associated with worse overall survival (66).
Similar to our observations, the plasma metabolic profile of patients with NSCLC showed that baseline
circulating Trp levels were significantly higher in patients with controlled disease upon ICI (68). Here,
we observed similar effect among patients receiving ICI treatment, where a Trp fall was associated
with poor clinical outcome. Indeed, the overall decrease in Trp levels observed might result in an
adaptative immune suppressive microenvironnement counterbalancing checkpoint blockade and
contribute to immunotherapy resistance (69). However, the changes of Kyn level or Kyn/Trp ratio
between week 6 and baseline were not associated with clinical outcomes, thus highlighting the major
role of Trp on ICl-based antitumor immune response. This advocates for patient stratification and
metabolic monitoring in immunotherapy clinical trials, including those combining PD-1/PD-L1 blockade

and Kyn-Trp-AhR pathway-targeting agents.
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Limitations of our study relies on the study design, in which ancillary analysis may have
introduce diverse biases. In addition, considering the multiple studies that use serum Kyn and Trp
levels as a metric indicating of IDO1 activity, it is yet unknown whether plasma level of Kyn and Trp do
accurately and effectively predict the tumoral activity of IDO1. While IDO1 is expressed physiologically
in multiple type tissues, it would be relevant to evaluate simultaneously the circulating level of Kyn and
Trp as well as tumoral expression of IDO1, and further determine their prognostic value and predictive
capacity of response to ICl. Considering circulating Trp level alone, it thus warrants further
investigation whether this marker could serve as biomarker to select and stratify patients, especially in
the context of immunotherapy and in particular for investigated Trp-Kyn-AhR pathway-targeting drugs.
Recent evidence from studies in different types of cancer points to alternative enzymatic pathways of
Trp catabolism involving TDO and to a lesser extent IDO2 (70,71). TDO, which is considered
responsible for regulating systemic Trp levels by the liver, is constitutively expressed in some cancers
and is equally capable of suppressing antitumour immune responses (72,73). This function may
explain discrepancy between the predictive value of Trp versus Kyn or Kyn/Trp ratio observed in our
study. Moreover, a recent study found that elevated Trp levels in TDO-knockout mice overturned
tumoral immune suppression induced by IDO1, leading to efficacy of anti-PD-1 antibody alone in
IDO1-proficient MC38 colon tumors (74). These biological concerns suggest an additional layer of
complexity that deserves further investigations to deeper understand the interplay between local tumor
microenvironnement and peripheral immunity, particularly in the context of immunotherapy. Therefore,
the role of plasma Trp should be evaluated and interpreted in the context of other circulating and
tissue immunological parameters, such as T-cell subpopulations, MDSCs, cytokines and chemokines,
immune checkpoints, and microbiota. Similarly, owing to the complexity of tumor—immune interactions,
static biomarkers may not be sufficient to accurately predict response and, as such, combination of
dynamic biomarkers may be required (75).

In conclusion, we found that baseline circulating Trp predicts survival and response to ICIs in
patients with advanced solid tumors. Moreover, dynamic alteration of Trp in plasma is possibly
associated with primary resistance to ICl, regardless of the primary tumor type, and thus may serve as
a potential predictive biomarker of ICI efficacy. Taken together, our findings have implications for the
design and interpretation of novel combination therapies involving checkpoint inhibition and Trp-Kyn-

AhR pathway targeting in the era of immuno-oncology.
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List of abbreviations

AhR: aryl hydrocarbon receptor

BIP: Bergonié Institute Profiling

CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte antigen

DNA: desoxyribonucleic acid

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay
GCNZ2: general control nonderepressible 2
HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma
ICI: immune checkpoint inhibitor

IL-2: interleukin-2

IDO1: indoleamine 2,3 dioxygenase 1

iIrAE: immune-related adverse event

KP: kynurenine pathway

Kyn: kynurenine

mMDSC: monocytic myeloid-derived suppressor cells

MSI: microsatellite instability

mTORC1: mammalian target of rapamycin complex 1
NR: not reached

NSCLC: non-small cell lung carcinoma
OS: overall survival

pDC: plasmacytoid dendritic cell

PD-1: programmed cell death protein 1
PD-L1: programmed death-ligand 1
PFS: progression-free survival

RCC: renal cell carcinoma

TIL: tumor-infiltrating lymphocyte

TLS: tertiary lymphoid structure

TMB: tumor mutational burden

Treg: regulatory T cell

Trp: tryptophan
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V. Figures and tables

Figures and Tables

Figure 1. Impact of Kyn level, Trp level and Kyn/Trp ratio in patients treated with ICl in

MATCH-R Discovery cohort.
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A, Baseline Trp level and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

B, Baseline Kyn level and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

C, Baseline Kyn/Trp ratio and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

D, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Trp-°* vs. TrpHo" patients.

E, Progression-free survival (PFS) in Trpto" vs. Trp"ih patients.

F, Overall survival (OS) in Trp-°" vs. TrpM9" patients.

* DCB, durable clinical benefit; Kyn: kynurenine; NDB: non-durable benefit, Trp: tryptophan.
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All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,

and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),

adjusted as detailed in the methods section.
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Figure 2. Impact of PD-L1 status, CD8 T-cell density and Trp level in patient treated

with ICl in MATCH-R Discovery cohort.
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A, PD-L1 status and CD8 T-cell density evaluated by immunohistochemistry in tumors: PD-L1P°s
(upper left), PD-L1Ne9 (lower left), CD8" (upper right), CD8Me" (lower right), respectively.

B, PD-L1 tumor status (PD-L1N®9vs. PD-L1P%) in Trp'°¥ vs. TrpHi9" patients.

C, CD8 T-cell density within tumor (CD8%" vs. CD8M9" in Trp‘°" vs. Trp™ioh patients.

D, Progression-free survival (PFS) in PD-L1N®9 patients (TPS < 1) according to baseline Trp level.

E, Progression-free survival (PFS) in PD-L1P°s patients (TPS > 1) according to baseline Trp level.

F, Progression-free survival (PFS) in CD8°¥ patients according to baseline Trp level.

G, Progression-free survival (PFS) in CD8"9" patients according to baseline Trp level.

* TPS: tumor proportion score.

All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,

and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),

adjusted as detailed in the methods section.
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Figure 3. Impact of Trp level in patients treated with ICl in PREMIS Validation cohort.
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A, Baseline Trp level and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

B, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Trp°¥ vs. TrpHid" patients.

C, Progression-free survival (PFS) in Trpt®" vs. Trp™ie" patients.

D, Overall survival (OS) in Trp°¥ vs. Trp"i9" patients.

* DCB, durable clinical benefit; Kyn: kynurenine; NDB: non-durable benefit, Trp: tryptophan.

All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,
and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),
adjusted as detailed in the methods section.
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Figure 4. Impact of Trp changes during ICl treatment in PREMIS Validation cohort.
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A, Trp changes (baseline vs. week 6) and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

B, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in TrpPecrease ys, TrpCthers patients.

C, Progression-free survival (PFS) in TrpPecrease ys, TrpOthers patients.

D, Overall survival (OS) in TrpPecrease yg, TrpOthers patients.

* DCB, durable clinical benefit; Kyn: kynurenine; NDB: non-durable benefit, Trp: tryptophan.

All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,
and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),
adjusted as detailed in the methods section.
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Table 1. Baseline clinicopathological characteristics of the

MATCH-R Discovery

cohort.
N=100
Age - yr Median 63.0
Range 34-92
<65 (%) 54 (54)
Sex - n (%) Male 62 (62.0)
Female 38 (38.0)
PS ECOG - n (%) 0 27 (27.0)
1 56 (56.0)
22 17 (17.0)
Cancer type - n (%) NSCLC 77 (77.0)
(=10) Urothelial 13 (13.0)
Other tumors* 10 (10.0)
Prognosis - n (%) Poor (<12 months) 57 (57.0)
Good (>12 months) 43 (43.0)
Clinical benefit — n (%) DCB** 24 (24.0)
NDB** 76 (76.0)

* QOthers tumors: colorectal, thyroid, cholangiocarcinoma, duodenum, endometrial, melanoma,

prostate.

** DCB: durable clinical benefit; NDB: non-durable benefit.

Abbreviations: PS ECOG : Performans Status Eastern Cooperative Oncology Group; NSCLC: non-

small cell lung carcinoma.
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Table 2. Baseline clinicopathological characteristics of the PREMIS Validation cohort.

N=292
Age -yr Median 62.0
Range 25-99
<65 (%) 165 (56.5)
Sex - n (%) Male 173 (59.2)
Female 119 (40.8)
PS ECOG - n (%) 0 105 (36.1)
1 139 (47.8)
22 47 (16.2)
Cancer type - n (%) NSCLC 110 (37.7)
(=210) Melanoma 24 (8.2)
Sarcoma 21 (7.2)
Renal 19 (6.5)
Urothelial 17 (5.8)
Cutaneous SCC 12 (4.1)
HNSCC 11 (3.8)
Breast 10 (3.4)
Colorectal 10 (3.4)
Other tumors* 58 (19.9)
Liver metastasis - n (%) Yes 72 (24.7)
No 220 (75.3)
Lines of treatment - n (%) 1 92 (31.5)
2 98 (33.6)
3 40 (13.7)
4+ 34 (11.6)
NA 28 (9.6)
Range 1-11
Previous immunotherapy - n (%) Yes 12 (4.1)
No 230 (78.8)
Unknown 50 (17.1)
Previous chemotherapy - n (%) Yes 202 (69.2)
No 76 (26.0)
Unknown 14 (4.8)
Immunotherapy regimen - n (%) Monotherapy 262 (89.7)
Combination 30 (10.3)
Pre- and on-treatment samples — n (%) Yes 165 (56.5)
No 127 (43.5)
Prognosis - n (%) Poor (=12 months) 239 (81.8)
Good (>12 months) 40 (13.7)
Unknown 13 (4.5)
Clinical benefit - n (%) DCB** 77 (26.4)
NDB** 202 (69.2)
NA 13 (4.4)

* Others tumors: cervix, gastric, ovarian, SCLC, esophagus, mesothelioma, thymic, HCC, Merkel cell
carcinoma, prostate, CUP, thyroid, adrenal, anal, cholangiocarcinoma, endometrial, intestine,
pancreas, testis.

** DCB: durable clinical benefit; NDB: non-durable benefit.

Abbreviations: CUP: carcinoma of unknown primary; HCC: hepatocellular carcinoma; HNSCC: head
and neck SCC; NA: not available; NSCLC: non-small cell lung carcinoma; PS ECOG: Performans

Status Eastern Cooperative Oncology Group; SCC: squamous cell carcinoma.
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Supplementary Figures and Tables

Supplementary Fig. S1. General workflow of the ancillary analysis of MATCH-R and

PREMIS studies.
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Supplementary Figure S2. Optimal cutpoint value calculation for Kyn, Trp and Kyn/Trp
ratio in MATCH-R Validation cohort.
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(version 0.4.9).

- 66 -



Supplementary Figure S3. Impact of Kyn level and Kyn/Trp ratio in patients treated
with ICl in PREMIS Validation cohort.
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A, Baseline Kyn level and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

B, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Kynt* vs. Kyn"ioh patients.

C, Progression-free survival (PFS) in Kyn®" vs. Kyn"i9" patients.

D, Overall survival (OS) in Kynto" vs, Kyn"ish patients.

E, Baseline Kyn/Trp ratio and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

F, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Kyn/Trp-*" vs. Kyn/TrpHi9" patients.

G, Progression-free survival (PFS) in Kyn/Trp-°¥ vs. Kyn/TrpHi9" patients.

H, Overall survival (OS) in Kyn/Trpt®" vs. Kyn/TrpHi9h patients.

* DCB, durable clinical benefit; Kyn: kynurenine; NDB: non-durable benefit, Trp: tryptophan.

All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,
and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),
adjusted as detailed in the methods section.
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Supplementary Figure S4. Impact of Kyn and Kyn/Trp ratio changes during ICI
treatment in PREMIS Validation cohort.
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A, Kyn changes (baseline vs. week 6) and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

B, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Kyn'"®rease yg, KynOthers patients.

C, Progression-free survival (PFS) in Kyn'nerease yg, Kyn©thers patients.

D, Overall survival (OS) in Kyn'"crease ys_ KynOthers patients.

E, Kyn/Trp ratio changes (baseline vs. week 6) and clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB).

