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Résumeé

Contexte : Le cancer du sein triple négatif (TNBC) est un sous-type de cancer du sein de
mauvais pronostic dont la prise en charge thérapeutique est limitée. L'immunothérapie par
inhibiteurs des points de contréle immunitaire a montré une activité anti-tumorale pour une
faible proportion de ces patientes. Pour d’autres, la progression est si rapide qu'un décés
survient rapidement aprés l'instauration du traitement soulevant la nécessité d'exclure ces

patientes pour lesquels le traitement semble toxique.

Objectif : L'objectif de ce travail est d’étudier les caractéristiques cliniques, biologiques,
radiologiques et histologiques associés a la réponse ou non réponse au pembrolizumab

dans le TNBC métastatique afin d’identifier des nouveaux biomarqueurs discriminants.

Méthodes : Nous avons analysé rétrospectivement 11 cas de TNBC métastatiques (PD-
L1 positives) en échec de traitement standard traités par pembrolizumab (anti-PD1) dans
le cadre d’études cliniques. La réalisation de frises chronologiques a permis I'analyse fine
des données cliniques, biologiques et radiologiques. L’analyse radiologique a consisté a
comparer le taux de croissance tumorale sous pembrolizumab et sous le traitement
standard précédant. L'infiltration lymphocytaire tumorale a été évaluée au niveau des
tumeurs primitives ainsi qu'au niveau de biopsies de Iésions métastatiques et

d’échantillons provenant de deux autopsies.




Résultats : Deux patientes ont présenté d’excellentes réponses au traitement et sont
toujours en vie 4 ans aprés le début de leur traitement. Elles présentaient avant de
commencer le traitement une plus faible charge tumorale et une maladie plus indolente.
Leurs évolutions sous pembrolizumab sont marquées par I'apparition d’effets secondaires
auto-immuns. Six patientes ont présenté des maladies rapidement progressives et sont
décédées peu de temps aprés linstauration du traitement. Leur tableau clinique se
distinguait a contrario par une forte charge tumorale et des facteurs initiaux cliniques et
biologiques de mauvais pronostic. Parmi ces patientes, on distinguait celles dont I'étiologie
de la progression est probablement liée a I'évolution rapide d’'une maladie non freinée par
le traitement, et celles dont I'imputabilité du pembrolizumab ne peut étre exclue. Pour
distinguer ses 2 types de population, la mesure du taux de croissance tumoral est

essentielle.

Conclusion : Ce travail permet d’'identifier plusieurs profils de réponse au pembrolizumab

chez les patientes atteintes d’'un TNBC métastatique.



Introduction

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, il touchera une femme sur
8 au cours de sa vie. On estime a 2.1 millions le nombre de nouveaux cas en 2018 (WHO.
GLOBOCAN 2018). Il s’agit de la premiére cause de mortalité par cancer chez la femme
apres le cancer du poumon (2017, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research).
Au cours des derniéres années, des analyses génomiques ont permis d’établir une
classification moléculaire du cancer du sein basée sur le profil d’expression génique des
tumeurs (1). Bien que les informations fournies par I'analyse moléculaire ne soient pas
entierement récapitulées par les marqueurs histo-pathologiques classiques, ceux-ci
permettent de définir les sous-types intrinséques en sous-types de cancers du sein utilisés
pour catégoriser les patientes en clinique (2). Actuellement, on distingue 4 différents sous-
types : luminal A, luminal B, HER2/neu (HER2+ ou positif) et le sous-type triple négatif.
Cette classification a permis d’affiner I'évaluation du pronostic des patientes et le
développement de stratégies thérapeutiques appropriées (3). En effet, les cancers de type
luminaux expriment des récepteurs aux cestrogénes et a la progestérone et sont donc
sensibles aux hormonothérapies. Le sous-type luminal A représente environ 50% des
cancers du sein et est associé a un meilleur pronostic que le sous-type luminal B
caractérisé par un index de prolifération plus élevé et par conséquence a une plus grande
chimiosensibilité. Le sous-type HER2+ est caractérisé par I'amplification et/ou la
surexpression du géne d’un récepteur de facteur de croissance : Human Epidermal
Growth Factor Receptor-2 (HER2) qui est retrouvée dans 15 a 20 % des tumeurs
mammaires. Initialement HER2 était considéré comme un marqueur d’agressivité tumorale
de mauvais pronostic mais [l'arrivée de thérapies ciblant ce récepteur HER2

(trastuzumab/pertuzumab) en clinique a permis d’améliorer le pronostic de ces patientes.




Le 4°me sous-type est le cancer du sein triple négatif (« triple negative breast cancer »,
TNBC) qui est défini par I'absence de récepteurs hormonaux et par I'absence

d’amplification et/ou de surexpression d’'HER2.

Sous type Cancer HER 2 positif Triple négatif

du sein

% de cancersdu  45% 25% 10-15% 12-17%
sein
Récepteurs RO + RO + HER2 positif RO -
RP + RP+ RP-
Her2 -
Prolifération

Pronostic

Traitement

Figure 1 : Caractéristiques (prolifération/pronostic/traitements) des différentes types de
cancers du sein en fonction de leur récepteurs. RO = récepteur a l'cestrogene, RP =
récepteur a la progestérone.

Le TNBC touche 12 a 17% des patientes atteintes d’'un cancer du sein (4,5). Il est plus
représenté chez les femmes jeunes (6,7), d’origine africaine (7) et chez les patientes
porteuse d’'une mutation germinale « breast cancer 1 » (BRCA1) (8,9). Les TNBC sont

associés a un haut grade histologique et a un stade avancé au diagnostic (10,11) . Il s’agit
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du plus agressif des cancers du sein avec un mauvais pronostic et un haut risque de
récidive principalement dans les 3 ans apreés le diagnostic (4). Les options thérapeutiques
sont limitées étant donné que seule la chimiothérapie s’est révélée efficace dans cette
maladie (12). Elle permet une amélioration de la survie chez les patientes avec une
tumeur diagnostiquée a un stade localisé (13) mais n’a qu’'un effet trés modéré sur la
survie globale en situation métastatique (14) tout en compromettant grandement la qualité
de vie des patientes compte tenu de sa toxicité (4). En raison de ce devenir sous-optimal
sous chimiothérapie, de nouvelles thérapies pour les TNBC deviennent impératives.

Five-year relative survival of triple-negative breast cancers compared
with other breast cancers by stage at diagnosis, California, 1999-2003
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Figure 2 : Survie a 5 ans du cancer du TNBC en fonction de son stade clinique (stade | =
stade localisé et tumeur de petite taille ; stade Il = envahissement ganglionnaire modéré
ou taille tumoral plus importante ; stade Il = envahissement ganglionnaire important et
taille tumorale importante ; stade |V= envahissement a distance) et comparé aux autres
types de cancers du sein (Adapté a partir de Dent et al. 2007)(5).

L’'immunothérapie anti-tumorale est une nouvelle stratégie thérapeutique en plein
développement qui pourrait étre une arme supplémentaire pour améliorer la prise en
charge de ces patientes. Il existe plusieurs fagons d’agir sur le systéme immunitaire.

Actuellement les stratégies qui ont montré l'efficacité la plus importante en clinique sont



des agents immunomodulateurs qui agissent directement sur le systéme immunitaire en
bloquant les points de contréle inhibiteurs des cellules immunes. PD-1 est un récepteur
inhibiteur de point de contréle