F, Clinical benefit outcomes (DCB vs. NDB) in Kyn/Trp'ncrease ys, Kyn/TrpO™hers patients.

G, Progression-free survival (PFS) in Kyn/Trp'ncrease ys, Kyn/Trp©thers patients.

H, Overall survival (OS) in Kyn/Trp'ncrease yg, Kyn/Trp©thers patients.

* DCB, durable clinical benefit; Kyn: kynurenine; NDB: non-durable benefit, Trp: tryptophan.

All reported p values are of the t-tests and the chi-squared (x?) tests from the Cox regression analysis,
and Kaplan-Meier curves of progression-free (log-rank test) and overall survival (log-rank test),
adjusted as detailed in the methods section.
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Supplementary Table S1. Association between baseline clinicopathological characteristics and baseline Kyn level, Trp level and

Kyn/Trp ratio in MATCHR Discovery cohort.

Serum Kyn Serum Trp Serum Kyn/Trp ratio
0, - - -
N (%) (mean = SD) p-value (mean £ SD) p-value (mean £ SD) p-value
Total N=100  2461.81 + 1193.27 54.00 + 16.43 53.63 £ 52.75
Age - yr <65 54 (54.0) 2273.61+1277.80  0.088 53.26 + 16.47 0.59 51.59 + 61.85 0.67
>65 46 (46.0)  2682.74 + 1056.95 55.06 + 16.52 56.04 + 40.08
Sex - n (%) Male 62 (62.0) 2582.85 + 1031.91 0.20 55.83 + 16.35 0.18 53.33 & 37.83 0.94
Female 38(38.0)  2264.34 + 1410.59 51.26 + 16.39 54.13 + 71.32
PSECOG-n (%) O 27 (27.0)  2212.21 + 753.10 0.31 63.23+16.01  <0.0001 37.06 + 15.49 0.15
1 56 (56.0)  2620.57 + 1388.15 53.38 + 15.41 58.18 + 63.83
>2 17 (17.0)  2335.29 + 1026.87 41.91 + 11.72 64.96 + 46.40
Cancer type-n + + +
o0 NSCLC 77 (77.0)  2367.60 + 1238.06 0.27 52.81 % 16.70 0.18 53.42 + 56.46 0.64
(10) Urothelial 13 (13.0)  2942.90 + 1052.64 54.90 + 17.40 63.47 + 48.14
Other tumors* 10 (10.0)  2561.85 + 905.84 62.94  10.42 42.46 + 18.13
Prognosis - n (%) Eq%?]rtg;z 57 (57.0)  2381.58 + 1330.83 0.44 49.11+1552  0.00035 59.84 + 66.63 0.18
Good (>12 43 (43.0)  2568.18 + 987.19 60.69 * 15.40 45.41 + 22.77
months)
S'('(;:)Ca' benefit = g 24 (24.0)  2793.82 +925.81 0.12 60.22 + 15.64 0.035 49.47 +21.22 0.66
NDB** 76 (76.0)  2356.97 + 1253.11 52.16 + 16.30 54.95 + 59.40

* Others tumors: colorectal, thyroid, cholangiocarcinoma, duodenum, endometrial, melanoma, prostate.

** DCB: durable clinical benefit; NDB: non-durable benefit.

Abbreviations: PS ECOG: Performans Status Eastern Cooperative Oncology Group; NSCLC: non-small cell lung carcinoma.

All reported p values are of the t-tests and analysis of variance (anova) tests as detailed in the methods section.
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Supplementary Table S2. Association between baseline

Kyn/Trp ratio in PREMIS Validation cohort.

clinicopathological characteristics and baseline Kyn level, Trp level and

Serum Kyn Serum Tr Serum Kyn/Trp ratio
N (%) (mean + SyD) p-value (mean * SB) p-value (mea)rlw + SPD) p-value
Total N =292 2567.91+ 1204.55 50.26 + 16.31 55.36 + 32.57
Age - yr <65 165 (56.5) 2486.99 +1122.46 0.20 51.38+16.26  0.19 51.09 £ 25.48 0.012
265 127 (43.5) 2672.05 +1299.90 48.81 + 16.35 60.86 * 39.33
Sex - n (%) Male 173 (59.2) 2563.49 +1266.35 0.94 49.15+1523 0.18 56.42 £ 35.51 0.52
Female 119 (40.8) 2574.12 +1117.30 51.82 + 17.69 53.88 + 28.02
PS ECOG - n (%) 0 105 (36.1) 2554.16 +1185.33 0.30 51.34+16.00 0.15 54.71 + 34.57 0.89
1 139 (47.8) 2661.90 + 1256.19 50.86 + 16.32 56.41 + 32.96
22 47 (16.2) 2334.53 +1074.47 45.82 + 16.90 54.27 £ 26.70
Cancer type - n (%) NSCLC 110 (37.7) 2462.98 +1250.18 0.42 47.91+16.73 0.47 56.39 £ 34.85 0.35
(=10) Melanoma 24 (8.2) 2289.02 £+ 890.59 51.12 + 14.17 47.74 £ 24.04
Sarcoma 21 (7.2) 2474.34 +£1189.67 50.39 + 16.26 51.97 + 27.95
Renal 19 (6.5) 2512.92 +1362.40 49.24 + 15.48 52.51 +23.25
Urothelial 17 (5.8) 2805.63 + 1487.73 52.92 £ 19.44 61.09 £ 50.32
Cutaneous SCC 12 (4.1) 3241.94 +1349.29 45.74 + 12.24 79.45 £ 53.74
HNSCC 11 (3.8) 2733.71 +1462.58 59.38 £ 24.33 48.73 £ 24.19
Breast 10 (3.4) 3151.32+1518.93 53.61 + 19.62 62.23 + 35.39
Colorectal 10 (3.4) 2748.99 £992.85 54.27 + 12.86 51.52 + 17.50
Others tumors* 58 (19.9) 2580.98 + 1013.92 51.99 + 14.71 53.08 * 26.62
Liver metastasis - n (%) Yes 72 (24.7) 2553.81+1133.62 0.91 51.35+15.65 0.51 52.47 £ 25.21 0.32
No 220 (75.3) 2572.55 £ 1229.53 49.90 + 16.55 56.31 + 34.65
Lines of treatment - n (%) 1 92 (31.5) 2546.22 +1170.31 0.50 49.82+17.23 0.23 56.95 + 35.13 0.48
2 98 (33.6) 2573.49 +1332.33 48.80 = 15.83 57.39 + 38.01
3 40 (13.7) 2399.76 + 1000.97 53.46 £ 16.15 46.42 +17.85
4+ 34 (11.6) 2507.32 +1245.20 47.57 + 15.77 55.54 + 28.15
NA 28 (9.6) 2925.58 + 1100.68 55.05 + 15.15 56.08 + 24.97
Previous immunotherapy - n (%) Yes 12 (4.1) 2439.25+903.29 0.0051 48.44 +15.42 0.66 53.97 + 23.90 0.16
No 230 (78.8) 2461.57 £ 1152.63 49.95 + 16.54 53.63 £ 32.21
Unknown 50 (17.1) 3072.55 + 1376.45 52.08 + 15.69 63.42 + 35.26
Previous chemotherapy - n (%) Yes 202 (69.2) 2544.81+1199.79 0.24  50.19 + 15.87 0.59 54.56 + 32.12 0.83
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No 76 (26.0) 2527.26 +1166.30 49.63 + 17.36 57.01 £ 35.75
Unknown 14 (4.8) 3098.04 +1424.94 54.49 + 17.22 57.69 £ 20.08
Immunotherapy regimen - n (%) Monotherapy 262 (89.7) 2605.80£1202.45 0.11  50.31 % 16.45 0.87 56.31 + 33.04 0.14
Combination 30 (10.3) 2214.36 +1188.15 49.77 + 15.36 46.58 + 26.80
Prognosis - n (%) Poor (€12 months) 239 (81.8) 2517.42 +1220.13 0.09  48.81+16.27 0.00025 56.15 + 34.23 0.33
Good (>12 months) 40 (13.7) 2869.60 + 1071.67 58.93 £ 13.91 50.67 + 19.67
Unknown 13 (4.5) NA NA NA
Clinical benefit — n (%) DCB** 77 (26.4) 2489.10+1203.37 050 48.71+15.70 0.33 54.93 £ 29.97 0.89
NDB** 202 (69.2) 2597.95 + 1206.62 50.84 + 16.55 55.52 + 33.58
NA 13 (4.4) NA NA NA

* Others tumors: cervix, gastric, ovarian, SCLC, esophagus, mesothelioma, thymic, HCC, Merkel cell carcinoma, prostate, CUP, thyroid, adrenal, anal,

cholangiocarcinoma, endometrial, intestine, pancreas, testis.

** DCB: durable clinical benefit; NDB: non-durable benefit.

Abbreviations: CUP: carcinoma of unknown primary; HCC: hepatocellular carcinoma; HNSCC: head and neck SCC; NA: not available; NSCLC: non-small cell

lung carcinoma; PS ECOG: Performans Status Eastern Cooperative Oncology Group; SCC: squamous cell carcinoma.

All reported p values are of the t-tests and analysis of variance (anova) tests as detailed in the methods section.
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Abstract

Metabolism of the essential amino acid tryptophan (Trp) is a key metabolic pathway that both
promotes tumor cell intrinsic malignant properties as well as restricts antitumour immunity, thus
emerging as a drug development target for cancer immunotherapy. Three cytosolic enzymes,
indoleamine 2,3-dioxygenase 1 and 2 (IDO1/2) and tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO), catalyzes the
first-rate limiting step of the degradation of Trp to kynurenine (Kyn) and modulates immunity toward
immunosuppression mainly through the aryl hydrocarbon receptor (AhR) activation in numerous types
of cancer. By restoring antitumor immune responses and synergizing with other immunotherapies, the
encouraging preclinical data of IDO1 inhibitors has dramatically failed to translate into clinical success
when combined with immune checkpoints inhibitors, reigniting the debate of combinatorial approach.
Various compounds are currently being tested in clinical trials, mainly as an adjunct to other treatment
modalities such as immune checkpoint inhibitors. In this review, we provide comprehensive
background information on immunomodulatory role of the Trp catabolism metabolites that highlight this
pathway as relevant target in immuno-oncology. We also discuss disappointing results yielded by
IDO1 inhibitors and mechanisms that might have contributed to this failure. Finally, we discuss the
current state-of-art surrounding alternative approaches of novel anticancer immunotherapies targeting
both the upstream and downstream effector molecules of Trp catabolism as well as challenges and

perspectives in the era of immunotherapy.
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. Introduction

Over the last decade, tumor immune escape has been considered as a new paradigm that
promotes tumor growth and evasion, thus appearing as an attractive therapeutic strategy (1). In this
regard, recent success in immunotherapies with immune checkpoint inhibitors (ICIs), including biologic
drugs targeting the programmed death receptor/ligand 1 (PD-1/PD-L1) and cytotoxic T lymphocyte
associated protein 4 (CTLA-4), has revolutionized the oncology field and afforded patients with various
types of cancer the potential for long-term survival (2). Traditionally, anticancer modalities (such as
chemotherapy, irradiation, and targeted therapies) exert their therapeutic effects by directly killing
proliferating cancer cells. Their efficacy has been limited by toxicity and by rapid development of
resistance. In contrast, cancer immunotherapies aim to harness the immune system to eradicate
cancer cells and control tumor growth. The clinical use of ICIs illustrates the success in struggling
cancer by enhancing T cell-mediated adaptative antitumor immune response.

In the context of cancer, tumor cells acquire the ability to inhibit the expansion and function of
effector T cell through upregulation of immune checkpoint molecules, including PD-1 and CTLA-4.
Similarly, PD-1 and CTLA-4 are frequently expressed by various immune cells in the tumor
microenvironment (TME) and negatively regulate the effector functions of T cells. Thereby, ICls
prevent engagement of PD-1 and CTLA-4 with their corresponding ligands, enabling the immune
system to mount potent antitumor immune response by reinvigorating T cells against cancer cells.
Consequently, ICls in clinical care has delivered meaningful clinical benefit across multiple solid
tumors. Despite the widening approval of ICIs against an ever growing list of malignancies, the
majority of patients do not derive benefit or develop early resistance (3). Patients identified as likely to
respond from ICls include those with tumors harboring a T-cell inflamed phenotype in the TME,
suggesting immunosuppressive mechanisms that contribute to ICI failure (4—6). Therefore, novel
strategies capable of converting immunosuppressive TME to inflammatory tumors may portend a
paradigm shift in cancer immunotherapy.

Specific clinical focus has increasingly centered on the metabolic mechanisms of
immunosuppression exerted by the tryptophan-kynurenine-aryl hydrocarbon receptor (Trp-Kyn-AhR)
pathway in the TME. The Trp catabolism is physiologically regulated by indoleamine 2,3-dioxygenase
1 and 2 (IDO1/IDO2), tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO), kynureninase and downstream signaling of
Trp catabolites as agonists of AhR. Pivotal research has revealed that Kyn is a key signaling molecule
that can transduce the immunosuppressive effects of IDO1 and TDO (7). In preclinical models,
enhanced activity of the Trp-Kyn-AhR pathway has been correlated to impairment of antitumor
immunity and tumor growth (8-10). More recent characterization of AhR has revealed multiple
mechanisms by which it engenders a tolerogenic immune milieu (11). Therefore, Trp catabolism
pathway is considered as a critical step in tumor cell evasion of the innate and adaptative immune
systems (12,13). Furthermore, IDO1 has been shown to participate in mechanisms of resistance to
checkpoint inhibitors (14), making the combination of an IDOL1 inhibitor with ICI an attractive strategy.

To date, the multiple IDO1 inhibitors tested alone or combined with ICI in clinical trials have provided
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disillusioning results. However, deeper biological and pharmacological insights in Trp catabolism have
brought renewed hopes for targeting this pathway in the anticancer immunotherapy era.

In this review, we summarize the immunomodulatory role of the Trp-Kyn-AhR pathway in the
context of cancer. We then the provide updates on recent advances in the development of novel
anticancer immunotherapies targeting both the upstream and downstream effector molecules of Trp
catabolism and finally discuss upon the current challenges and future perspectives in the field of

immuno-oncology.
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. Immunomodulatory role of the Trp catabolism
pathway in cancer

Considered as an essential amino acid, Trp must be taken from the diet to support
physiological processes, including cell growth and maintenance (15). Trp is generally utilized in three
major metabolic routes: incorporation into proteins, production of serotonin, and breakdown into
kynurenine (Kyn). Three enzymes catalyze the committing and rate-limiting step of the Kyn pathway
(KP) that transforms Trp into a series of biologically active second metabolites: IDO1, IDO2 and TDO
(Figure 1)(16-18). Contrary to the uncertain role and regulation of IDO2, IDO1 and TDO are well-
characterized intracellular heme-containing metalloproteins that are responsible for the metabolism of
a majority of the Trp intake. IDO1 is an inducible enzyme that is produced widely in many tissues and
cells, including endothelial cells, and cells that in part constitute the TME, including fibroblasts,
antigen-presenting cells (APCs such as dendritic cells (DCs) and macrophages), and myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs)(19). IDO1 recognizes a broad range of indole-containing substrates and is
being upregulated by the interplay of inflammatory cytokines, including the pivotal immune regulatory
Th1 cytokine interferon y (IFN-y) and interleukin-6 (IL-6)(20-22). By contrast, TDO is predominantly
expressed in the liver and presumably plays a key role in maintaining homeostasis of Trp levels as
specific enzyme for metabolizing Trp to Kyn. TDO is regulated by Trp, cholesterol and the lipid
metabolite prostaglandin E2 (PGE-2)(23). The cancer-promoting role of KP enzymes was first reported
in 2005 (24). Indeed, IDO1 was found to support tumor formation by inhibiting T-cell-dependent
immunity via its enzymatic function. As a part of concerted mechanisms that occur in the TME, a
multitude of cancer cells constitutively express or upregulate IDO1, TDO, or both, and coerce stromal
and tumor-infiltrating immune cells, such as DCs and MDSCs, to express IDO1, supporting evasion of
immunosurveillance (25-30).

Several multifaceted mechanisms have been proposed to explain the role of Trp catabolic
pathway in tumor-associated immunosuppression (Figure 1). First, Trp depletion induced by IDO1 in
the TME suppress the mammalian target of rapamycin (MTOR) complex 1 (mTORC1) pathway and
activate the integrated stress response kinase general control over nonderepressible 2 (GCN2) in
tumor-infiltrating T cells, leading to their anergy and apoptosis (31-33). In response to low levels of
Trp, the serine/threonine kinase GCN2 phosphorylates eukaryotic initiation factor 2o kinase (elF2a),
resulting in decreased protein production (34). Moreover, IDO1-activated GCNZ2 inhibits fatty acid in
naive T cells, which is important for T cell proliferation and activity (35). However, recent studies have
guestioned the hypothesis by which suppression of anti-tumor immune responses by Trp metabolism
is driven by local Trp starvation and subsequent GCN2-mediated T cell anergy. In preclinical mouse
melanoma models, GCN2-deficient T cells showed equal effect to wild-type T cells against B16
melanoma, highlighting that immune regulation by GCN2 is presumably context-dependent (36).
Furthermore, GCN2 is a common sensor of amino acid starvation that is not specific to Trp (37). Thus,
further studies are required to unravel the specific role of GCN2 in Trp depletion-associated

immunosuppression.
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A second postulation has emerged when the Trp catabolite Kyn and its downstream
metabolites were recognized as potent endogenous ligand of the AhR (11,26,38-40). Numerous
investigations have revealed a complex and central role of AhR in inducing tolerogenic immune
responses (41). Within a specific context, AhR regulates the functions of multiple cells of both innate
and adaptative immune system, including DCs, macrophages, natural killer (NK) cells, innate lymphoid
cells (ILCs), type 17 helper (Th17) cells, Th22 cells and regulatory CD4 T (Tregs) cells (Figure 2).
Ligand-activated AhR translocates from cytosol to the nucleus and binds to response elements in the
promoter regions of the corresponding target genes. Kyn-mediated AhR activation was shown to
induce the death of CD8 T cells and upregulate the expression of PD-1 in CD8 T cells as well as to
stimulate the differentiation of Tregs cells (40,42—44). AhR activation also upregulates the expression
genes encoding IL-6 in cancer cells and macrophages (22,45). The proinflammatory cytokine IL-6 and
the immunosuppressive PGE2 enhance the activity of both IDO1 and TDO, respectively, which fosters
signaling by Kyn and AhR. In the TME, AhR suppresses the innate antitumor immune response of
DCs and promote the production of IL-10 by NKs, a potent anti-inflammatory cytokine (39,46,47). The
action of AhR in NK cells also promotes the production of IFN-y, a potent tumoricidal cytokine that also
upregulates IDO1 expression (46). AhR interacts with the transcription factor c-Maf to promote the
development of Tregs, another major source of IL-10 (48). IL-10 contributes to the differentiation,
proliferation and maintenance of Tregs, which impairs the maturation and function of cytotoxic CD8 T
cells (CTLs)(49). IL-10 also promotes the development and proliferation of tolerogenic DCs (tDCs),
tumor-associated macrophages (TAMs), and MDSCs that populate the TME to support angiogenesis
and tumor immune escape (50,51). Furthermore, type | IFN produced by DCs potently induces IDO1,
which serves as a cell-autonomous control of type | IFN and antagonizes its antitumoricidal effects
(52). Similarly, type | IFN responses are also negatively regulated by AhR activation, which
upregulates the expression of the 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCCD)-inducible poly(ADP-ribose)
polymerase (TiPARP), leading to inactivation of interferon regulatory factors (IRFs), thus impairs the
interferon-B (IFN-B) response that is required for antitumor immunity (53). In addition to the formation
of Kyn-related ligands, AhR is also modulated by various Trp-derived AhR agonists, including 6-
formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ) and 2-(1'H-indole-3’-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid methyl
ester (ITE). In vitro, treatment of native T lymphocyte with the high-affinity ligand FICZ increase the
suppressive Treg and inflammatory Th17 populations (54). Similarly, activation of AhR with ITE in vitro
causes significant increases in Treg cells in the spleen and blood of the treated mice (55). Altogether,
the activation of AhR by Trp-derivative ligands dampens the innate and adaptative immune responses
to lend further support to tumor growth.

Besides the immunomodulatory effects of ligand-activated AhR that jeopardize the tumoricidal
immunity, a contrarian view suggests that AhR activation may also drive an antitumor tumor immune
response. In vitro and mouse models of AhR-expressing NK cells demonstrated enhanced IFN-y
production and cytolytic activity when treated with FICZ. In addition, FICZ-related activation of AhR in
NK cells inhibited the growth of RMA-S murine lymphoma tumor cells in a wild-type immunocompetent
mice as well as that of B16 melanoma tumors in Rag”’ immunocompromised mice (56). Similarly,

human NK cells treated with the AhR agonist FICZ in combination with IL-2 increased degranulation
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and cytotoxicity (57). In myeloid cells, ligand-activated AhR turned the polarization of monocyte
differentiation toward monocyte-derived DCs over monocyte-derived macrophages, thus promoting the
production of proinflammatory cytokine IL-23 and the formation of Th17 cells (58). These complexe
and opposite networks established that these immune responses induced by ligand-activated AhR are
presumably context- and ligand-dependent, thus requiring further investigations, particularly in the
immunotherapy era.

It is of note that IDO1 expression is associated with other immune checkpoints, most notably
PD-L1 and CTLA-4, supporting the concept of their joint targeting for synergistic antitumor effect (59).
Association between the Trp-Kyn-AhR pathway and PD-1/L1 was suggested by the observation that
both pathways are induced by IFN-y in the TME. In response to pathogens, such as tumor-associated
antigen, the tumoricidal cytokine IFN-y is secreted by CTLs, which is directly responsible for the
antitumor effect of CTLs. Conversely, IFN-y also induces the expression of IDO1 and PD-L1, thus
attenuating the cytotoxicity of CTLs (60). In tumor-associated macrophages (TAMs), Kyn-mediated
activation of AhR induces a tolerogenic phenotype by regulating the expression of immunosuppressive
molecules such as PD-L1 (61). Moreover, across 30 human solid tumors from The Cancer Genome
Atlas (TCGA), the gene expression of IDO1 was strongly correlated with the expression of PD-1
across increasing level of IFN-y-responsive gene expression from non-T cell-inflamed to highly T cell-
inflamed tumors (62). To note, expression of IDO2, TDO, KYNU, AHR, and GCN2 did not correlate
with PD-1 expression or demonstrate IFN-y responsiveness on a transcriptional level (62). In
melanoma, cancer cells develops resistance to anti-CTLA-4 therapy by the upregulation of IDO1 (63).
Similarly, cancer cells can simultaneously upregulate multiple immunosuppressive mechanisms, and
the combination of IDO1 inhibitor with PD-1/L1 and CTLA-4 antibodies showed significant synergistic
antitumor efficacy in mouse models of brain cancer and melanoma (14,63,64). Thereby, IDO1
provides integral support for tumor-promoting inflammation, advocating for its development as a
therapeutic target in combination with ICI.

Taken together, these preclinical results unveil an intricated signaling network between the Trp
metabolic enzymes IDO1/TDO, the KP metabolite Kyn and the ligand-activated transcription factor
AhR, which is deregulated by cancer cells to highjack antitumor immunity and develop resistance to
anticancer therapies, including ICls. Mounting evidence illuminates IDO1 as a pivotal player that
bridges inflammation, vascularization and immune escape, and drives the failure of ICI (63,65). Recent
research further revealed that IDO1 is closely linked to both CTLA-4 and PD1/PD-L1 via complex
pathways. In mouse model, Tregs initiated the expression of IDO1 and Trp catabolism in DCs through
a CTLA-4-dependent mechanism (66). Moreover, IDO1 expression in DCs was induced by the
interaction of PD-1 with PD-L1 on the surface of mast cells and/or with PD-L2 on the surface of DCs
that stimulated Tregs (67). In addition, PD-1 signaling acted to stabilize IDO1-activated Treg in tumors,
preventing them from reprogramming into inflammatory effector cells (68). These data emphasize the
use of combinatorial strategies of ICI with IDO1 inhibitors. In a mouse model of B16 melanoma, CTLA-
4 blockade strongly synergized with IDO1 inhibitors to mediate rejection of both IDO1-expressing and
nonexpressing poorly immunogenic tumors in a T cell dependent manner, emphasizing the importance

of the inhibitory role of both tumor- and host-derived IDO1 (63). Moreover, the Kyn-AhR interaction
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has been shown to upregulate PD-1 expression by CD8 T cells in the TME, which could potentially be
reinvigorated by anti-PD-1/PD-L1 drugs (42). In clinical care, several IDO1 inhibitors have
predominantly been tested in combination with other treatment modalities, such as ICls, but providing
disappointing results. Multiple approaches are ongoing to target the IDO1/TDO2-Kyn-AhR signaling

circuitry, notably in combination with immunotherapy.
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lll. Clinical development of IDO1 inhibitors and
Trp-Kyn-AhR pathway modulators

The IDO1 enzyme is broadly expressed in many human cancers in tumor, stromal, vascular
and immune cells within the TME where its expression tends to be associated with poor prognosis
(69,70,29). Given the critical biological importance of IDO1 in antitumor immunotherapy, IDO1 and its
surrounding pathways have become an attractive target for cancer treatment. Besides the large
number of selective IDO1 inhibitors reported, several biochemical strategies exist to inhibit the Trp-
Kyn-AhR pathway, aiming at regulate mediators of antitumor immunity (Table 1). Thus, combination
with ICI has held great promises, aiming to improve efficacy or to overcome resistance to ICI. To date,
IDO1 inhibitors have predominantly been evaluated in clinical trials alone or in combination with other
treatment modalities, such as ICls. Additional pharmacological candidates have entered in clinical
development and focus on targeting downstream of IDO1/TDO. We will outline three different
strategies that tackle the IDO1/TDO-Kyn-AhR signaling circuitry in cancer treatment: (i) inhibition of
IDOL/TDO by IDO1 inhibitors, (i), systemic depletion of Kyn by engineered kynurenisases, and (iii)
inhibition of AhR activation by synthetic AhR modulators (Table 2).

1. Clinical development of IDO1 inhibitors

Since the first description of indoximod as an IDO1 pathway inhibitor, several other IDO1
inhibitors have been generated to prevent the formation of the AhR ligand Kyn. Except indoximod,
selective IDO1 inhibitors enzyme either compete with Trp for the catalytic site of IDO1 or bind the
enzyme with very high affinity. Most of these molecules were evaluated in a combinatorial approach
with ICI (Table 1).

Epacadostat (INCB24360) is an orally available IDO1-selective inhibitor that is still under
active clinical investigation. Competing with Trp for binding to the catalytic domain of IDO1,
epacadostat demonstrated relatively modest inhibitory activities against Kyn synthesis in a human
IDO1 enzymatic assay and un a human blood assay, with essentially no activity against TDO (71).
Inhibition of IDO1 catalytic activity by epacadostat inhibited Treg proliferation induced by human DCs
stimulated with IFN-y that induced IDO1 expression. In in vitro tumor cell lysis assays, T cells
stimulated with epacadostat-treated DCs produced significantly more IFN-y and displayed higher
potency (72). In cocultures of human allogeneic lymphocytes with DCs or tumor cells, epacadostat
promoted the growth of effector T cells and NK cells, reduced conversion of naive T cells to Tregs, and
increased the number of DCs (25). In immunocompetent C57BL/6 mouse syngeneic models of
pancreatic and colorectal cancers, epacadostat was found to inhibit tumor growth. This antitumor
efficacy was abolished in immunodeficient mice, supporting an immune-mediated antitumor response
(73). The combination of epacadostat with anti-PD-1 antibody significantly improved survival of
C57BL/6 mice implanted intracranially with murine GL261 glioblastoma, suggesting a potential
synergistic effect of the combinatorial treatment (74). In a clinical trial conducted in patients with
cancer receiving epacadostat, Kyn concentration in plasma indicated 80-90% inhibition of IDO activity

at dose levels at or above 100mg twice daily. To note, no objective response was observed in

-80 -



advanced cancer patients when dosed as monotherapy (75). This lack of activity was evident in two
phase |l studies in patients with myelodysplastic syndrome or advanced ovarian cancer, leading to
refocus IDOL1 inhibitors in combination with approved anticancer drugs (76,77). Owing to the strong
rational to combine an IDOL1 inhibitor with ICI, ipilimumab (anti-CTLA4 antibody), nivolumab (anti-PD-1
antibody), or pembrolizumab (anti-PD-1 antibody) have been evaluated with epacadostat for the
treatment of, among others, melanoma, non-small cell lung cancer (NSCLC), colorectal cancer (CRC),
head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and renal-cell carcinoma (RCC). Despite the
seeming acceptable safety profile and promising preliminary results from phase /Il trials in various
tumor types, the combination of epacadostat with ICI have displayed unexpected results in phase llI
trials. In ECHO-301/KEYNQOTE-252, epacadostat or placebo combined with pembrolizumab did not
improve progression-free survival (median PFS 4.7 vs. 4.9 months, HR 1.00, P = 0.52) and overall
survival (median OS NR, HR 1.13, P = 0.81) in patients with unresectable or metastatic melanoma
(78). Multiple explanations have been raised to understand these negative results and among them,
inappropriate dosing of epacadostat. Indeed, a recent pooled analysis of epacadostat clinical studies
identified that a dose of 600 mg BID is required for maximal pharmacodynamic effect in anti-PD-1
combination studies (79). Therefore, the POD1UM-102 study (NCT03589651) is currently evaluating
the combination of a novel anti-PD-1 monoclonal antibody, namely retifanlimab, plus epacadostat
doses up to 900 mg BID (Table 2).

Navoximod (NLG-919 or GDC-0919) is an orally bioavailable noncompetitive IDO1 inhibitor
that potently inhibited IDO1-induced T cell suppression and restored robust T cell responses in in vitro
assay (80). In preclinical syngeneic mouse B16 melanoma models, combination of navoximod with
PD-1/L1 inhibitors generated synergistic antitumor response, where increased CTL/Tregs ratios,
plasma IFN-y levels and activated intratumoral macrophages and DCs were noted, arguing for clinical
development (81,82). In contrast to the promising results obtained from epacadostat in early phase
trials, there was no clear evidence of benefit from coadministration of navoximod with atezolizumab
(anti-PD-L1 antibody) in patients with advanced solid tumors (83).

Linrodostat (BMS-986205 or F001287) is considered as the most potent IDO1 selective
inhibitors with no activity against TDO (84). Linrodostat demonstrated strong activity in in vitro assay in
which T cells were cocultured with IDO1-expressing DCs. In addition to the well-tolerated profile,
patients with advanced solid cancers receiving linrodostat plus nivolumab reported substantial serum
and intratumoral Kyn reduction, supporting further evaluation in late-stage clinical studies (85). To
date, several ongoing trials evaluate linrodostat with ICI in different type of cancers.

PF-06840003 (EOS200271) is another orally bioavailable and highly selective Trp
noncompetitive IDO1 inhibitor that entered first-in-human early phase trial in patients with recurrent
malignant glioma (86). One advantage of this candidate compound is its ability to cross the blood-brain
barrier that may enable efficient access to brain metastases. Only limited data have been reported but
preclinical evidence indicated that PF-06840003 was able to reverse IDO1-induced T cell anergy in
vitro, and reduced intratumoral Kyn level in mice (87). When combined with PD-L1 blockade

avelumab, PF-06840003 demonstrated inhibition of tumor growth in multiple syngeneic mouse tumor
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models but failed to achieve significant efficacy in phase | trial. To date, no study is ongoing with PF-
06840003, either alone or in combination with ICI.

In contrast with other IDO1 inhibitors, indoximod (1-methyl-D-tryptophan, D-1MT, or NLG-
8189) is a Trp mimetic with pleiotropic effects on downstream Kyn-AhR pathway signaling. It relieves
IDO1-mediated immunosuppression by at least two mechanisms: (i) modulation of AhR-dependent
transcriptional activity and (ii) serving as an artificial Trp-sufficiency signal that prevents activation of
GCN2 and inhibition of mTORC1 (88-90). Indeed, indoximod enhanced activity and proliferation of
CD8 T cells by limiting Trp depletion-mediated mMTORC1 suppression. Indoximod also demonstrated
to stimulate CD4 T cell differentiation to Th17 helper T cells, inhibit Tregs, and downregulate
expression of IDO1 in DCs through an AhR-dependent manner (91). Adding indoximod was shown to
safely heighten the efficacy of anti-PD-1 in melanoma patients (92). In a single-arm phase |l trial,
indoximod plus anti-PD-1 in advanced melanoma achieved antitumor efficacy that is worth further
evaluation in selected patients (93). However, clinical development of indoximod is currently at a
standstill.

Recently, a prodrug form of indoximod termed NLG-802 has been reported to increase clinical
drug exposure above the current achievable levels, thus increasing the possibility of therapeutic
effects in a larger fraction of patients (94). In addition to the aforementioned IDO1 inhibitors, some
other small molecules have fared clinical development, including as LY3381916, MK-7162 and
KHK2455, alone or combined with ICI. For example, LY3381916 is a highly selective and potent
inhibitor of IDO1 that was evaluated alone or in combination with an anti-PD-L1 antibody in patients
with advanced cancer (95). No clear clinical activity was detected, thus warranting further
investigations.

In the wake of epacadostat failure in late-stage trials, most of IDO1 inhibitors have been
scaled back in their clinical development, although randomized studies are still ongoing or planned
(Table 2). Perhaps of most relevance to the failure of IDO1 inhibitors is the open question of
intratumoral pharmacodynamics. Given the lack of knowledge whether limiting Trp depletion versus
suppression of Kyn acts as primary mechanism of immunosuppression, even very low levels of
canonical AhR ligands can activate AhR-associated gene expression and recent preclinical studies
have suggested kynureninase and direct AhR inhibitors display higher potency relative to IDO-1
selective inhibitors (96,97).

2. Recombinant kynureninases

Once produced from Trp via IDO1/TDO catabolic activity, Kyn is a substrate of multiple
downstream intracellular routes along the KP (Figure 1). Physiologically, kynureninase is an enzyme
that catalyzes the synthesis of anthranilic acid from Kyn, and of 3-hydroxyanthranilic acid (3-HAA)
from 3-hydroxykynurenine. Kyn is readily exported and taken up by cells via large neural amino acid
transporter system that also regulates the cellular uptakes of Trp (12).

One emerging approach relies on the prevention of Kyn engagement with AhR. To this end,
the development of recombinant kynureninases aims to enzymatically deplete the extracellular pool of

Kyn, thus hampering the Kyn-AhR interaction that promote tumor-associated immunosuppression (98—
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100). Engineered from the bacterial kynureninase enzyme, recombinant kynureninase more effectively
converts Kyn into immunologically inactive downstream metabolites than does the endogenous
kynureninase. Multiple lines of evidence suggest that enzyme-mediated Kyn depletion is a promising
cancer immunotherapeutic strategy. In syngeneic mice model of melanoma B16-F10 tumor, depletion
of Kyn in both plasma and tumor tissue by Kyn-degrading enzymes kynureninase reduced Kyn levels
in IDO1, TDO and IDO1/TDO dual positive cancer cells and augmented effector T cells in tumor,
without impact on Trp levels. Beside its direct tumoricidal effect in mice bearing CT26 colon
carcinoma, kynureninase treatment resulted in accumulation of effector CD8 T cells within the tumor
nest, as well as increased level of IFN-y in the TME. Similarly, single doses of recombinant
kynureninase potently reduced Kyn concentrations and increased levels of CD8 T cells in murine
tumor models, thus reversing the modulatory effects if IDO1/TDO upregulation in the TME (101). The
antitumor activity of recombinant kynureninase was abolished in IDO1 knockout mice and in Rag”
mice depleted for CD8 T cells, indicating its dependency on IDO1 and functional immunity,
respectively. In B16-F10 melanoma, CT26 colon cancer and 4T1 breast cancer models, combination
of engineered kynureninase with ICI exhibited significant tumor growth inhibition and survival benefit.
The administration of a pharmacologically optimized kynureninase had substantial therapeutic effects
when combined with approved ICI for the treatment of B16-F10 melanoma, 4T1 breast carcinoma or
CT26 colon carcinoma tumors (101). Moreover, the kynureninase-anti-PD-1 combination was more
effective than the epacadostat-anti-PD-1 combination in CT26 tumor-bearing mice. Further studies are
required to determine the tolerability as well as efficacy of engineered kynureninase as single agent or
combined with ICI (Table 2).

Despite no ongoing clinical trial is available, a pharmacologically optimized human
kynureninase is currently moving toward clinical development for the treatment of cancers where
pathway Trp-Kyn-AhR pathway play a significant immunosuppressive role through Kyn production,
and those independently of both IDO1 and TDO overexpression. Therefore, this type of
pharmacological compound may potentially synergize with ICIls and offer novel opportunities for

cancer immunotherapy.

3. Synthetic AhR modulators

AhR expression is increased in aggressive malignancies and constitutively localizes to the
nucleus, suggesting that it is chronically activated to facilitate tumor progression (102). It is now well
established that ligand-activated AhR hinders an efficient antitumor immunity via stimulation of
antigen-presenting DCs, tumor-associated macrophages (TAMs), immunosuppressive Tregs and
modulates effector CD8 and CD4 T cell function (103). Beside hampering the formation or depleting
the Kyn produced by IDO1/TDO enzymes, inhibition of AhR signaling activation with small-molecule
antagonists is an alternative strategy, which seeks to interfere with the downstream
immunomodulatory effects regardless of the source of Kyn production. A major challenge to the
development of selective AhR modulators reside in its ligand promiscuity (104). Although numerous
diverse molecules are known to activate AhR signaling, only few compounds are available as AhR

antagonists, aiming to understand the immunological roles of AhR (105-107).
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Early mouse and human AhR inhibitors have been shown to block nuclear translocation of
AhR and increased production of IFN-y, TNF-a, and IL-2 in ex vivo assays. In the CT26 colon
carcinoma syngeneic mouse model, blocking AhR with a highly potent antagonist as monotherapy
significantly enhanced T cell activity and decreased M2-like macrophages infiltration in vitro and drive
antitumor immunity in vivo, resulting in reduced tumor growth (97). By using RNA-sequencing of
human cancers, a recent study revealed a correlation between the expression of AhR-related genes
with markers associated with immunotherapy resistance, such as PD-1, FoxP3 and CD206 (108).
Moreover, AhR inhibition was shown to delay progression of IDO1-positive and TDO-positive B16
melanoma mice model, and also improved ICI efficacy when used in combination (108). Altogether,
these findings suggest that targeting the Kyn pathway through AHR inhibition could overcome key
suppressive mechanisms and sensitize tumors to ICl. Recently, AhR antagonist molecules exhibited
single agent anti-tumor activity and increased the efficacy of anti-PD-L1 checkpoint inhibition in
different syngeneic mouse tumor models (109). Numerous AhR inhibitors have entered in vivo studies.
Notably, BAY-218, a selective AhR blocker, enhanced therapeutic efficacy of PD-L1 blockade in the
CT26 colon carcinoma model (110,111).

Several companies have disclosed the development of AhR inhibitors in clinic, without
biological data in human reported to date. For example, BAY-218 is currently being explored in phase |
trial for therapy of patients with advanced cancer. However, one caveat resides in the incompletely
understanding functional role of AhR in tumorigenesis and cancer metastasis. Indeed, ligand-activated
AhR was shown to reduce metastatic ability and stemness of breast cancer cells (112—-114). It remains
to be clarified in clinical settings whether AhR agonist or antagonist elicit antitumor activity by

modulating immunity or by acting directly on the cancer cells that could eventually synergize with ICI.
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V. Challenges and perspectives

Amount of evidence indicate that cancer cells overexpressing IDO1 and/or TDO can evade
immunosurveillance via Trp starvation, and the transcription factor AhR participates in cancer immune
escape by binding to the IDO1/TDO product Kyn. Additionally, emerging evidence points out that IDO2
is also upregulated in some tumors and plays a role in the development of cancer (115). Therefore, a
strong translational rational still exist for therapeutically targeting the Trp-Kyn-AhR pathway in
conjunction with immunotherapy. Despite durable responses have been reported for epacadostat
combined with pembrolizumab, efficacy was globally lacking from multiple clinical trials evaluating
IDOL1 inhibition with anti-PD-1/L1-based ICI. These conflicting results were questioned with the recent
description of epacadostat and navoximod as AhR agonists, casting doubt on the mechanism of action
of these pharmacological compounds (116). While the implications of this unexpected activity are
unclear, it may have had a bearing on the immune-activating effect of IDO1 inhibition and have
counteracted ICI synergistic action. Moreover, pharmaceutical hypothesis suggests that intratumoral
penetrance of IDO1 inhibitors could be hindered due to diminished blood supply to tumors or elevated
oncotic pressure in solid tumors. Last, even if IDO1 inhibitors are able to penetrate tumors, cellular
transporters, such as ATP-binding cassette (ABC), could interfere with intracellular penetrance. Much
more potent and optimized IDO1 inhibitors have entered human clinical trials in combination with
immunotherapeutic agents to overcome these mechanisms of resistance (Table 2).

In parallel, alternative mechanisms to achieve intratumoral Kyn reduction are currently being
investigated, aiming to limit the immunosuppressive and cancer-promoting effects of IDO1-mediated
and/or TDO-mediated Kyn formation. Fostering the degradation of extracellular pool of Kyn by
kynureninase is a novel concept for targeting the Trp-Kyn-AhR axis. By rapid removal of Kyn,
kynureninase prevents AhR activation and reinstates antitumor immunity. This mechanism should be
capable of blocking the tumor-promoting activity of IDO1/TDO by inhibiting the binding of Kyn. A
second new concept is AhR antagonists, which have theoretically the potential to inhibit AhR activation
by all agonist irrespective of their origin. Kynureninases and AhR antagonists represent a vanguard of
new immunometabolic drugs that could safely enhance the efficacy of cancer immunotherapy. In
comparison to directly targeting IDO1, further investigations are warranted to evaluate the potential
synergistic effect between these novel strategies with ICI.

Owing to the deeper understanding of the Trp-Kyn-AhR axis role in cancer, others innovative
approaches are currently being developed to counterbalance IDO1-mediated immunosuppression and
synergize with ICl-based immunotherapy. Recently, the identification of spontaneous T-cell reactivity
against PD-L1 and IDO1 in the TME and in the peripheral blood of patients with metastatic melanoma,
which were capable of eliminating tumor cells and immune regulatory cells in vitro, have raised new
therapeutic strategies (117-119). Thus, boosting specific T cells that recognize immune regulatory
proteins, such as IDO1 and PD-L1, may directly reinvigorate antitumor immunity (120). In this regard,
clinical studies employing an IDO1 peptide-based vaccine have been initiated, either alone or in
combination with ICIs (Table 2)(121-124). As example, the immunomodulatory 10-102 peptide
vaccine containing single IDO1- and PD-L1-derived long peptide sequences has been designed to
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engage and activate IDO1 and PD-L1 specific T-cells mediating immune switch. The 10-102 vaccine in
combination with nivolumab demonstrated encouraging early efficacy data without dose-limiting
toxicity in patients with progressive metastatic melanoma (124). With proof of concept for IDO1
peptides vaccines now established, this strategy provides a valuable resource for gaining further
antitumor response of ICI. In addition, a recent preliminary study found that activation of the KP in
human malignancies can be suppressed by the cyclin-dependent kinase inhibitor dinaciblib, thus
pointing out the potential of targeted therapies to interfere with Trp catabolism (125). At last, the
proteolysis targeting chimera (PROTAC) technology, which degrade oncogenic proteins via the
ubiquitin-proteasome pathway, has recently emerged to design PROTAC-based IDO1 degraders and
thus may hold great promise for cancer immunotherapy (126).

Accumulating evidence points to the distinct Trp catabolic enzyme TDO as another
mechanism of immune escape and TDO inhibition has emerged as a parallel immunomodulatory
strategy to attack tumor (103,127). However, there are differences in the inflammatory characteristics
conferred by TDO despite a common role of these enzymes in Trp metabolism (128). Although
enzymological differences may help to explain these different roles, they may also reflect differences
in locoregional control of Kyn production or in the availability or efficiency of Kyn effector mechanisms,
such as AhR binding and KP catabolic enzymes. A recent preclinical study in TDO-expressing tumors
found that the use of an oral TDO inhibitor molecule can modulate Kyn and Trp in plasma and tumor
tissue, and demonstrated synergistic antitumor response when combined with anti-CTLA-4 antibody,
confirming the benefit of blocking TDO activity to increase the efficacy of immunotherapy (129).
Moreover, TDO knock out mice increased antitumor activity of anti-PD-1 blockers and suggest that
TDO blockade can also favor immunotherapy of TDO-negative tumors, by increasing Trp to overcome
IDO1-mediated immunosuppression (129). Nevertheless, despite the current lack of a genetic
preclinical proof of concept, there exists a pharmacologic rationale to explore TDO inhibitors along
with IDO1/TDO combined inhibitors as next-generation modalities in the field, particularly as a
promising strategy for cancer immunotherapy. In this regard, improvement of pharmacological
engineering has led to the development of dual IDO1/TDO inhibitors that could indiscriminately
depletes intratumoral and systemic Kyn produced by IDO1/TDO. In preclinical cancer models, the
IDOL/TDO inhibitor RG70099 demonstrated significant decrease Kyn levels, while reduced tumor
volumes was reported in response to the IDO1/TDO inhibitor EPL-1410 when evaluated as single
agent (130,131). The IDO1/TDO dual inhibitors CB548 and CMGO017 elicited a robust antitumor
immune effect and synergistically inhibit tumor progression in combination with ICI (132). Similarly, the
dual IDO1/TDO inhibitor SHR9146 in combination with an anti-PD-1 demonstrated promising anti-
tumor activity with acceptable safety in patients with advanced solid tumors. Owing to encouraging
preclinical results, novel agents in each of these classes are approaching early phase studies or are
already ongoing, thus opening new insights and might provide an effective means of targeting Trp
catabolism (Table 2).

Cancer cells may collude with the host microbiota to produce AhR agonists from dietary
sources. Recently, the gut microbiome has been found to regulate cancer initiation, progression and

response to ICI (133,134). In addition to serving as a nutrient enhancer, Trp and its IDO1-catalyzed
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endogenous metabolites play crucial roles in the balance between intestinal immune tolerance and gut
microbiota maintenance. Recent discoveries have underscored that changes in the microbiota
modulate the host immune system by modulating Trp metabolism (135). These profound effects of gut
microbiota on Trp-associated immune homeostasis might be linked to tumorigenesis and implicated in
several cancers as well as resistance to therapies, such as ICI. Consideration might be given to
whether dietary or environmental exposures could be variable in population treated by modulators of
Trp-Kyn-AhR axis especially given the canonical role of AhR as a xenobiotic sensor that is responsive
to signals from the gut microbiome (11). Therefore, understanding these crosstalks between immune
system, tumor progression and gut microbiota is of utmost importance to adapt immunomodulatory
drugs, such as ICI and drugs targeting the Trp-Kyn-AhR axis.

Finally, the development of cancer immunotherapy still lacking accurate biomarkers able to
predict ICI efficacy. In the evaluation of Trp-Kyn-AhR inhibitors, reduction of extracellular Kyn within
TME or downstream transcriptional programs should be emphasized as major pharmacodynamic
endpoints. While prior studies demonstrated a correlation between peripheral Kyn/Trp level and
response to anti-PD-1, a major concern pertaining to the clinical evaluation of selective IDO1 inhibitor
epacadostat was the absence of intratumoral Kyn biomarker analysis (136,137). However, it has to be
proven whether serum Kyn is a surrogate marker of intratumoral Kyn. In future clinical trials, it will be
critical to stratify patients to modulators of Trp catabolism based on tumor enzyme expression, Trp
catabolite levels in the TME or systemic circulation, and the activation of downstream signaling

pathways, aiming to identify those who are more likely to respond.
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V. Conclusion

Cancer immunotherapy has achieved a great accomplishment with the approval of CTLA-4
and PD-1/L1 inhibitors in the clinical care of a growing list of malignancies. However, the majority of
patients do not derive benefit, underscoring the need to develop novel strategies to circumvent primary
or secondary resistances. Cancer cells utilize a variety of biological mechanisms to generate an
immune permissive growth environment and evade the host antitumor immune response. Upregulation
of the Trp-Kyn-AhR pathway has been identified as one of such mechanism. The immunosuppressive
effect of this pathway is believed to be mediated by IDO1/TDO-mediated Trp depletion, T cell-
associated adaptative immunity dysfunction mediated by Kyn cytotoxicity and activation of immune-
tolerogenic AhR. Therefore, combining Trp catabolism-targeting drugs with ICI have elicited high
hopes of a positive impact in the field of immunotherapy.

To date, the evaluation of IDO1 inhibitors alone or combined with ICI in clinical trials have
provided disillusioning results, requiring more comprehensive understandings on the role of Trp-Kyn-
AhR pathway in cancer development and immunology. This area remains controversial but highlights
the need for effective and physiologically relevant preclinical studies to best identify the conditions in
which IDO1 inhibitors and modulation of Trp metabolism in the TME may add therapeutic value.
Combinatorial and innovative strategies targeting the Trp-Kyn-AhR pathway may afford a special
opportunity to widen the therapeutic window of many regimens, especially in the era of

immunotherapy.
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List of abbreviations

ABC: ATP-binding cassette

AhR: aryl hydrocarbon receptor

CRC: colorectal cancer

CTL: cytotoxic CD8 T cell

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigen-4
D-1MT: 1-methyl-D-tryptophan

DC: dendritic cell

elF2a: eukaryotic initiation factor 2o kinase
FoxP3: forkhead box p3

GCNZ2: general control over nonderepressible 2
HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma
HR: hazard ratio

ICI: immune checkpoint inhibitor

IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase 1

IDO2: indoleamine 2,3-dioxygenase 2

IFN: interferon

IFN-y: interferon y

IFN-B: interferon B

IL-6: interleukin 6

ILC: innate lymphoid cell

IRF: interferon regulatory factor

ITE: 2-(1'H-indole-3’-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid
methyl ester

FICZ: 6-formylindolo[3,2-b]carbazole

Kyn: kynurenine

KP: kynurenine pathway

MDSC: myeloid-derived suppressor cell
mOS: median OS

mPFS: median PFS

mTOR: mammalian target of rapamycin
mTORC1: mTOR complex

NK: natural killer

NSCLC: non-small cell lung cancer
OS: overall survival

PD1: programmed death 1

pDC: plasmacytoid dendritic cell
PD-L1: programmed death ligand 1
PFS: progression-free survival

PGE;: prostaglandin E2

TAM: tumor-associated macrophage
TCCD: 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin
TCGA: The Cancer Genome Atlas

tDC: tolerogenic dendritic cell

TDO: tryptophan 2,3-dioxygenase
Th17: type 17 helper cell

Th22: type 22 helper cell

TiPARP: TCCD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase

TMB: tumor mutational burden
TME: tumor microenvironment
TNF-a: tumor necrosis factor o
Treg: regulatory T cell

Trp: tryptophan
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VI. Figures and tables

Figure 1. The tryptophan catabolic pathway in cancer.
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a. Provided by dietary intake, the essential amino acid Trp is catabolized into Kyn through three rate-
limiting enzymes: TDO in the liver and IDO1/IDO2 in peripheral tissues. In tumor, IDO1 transforms Trp
to Kyn by cleaving the 2,3-double bond of the indole ring, producing N-formyl kynurenine (NFK) that
becomes rapidly and spontaneously converted into Kyn. The latter catabolite is further converted into
downstream active intermediates, including hydroxykynurenine, anthranilic acid, 3-HAA, quinolinic acid
and picolinic acid. The end-products of the pathway are NAD* and others molecules that fuel cellular
metabolism.

b. Depletion of Trp in T cells suppresses activity in the mTORCL1 signaling pathway and activates
GCNZ2, inducing T cell dysfunction and leading to tumor-associated immunosuppression. Increase Kyn
level in the TME leads to AhR in multiple tumor-associated immune cells, promoting
immunosuppression functions.

Abbreviations: 3-HAA: 3-hydroxyanthranililic acid; AhR: aryl hydrocarbon receptor; GCN2: general
control over nonderepressible 2; IDO1: indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO1); Kyn: kynurenine; NAD*:
nicotinamide adenine dinucleotide; mMTORC1: mammalian target of rapamycin complex 1; NFK: N-

formyl kynurenine; TDO: tryptophan 2,3-dioxygenase; TME: tumor microenvironment; Trp: tryptophan.
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Figure 2. Immunological effects of Kyn-Trp-AhR pathway in cancer.
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Table 1. Clinical trials of IDO1 inhibitors.

iDO1 Drug Target Design Phase Cancer type Patients Intervention Results Study identifier
(SO?:SZ%SZTZE;OSOO - Normalization of Kyn levels at doses >
| Advanced solid malignancies 52 g ! ' 100mg NCT01195311
300, 400, 500, 600, o
700mg BID) - No ORR, 7 SD (13.5%)
-Noh tological i t, 12 SD
Monotherapy N Il Myelodysplastic syndromes 15 600mg BID for 16 wk (802/) ematological improvement, NCT01822691
0
Advar.1ced eplthellal ovarian, 600mg BID (vs. - No efficacy difference (mPFS 3.75 vs.
I} primary peritoneal, or 22 Tamoxifen 20mg 5.56 months, P = 0.54) NCT01685255
fallopian tube cancer BID) ’ ! ’
. . . - Acceptable safety profile
(AD‘i‘é"’CTCT\‘dSécL’ng”;aBlfnjsgﬁé - ORR 35%, DCR 60% in NSCLC cohort
uc ;QCC ovérian c;ncer ! 100mg BID (vs. - ORR 34%, DCR 62% in HNSCC cohort ECHO-
/1 endor%etriél adenocarcino;na 244 Pembrolizumab - ORR 8%, DCR 35% in ovarian cohort 202/KEYNOTE-037
MSI-high CRC. gastric cancer ! 200mg Q3W) - ORR 47%, DCR 58% in RCC cohort (NCT02178722)
& H'Cf:) ’ - ORR 10%, DCR 36% in TNBC cohort
- ORR 35%, DCR 57% in UC cohort
100mg BID +
Potent and Pembrolizumab - No PFS difference (mPFS 4.7 vs. 4.9 ECHO-
Epacadostat selective Pembrolizumab i Unresectable or metastatic 706 200mg Q3W (vs. months, HR 1.00, P = 0.52) 301/KEYNOTE-252
(INCB024360) competitive melanoma Placebo + - No OS difference (mOS NR, HR 1.13, P = (NCT02752074)
IDO1 inhibitor Pembrolizumab 0.81)
200mg Q3W)
Advanced or metastatic 300mg BID +
Combination Il HNSCC previously treated with - Pembrolizumab Study withdrawn NCT03238638
with a PD-1/PD-L1 inhibitor 200mg Q3W
immunotherapy
| Advanced solid malignancies 6 2§:;;?2I25£L%+ - Acceptable safety profile KEYNOTE-434
e 200mg Q3W - 13.3% of grade 3/4 TRAEs (NCT02862457)
- Acceptable safety profile
- DCR 70% in HNSCC cohort (300mg)
Advanced solid malignancies - ORR 75%, DCR 100% in melanoma
Nivolumab i (NSCLC, melanoma, ovarian a1 1(()350;\1?\1(20'31‘3;') cohort (100mg) ECHO-204
cancer, CRC, HNSCC, BCNHL, 24.0m Q2w) - ORR 18%, DCR 36% in ovarian cohort (NCT02327078)
glioblastoma) & (300mg)
- ORR 4%, DCR 24% in CRC cohort
(100mg)
Previously treated stage IIIB or 25mg BID + ECHO-110
Atezolizumab | IV NSCLC and previously 29 Atezolizumab Study terminated (halted prematurely) (NCT02298153)
treated stage IV UC 1200mg Q3W
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Unresectable or metastatic

Dose escalation + - ORR 26%

Ipilimumab /1 melanoma 50 Ipilimumab 3mg/kg - DLT with > 100 mg BID NCT01604889
Q3w - IDO1 inhibition at > 25 mg BID
MELITAC 12.1 300mg BID + -PR 9%, SD 27%
multipeptide 1l Stage IIIB-IV melanoma 11 MELITAC 12.1 D21,  -91% of Kyn/Trp ratios normalization NCT01961115
vaccine 28, 35, 56, 77, 98 - Enhanced CD8 T cell infiltration
Platinum resistant ovarian, 100mg BID + CRS- . SEASCAPE
CRS-207 Vi fallopian or peritoneal cancer 3 207 Q3W Study terminated (halted prematurely) (NCT02575807)
Monotherapy - 1A Advanced solid malignancies 22 Dose escalation (50 - Acceptable safety profile NCT02048709
. to 1000mg BID) - Decreased plasma Kyn
Navoximod Non
(NLG-919 or competitive D lati
GDC0919)  IDO1 inhibitor ~ Combination e iZ?O:'O)”)r(SO - PR 9%, ORR 10%, SD 24%
with Atezolizumab Advanced solid malignancies 157 Atezolizungﬂab - Decreased plasma Kyn with increasing NCT02471846
immunotherapy 1200mg Q3W doses
Linrodostat P;);I,:ltt:/zd Combination Nivolumab or Nivi(l)L?SSbQZligm Acceptable safety profile
(BMS-986205 e with Nivolumab+  I/IA  Advanced solid malignancies 907 ne P v Pr NCT02658890
competitive . L. Q2W alone or with - ORR 37%, DCR 56% in UC cohort
or F001287) - immunotherapy Ipilimumab .
IDO1 inhibitor Ipilimumab
Potent and Dose escalation (125,
PF-06840003  selective IDO1 Monotherapy Malignant gliomas 17 250mg QD or 250,  Study terminated (halted prematurely) NCT02764151
inhibitor 500 BID)
Pote.nt and Combl.natlon LY3300054 (anti- . . . 240mg QD +
LY3381916 selective IDO1 with PD-L1) Advanced solid malignancies 18 LY3300054 700mg - Best response: SD NCT03343613
inhibitor immunotherapy Q2w

* Abbreviations : BCNHL: B-cell non-Hodgkin lymphoma; BID: twice a day; CR: complete response; CRC: colorectal cancer; D: day; D-1-MT: 1-methyl-D-
tryptophan; DCR: disease control rate (CR+PR+SD); DLBCL.: diffuse large B-cell lymphoma; E: epacadostat; HCC: hepatocellular carcinoma; HNSCC: head
and neck squamous-cell carcinoma; iIDO1: IDO1 inhibitor; Kyn: kynurenine; mPFS: median progression-free survival, MSI-high: microsatellite instability; NCT:
national clinical trial (https://www.clinicaltrials.gov); NR: not reached; NSCLC: non-small cell lung carcinoma; ORR: objective response rate (CR+PR); PD-L1:
programmed cell death ligand 1; PR: partial response; Q2W: every 2 weeks; Q3W: every 3 weeks; QD: once a day; RCC: renal-cell carcinoma; SD: stable

disease, TNBC: triple negative breast cancer; TRAE: treatment-related adverse event; Trp: tryptophan; UC: urothelial carcinoma.
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Table 2. Ongoing clinical trials of Trp metabolism-targeting therapies in combination with immunotherapy.

Mechanism Immunotherapy Phase Cancer type Patients Intervention Status Study identifier
ECHO-
i First-line treatment for 129 Epacadostat + Pembrolizumab (vs. Active, not 302/KEYNOTE-
mRCC Sunitinib or Pazopanib) recruiting 679
(NCT03260894)
ECHO-
m First-line treatment for 89 Epacadostat + Pembrolizumab (vs. Active, not 304/KEYNOTE-
HNSCC Pembrolizumab or chemotherapy) recruiting 669
(NCT03358472)
Unresectable or
Il metastatic GEJ and 3 Epacadostat + Pembrolizumab Completed NCT03196232
gastric adenocarcinoma
. Metastatic pancreatic Epacadostat + Pembrolizumab + CRS- o
Pembrolizumab Il cancer 44 207 +/- Cyclophosphamide + GVAX Recruiting NCT03006302
ECHO-
i Advarjced or metastatic 70 Epacadostat + Pembrollzum_ab + Completed 207/KEYNOTE-
solid malignancies Chemotherapy (among 7 regimens) 723
(NCT03085914)
Il Thymic carcinoma 45 Epacadostat + Pembrolizumab Ar\gg\r/ji’tiﬂgt NCT02364076
Il Sarcoma 30 Epacadostat + Pembrolizumab Actlve_, _not NCT03414229
recruiting
Epacadostat + Pembrolizumab + Active. not
IDO1 inhibitors (INCB024360) Il Unresectable HNSCC 14 Tavokinogene Telseplasmid with recrui’tin NCT03823131
electroporation 9
Advanced solid
malignancies (pancreas, ECHO-203
Durvalumab 1 melanoma, NSCLC., 176 Epacadostat + Durvalumab Completed (NCT02318277)
HNSCC)
Unresectable or I Active, not POD1UM-102
! metastatic solid tumors 100 Epacadostat + Retifanlimab recruiting (NCT03589651)
Advanced or metastatic P -, POD1UM-204
Il endometrial cancer 220 Epacadostat + Retifanlimab Recruiting (NCT04463771)
Retifanlimab Locally reccurent or Epacadostat + Retifanlimab + SV-BR-1- -,
(INCMGAO00012) m metastatic breast cancer 60 GM Recruiting NCT03328026
. Retifanlimab + Bevacizumab + .
Il Recurrent gliomas 55 Radiotherapy +/- Epacadostat Recruiting NCT03532295
Neoadjuvant urothelial - o OPTIMUS
Il carcinoma. 45 Epacadostat + Retifanlimab Not yet recruiting (NCT04586244)
Ovarian, fallopian tube "
CDX-1401 + o . Epacadostat + CDX-1401 + TLR3 Active, not
TLR3 agonist b or primary perl_tor)eal 40 agonist (poly ICLC) recruiting NCT02166905
cancer in remission
Bispecific PD- . .
L1/TGFB Ab + i Advanced solid 113 Eﬁciﬁﬁ?;frﬁsptef lgfxl-PBDr:cchL/Tucr;FB Recruitin QUEST1
IL15 agonist + malignancies 9 yury 9 (NCT03493945)

BN-Brachyury

vaccine
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vaccine

Advanced or metastatic

Active, not

1 - A : 12 Linrodostat + Nivolumab o NCT03792750
solid malignancies recruiting
Il Stage II-IV HNSCC Linrodostat + Nivolumab Recruiting NCT03854032
Recurrent or persistent
I endometrial carcinoma 50 Linrodostat + Nivolumab Recruiting NCT04106414
or endometrial
carcinosarcoma
Ila Advar_med or metastatic 516 Linrodostat + Nivolumab +/- Ipilimumab Recruiting NCT02658890
Potent and solid malignancies _ _ _ N
Linrodostat selective | Ad;gﬁg%ja(ﬁr nm:rfiisésa“c 230 Linrodostat +0TI¥QZIIL;rtTI1i2qba:)/- Ipilimumab Recruiting NCT03459222
(BMS-986205 competitive  Nivolumab Mucdle | 9 bl Chemoth o Lirodostat +/-
or F001287) IDO1 I uscle Invasive bladder 41509 emotherapy /- Linrodosta Recruiting NCT03661320
inhibitor N I;:?i?;g;osed Linrodostat + N?JX?J;n;Ei Radiotherapy
ew| -,
! glioblastoma 30 +/- Temozolomide Recruiting NCT04047706
. . " FRACTION-RCC
Il Advanced mRCC 200 Linrodostat + Nivolumab Recruiting (NCT02996110)
| Ad;’g{;gi;jaﬂgnm:rfgis‘;guc 50 Linrodostat + Nivolumab Recruiting (NC$83\’/?!§I55540)
" Eﬁigélinigevi?cslgzggg; 69 Linrodostat + Nivolumab +/- BCG Active, not CheckMate 9UT
therapy recruiting (NCT03519256)
cancer
Long acting
and Locally advanced or
KHK2455 selective Avelumab | metastatic urothelial 50 KHK2455 + Avelumab Recruiting NCT03915405
IDO1 carcinoma
inhibitor
. Non
Navoximod "
(NLG-9190r  SOTPEIVe ; ; ; - - - ;
GDC-0919)  ihibjitor
Competitive
Indoximod IDO1
(IMT or NLG- inhibitor - - - - - - -
8189) (Trp
mimetic)
Selective
MK-7162 IDO1 - - - - - - -
inhibitor
Selective
and potent
LY3381916 IDO1 - - - - - - -
inhibitor
Selective
PF-06840003 IDO1 - - - - - - -
inhibitor

Recombinant -
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kynureninases

BAY2416964 . AhR Pembrolizumab | Advanced or metastatic 78 BAY2416964 + Pembrolizumab Not yet recruiting ~ NCT04999202
AhR inhibitor solid malignancies
modulators IK-175 _ AR Nivolumab | Advancedor metastatic g4 IK-175 +/- Nivolumab Recruiting NCT04200963
inhibitor solid malignancies
First-line treatment for 10-102 + Pembrolizumab +/- Active, not
Single PD-  Pembrolizumab I 108 Chemotherapy (Carboplatin- NCT03562871
NSCLC recruiting
10-102 L1ADO Pemetrexed)
peptide Naive and anti-PD-
Others vaccine Nivolumab 1 1/PD-L1 refractory 50 10-102 + Nivolumab Recruiting NCT03047928
metastatic melanoma
Dual }
SHR9146 . Advanced or metastatic .
(HTI-1090 Ill?ﬁllk')l'lg? Camrelizumab | solid malignancies 200 SHR9146 + Camrelizumab Unknown NCT03491631

* Abbreviations: 1MT: 1-methyl-D-tryptophan; Ab: antibody; GEJ: gastroesophageal junction; ICI: immune-checkpoint inhibitors; IDO: indoleamine 2-3-

dioxygenase; IL: interleukin; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; mRCC: metastatic renal cell carcinoma; NSCLC: non-small cell lung cancer;

PD-1: programmed cell death protein 1; PD-L1: PD-1 ligand; TLR3: toll-like receptor 3; Trp: tryptophan.
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PARTIE 4 — DISCUSSION

|. Article original

Sur la base de deux cohortes indépendantes, I'objectif de cette étude était
d’examiner I'association entre la Kyn, le Trp et le ratio Kyn/Trp circulants avec la
réponse aux ICls chez les patients atteints de tumeurs solides avancées. En résumé,
nous avons montré que le taux plasmatique pré thérapeutique de Trp prédit la
réponse aux ICl, suggérant son réle comme potentiel biomarqueur d’efficacité. En
particulier, un niveau élevé de Trp était associé a un bénéfice clinique durable et a
une survie prolongée. De plus, nous avons aussi montré que les variations
temporelles du Trp plasmatique étaient corrélées a la survie des patients sous ICI,
mettant en évidence un possible mécanisme de résistance primaire a

'immunothérapie.

Les sources qui contribuent a ces variations du Trp plasmatique restent peu
claires. Le catabolisme du Trp est physiologiqguement régulé par IDO1, TDO et
d’autres enzymes qui catalysent la conversion du Trp en Kyn, et joue un role central
dans la progression tumorale et la régulation des réponses immunitaires anti-
tumorales (119,120). En effet, dans le cadre de mécanismes concertés qui se
produisent au sein du microenvironnement tumoral, les cellules cancéreuses
expriment ou régulent I'expression de IDO1 et/ou TDO de maniere constitutive, et
contraignent les cellules immunitaires intra tumorales a exprimer IDO1, ce qui permet
d’échapper a 'immunosurveillance (121,122). Pour corroborer ces résultats, I'analyse
du profil métabolique d’'une centaine de lignées cellulaires cancéreuses a révélé une
production aberrante de Kyn, et que la Kyn sécrétée pouvait étre attribuée a
'expression de IDOL1 par les cellules cancéreuses (123). A noter, les variations du
niveau intracellulaire de Trp n'ont pas été rapportées dans cette derniere étude.
Dans lI'ensemble, ces données suggerent que les cellules tumorales utilisent
probablement la surexpression de IDO1 pour convertir le Trp en Kyn, ce qui entraine
une déplétion du Trp dans le plasma des patients atteints de cancer et altere
immunité anti-tumorale. Ainsi, les taux circulants de Trp peuvent étre utilisés comme

un biomarqueur de substitution de l'activité de IDO1 dans les tumeurs. Cependant,
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outre la tumeur, d’autres sources de conversion de Trp en Kyn issues de I'héte ne
peuvent étre exclues, telles que les cellules immunitaires ou le microbiote
(112,113,124-126).

De maniére concordante, de nombreuses études ont démontré qu’une
conversion accrue de Trp en Kyn exerce des effets immunosuppresseurs par le biais
de l'activation de 'AhR, entrainant une baisse de la prolifération des LyT effecteurs
et une augmentation de la génération de Tregs (127-130). Ainsi, il en résulte une
diminution des réponses immunitaires anti-tumorales. Plus intéressant encore, des
données précliniques suggérent que l'activité de IDO1 est impliquée dans la
résistance primaire aux ICI (116,131). Par conséquent, en ciblant cette voie, le
niveau de Trp circulant pourrait étre augmenté, la résistance immunitaire des
tumeurs pourrait étre inversée et l'efficacité des ICl pourrait étre améliorée
(115,119,131). En effet, les anticorps ciblant PD-1/PD-L1 ont démontré un effet anti-
tumoral puissant associé a une augmentation de la survie dans des modéles murins
de mélanomes B16 IDO1 knockout. Dans un autre modéle murin de mélanome
IDO1-proficient, I'association d’ICl avec des inhibiteurs d’IDO1 a montré un effet
thérapeutique synergique pour permettre le rejet de la tumeur, et cette réponse était
dépendante des LyT (131). De méme, l'activité limitée de I'inhibition du PD-1 dans
certains types de sarcomes est expliquée par la présence d’'un microenvironnement
tumoral immunosuppressif résultant de I'activation de la voie IDO1 (132). Cependant,
dans une série de cancers du rein métastatiques, I'expression de IDO1 dans les
cellules endothéliales tumorales était associée a de meilleurs taux de réponse aux
anti-PD-1, soulignant 'importance du sous-type histologique et du type de cellules du
microenvironnement (133). Dans notre étude, nous avons constaté que les ICls
semblaient étre plus efficaces lorsque le niveau de Trp est élevé, ce qui pourrait
refléter une activité de IDO1 naturellement faible dans la tumeur, et donc une
production de Kyn diminuée. Ainsi, on peut supposer que les patients présentant une
activité intra tumorale élevée de IDO1, qui conduit a un état plus tolérogéne dans le
microenvironnement tumoral par le biais d’'une régulation positive des Tregs et d’'une
régulation négative des LyT CD8 effecteurs, pourraient bénéficier d’agents ciblant
IDO1 pour renforcer 'immunité anti-tumorale. Par conséquent, nos données illustrent
que l'utilisation combinée d’ICI et d’inhibiteurs d’'IDO1 pourrait ne profiter qu’a un
groupe sélectionné de patients présentant une activation de la voie de la Kyn. Etant
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donné les résultats décevants de I'inhibition combinée de PD-1 et IDO1 parmi une
population de patients non sélectionnés dans des essais randomisés, nos données
soulignent la nécessité et la faisabilité de la stratification des patients par le dosage
des métabolites circulants de la voie du Trp, et plus généralement, sur la pertinence
de connaitre I'état métabolique de la tumeur dans I'immunothérapie du cancer
(134,135).

Des preuves de plus en plus nombreuses montrent que IDO1 et la voie Kyn-
Trp-AhR sont des acteurs essentiels qui font le lien entre I'inflammation et I'évasion
immunitaire, et entrainent I'échec des ICIs (136). Sur la base de ce postulat, nous
avons supposeé que les taux plasmatiques de Trp, reflétant I'activité de IDO1 dans la
tumeur, peuvent étre associés a d’autres caractéristiques du microenvironnement
tumoral, telles que I'expression tumorale de PD-L1 et la densité de LyT CD8 intra
tumoral. Dans notre étude, nous avons observé une augmentation de I'expression
tumorale du PD-L1 chez les patients Trp'®¥, ce qui suggere une résistance
immunitaire plus importante dans le microenvironnement, potentiellement due a
I'activité intra tumorale de IDOL1. Cette hypothése est soutenue par I'association qui
existe entre la voie de la Kyn et les checkpoints immunitaires PD-1/PD-L1. En effet,
sur la base de données du TCGA (The Cancer Genome Atlas) sur 30 types de
tumeurs solides, I'expression de IDO1 était fortement corrélée a I'expression de PD-1
(137). Récemment, il a été observé que l'induction et I'activation de AhR par la Kyn
régulent a la hausse I'expression de PD-1, a la fois chez les souris porteuses de
tumeurs et chez les patients atteints de cancer, ce qui favorise un milieu tolérogéene
(118). De plus, nous avons constaté que les patients Trp"9" avec des tumeurs
n’exprimant pas le PD-L1 (PD-L1N¢9) ou avec une faible infiltration tumorale de LyT
CD8 (CD8°") avaient une réponse prolongée aux ICls, suggérant une immunité anti-
tumorale préalable hautement compétente. Par conséquent, les interventions
thérapeutiques visant a moduler l'axe Trp-Kyn-AhR, et plus généralement le
catabolisme du Trp, pourraient avoir le potentiel de rendre « chaudes » des tumeurs
« froides » immunologiquement insensibles, et donc d’agir en synergie avec les ICls

pour améliorer leur efficacité clinique (138-140).

Le développement de l'immunothérapie anti-cancéreuse manque encore de

marqueurs précis capables de prédire I'efficacité des ICI, ce qui a ouvert la voie a de
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nombreuses études axées sur la recherche de biomarqueurs prédictifs dérivés du
sang (105,107,141-143). Des études antérieures concordantes ont démontré une
association entre le niveau de Kyn/Trp plasmatique et la réponse a I'immunothérapie
par anti-PD1/PD-L1 (144-147). Plus précisément, le ratio Kyn/Trp avant traitement
était significativement plus élevé chez les patients en progression précoce dans une
cohorte de CBPNC traitée par nivolumab. De méme, la survie était prolongée chez
les patients présentant un ratio Kyn/Trp diminuée, ce qui suggere un intérét de ce
ratio comme biomarqueur prédictif de la résistance primaire aux ICls (145,148). De
plus, I'analyse des métabolites sériques chez des patients atteints de mélanome
avance et de cancer du rein traités par anti-PD-1 a identifié 'augmentation du ratio
Kyn/Trp comme un mécanisme de résistance adaptative, et ce ratio Kyn/Trp élevé
était associé a une survie globale plus faible (147). D’autre part, le profil métabolique
plasmatique de patients atteints de CBNPC a montré que les taux de Trp avant
traitement par anti-PD-1/PD-L1 étaient significativement plus élevés chez les
répondeurs par rapport aux non répondeurs (149). Dans notre étude, nous avons
observé un effet similaire chez les patients traités par ICI, ou une baisse du Trp était
associée a une résistance au traitement. En effet, la diminution des taux de Trp
circulants observée pourrait étre associée a un microenvironnement
immunosuppressif adaptatif qui inhiberait I'action des ICIs et contribuerait a la
résistance a I'immunothérapie (150). Cependant, les changements du taux de Kyn
ou du ratio Kyn/Trp entre la semaine 6 et l'initiation du traitement n'étaient pas
associés aux résultats cliniques, soulignant ainsi l'intérét majeur du Trp sur la
prédiction de la réponse immunitaire anti-tumorale des ICI. Ces résultats plaident en
faveur d'une stratification des patients et d'une surveillance métabolique dans les
essais cliniques d'immunothérapie, y compris ceux combinant le blocage de PD-

1/PD-L1 et les agents ciblant la voie Kyn-Trp-AhR.

Les limites de notre travail reposent notamment sur la conception de I'étude,
dans laquelle I'analyse ancillaire peut avoir introduit divers biais. En outre, malgré les
nombreuses études qui utilisent les taux plasmatiques de Kyn et de Trp comme
indicateurs de lactivit¢ de IDO1, il est difficile de savoir si ces taux circulants
permettent de prédire avec précision et efficacité I'activité tumorale de IDO1. Alors
gue IDO1 est exprimée physiologiquement dans de nombreux types de tissus, il

serait pertinent d’évaluer simultanément les taux plasmatiques de Kyn, de Trp et
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I'expression tumorale de IDO1, et de déterminer ainsi leurs valeurs pronostiques et
prédictives dans la réponse aux ICls. Si I'on considére uniquement le taux de Trp
circulant, il convient donc d'étudier plus en détail ce métabolite afin d’'identifier s'il
peut servir de biomarqueur pour sélectionner et stratifier les patients, notamment
dans le contexte de I'immunothérapie et en particulier pour les médicaments ciblant
la voie Trp-Kyn-AhR. De plus, des données récentes issues d'études sur différents
types de cancer indiquent I'existence de voies enzymatiques alternatives dans le
catabolisme du Trp impliquant TDO et, dans une moindre mesure, IDO2 (151,152).
L’enzyme TDO, qui est considérée comme responsable de la régulation des taux
systémiques de Trp par le foie, est exprimée de maniéere constitutive dans certains
cancers et semble également capable d’inhiber les réponses immunitaires anti-
tumorales (151,153,154). Cette fonction peut expliquer la discordance entre la valeur
prédictive du Trp circulant par rapport a la Kyn circulante ou au ratio Kyn/Trp
observée dans notre étude. De plus, une étude récente a montré que des taux
élevées de Trp chez des souris TDO-déficientes annulaient la suppression
immunitaire tumorale induite par IDO1, conduisant a l'efficacité de l'anticorps anti-
PD-1 en monothérapie dans les tumeurs du colon MC38 IDO1-déficientes (155). Ces
considérations biologiques suggerent une couche supplémentaire de complexité qui
mérite des investigations supplémentaires pour mieux comprendre l'interaction entre
le microenvironnement local de la tumeur et 'immunité périphérique, en particulier

dans le contexte de I'immunothérapie anti-cancéreuse.

Notre compréhension des déterminants de l'immunité anti-tumorale s'est
ameéliorée et nous savons que les biomarqueurs isolés sont insuffisants. Par
conséquent, le roéle du Trp plasmatique doit étre évalué et interprété en tenant
compte des autres parametres immunologiques tissulaires et circulants, tels que les
sous-populations lymphocytaires, les MDSCs, les cytokines, les checkpoints
immunitaires et le microbiote. Les stratégies combinatoires de biomarqueurs qui
prennent en compte les attributs de I'écosystéme immunitaire de I'néte et de la
tumeur seront essentielles dans le futur. De méme, en raison de la complexité des
interactions entre la tumeur et le systeme immunitaire, les biomarqueurs statiques
pourraient ne pas étre suffisants pour prédire avec précision la réponse aux ICIs et,

par conséquent, nécessiter une combinaison de biomarqueurs dynamiques (156).
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Il. Article de revue

L’immunothérapie anti-cancéreuse a connu un immense succes ces dernieres
années avec l'utilisation des inhibiteurs de PD-1/PD-L1 et CTLA-4 dans le traitement
de nombreux types de tumeurs. Cependant, la majorité des patients n’en tire aucun
bénéfice, ce qui souligne la nécessité de développer de nouvelles stratégies de
traitement pour contourner les résistances primaires ou secondaires associées aux
immunothérapies. Les cellules cancéreuses utilisent divers mécanismes biologiques
pour générer un environnement immunitaire permissif et ainsi échapper a la réponse
immunitaire anti-tumorale générée par I'hote. La régulation positive de la voie Trp-
Kyn-AhR a été identifiée comme 'un de ces mécanismes. Sous l'action de IDO1 (et
dans une moindre mesure IDO2 et TDO) surexprimée par de nombreux types
cellulaires au sein de la tumeur, tels que les cellules cancéreuses ou les MDSCs, le
Trp est converti en métabolite immunosuppressif, la Kyn. Par la suite, la Kyn se lie a
'AhR des cellules T et supprime leur prolifération et leur activité cytotoxique,
atténuant ainsi I'immunité anti-cancéreuse. Par conséquent, l'association de
thérapies ciblant le catabolisme du Trp et d'ICI a suscité de grands espoirs dans le

domaine de I'immunothérapie.

A ce jour, I'évaluation des inhibiteurs de IDO1, seuls ou associés aux ICl, dans
le cadre d'essais cliniques, a donné des résultats décevants, ce qui souligne
importance d’'une compréhension plus approfondie des mécanismes moléculaires
impliqués dans la fonction immunorégulatrice du catabolisme du tryptophane afin
d’optimiser les stratégies thérapeutiques. Ce domaine reste controversé mais
suggere la nécessité d'études précliniques efficaces et physiologiguement
pertinentes pour identifier au mieux les conditions dans lesquelles les inhibiteurs de
IDO1 et la modulation du métabolisme du Trp au sein du microenvironnement
tumoral peuvent apporter un bénéfice clinique pour les patients atteints de cancer.
Les stratégies combinatoires et innovantes ciblant la voie Trp-Kyn-AhR, tels que les
modulateurs de AhR ou les kynureninases, peuvent offrir de nouvelles opportunités
afin d'élargir la fenétre thérapeutique de nombreux traitements, notamment a I'ére de

l'immunothérapie.
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l1l. Conclusion

En conclusion, nous avons constaté que le taux de Trp circulant pré
thérapeutique prédit la survie et la réponse aux ICIs chez les patients atteints de
tumeurs solides avancées. De plus, l'altération dynamique du Trp dans le plasma
semble étre associée a la résistance primaire aux ICl, indépendamment du type de
tumeur primaire, et peut donc servir de biomarqueur prédictif potentiel de I'efficacité
des ICIs. Dans l'ensemble, nos résultats suggérent des implications pour la
conception et linterprétation de nouvelles modalités thérapeutiques combinant

I'inhibition des checkpoints immunitaires et le ciblage de la voie Trp-Kyn-AhR.
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Réle prédictif du tryptophane circulant sur la survie et laréponse
aux inhibiteurs de checkpoint immunitaire chez les patients atteints

de tumeurs solides avancées.

Introduction : Malgré le succés des inhibiteurs de checkpoint immunitaire (ICI) ciblant le PD-1
(anti-PD-1) ou son ligand (PD-L1), seule une minorité de patients atteint de cancer tire un bénéfice
clinique a long terme de ces agents. Il est donc crucial d'identifier de nouveaux biomarqueurs fiables
de réponse ou de résistance a ces traitements afin de sélectionner les patients les plus susceptibles
d'en bénéficier. Compte tenu du réle connu de lindoleamine 2,3-dioxygenase (IDO1) dans la
modulation de l'immunité anti-tumorale, nous avons cherché a évaluer les métabolites circulants
associés a I''DO1, a savoir la kynurenine (Kyn) et le tryptophane (Trp), comme biomarqueur possible
de la réponse aux ICls chez les patients atteints de tumeurs solides.

Méthodes : Nous avons analysé les taux de Kyn, Trp et du rapport Kyn/Trp circulants dans des
échantillons de plasma, prélevés avant et pendant le traitement et mesurés par dosage immuno-
enzymatique (ELISA), provenant de deux cohortes prospectives indépendantes de patients atteint de
cancer traités par ICI (cohorte Découverte, n=100 ; cohorte Validation, n=292). Nous avons ensuite
étudié la corrélation entre ces métabolites (Kyn, Trp et ratio Kyn/Trp), la réponse clinique (bénéfice
clinique durable versus bénéfice non durable), la survie sans progression (SSP) et la survie globale
(SG) par des modéles de risques proportionnels de Cox.

Résultats : Dans les cohortes Découverte et Validation, nous avons constaté qu'un taux élevé de
Trp avant traitement est associé a un bénéfice clinigue durable et a une survie prolongée chez les
patients traités par ICI. Nous avons observé que le taux circulant de Trp est inversement proportionnel
a l'expression tumorale de PD-L1. En analyse de sous-groupe, nous avons également montré qu'un
taux circulant élevé de Trp est associé a une survie prolongée dans les tumeurs PD-L1 négatives et
avec une faible infiltration de cellules T CD8. Dans la cohorte de validation, nous avons également
démontré que la diminution du taux de Trp chez les patients recevant I'ICl est corrélée avec un
résultat clinique plus défavorable et une survie plus courte, suggérant un mécanisme possible de
résistance primaire.

Conclusion : Ces résultats apportent des preuves solides du réle du Trp circulant comme
biomarqueur potentiel de la réponse aux ICI et suggerent que le ciblage de la voie catabolique du Trp,
tel que IDO1, pourrait représenter une approche prometteuse pour améliorer l'efficacité de
I'immunothérapie anti-cancéreuse en association aux ICI.

Mots clés : indoleamine-2,3-dioxygenase, métabolisme du tryptophane, kynurénine,

immunothérapie, inhibiteur de checkpoint inhibiteur, facteur prédictif, mécanisme de résistance
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Université de Bordeaux — U.F.R des Sciences Médicales
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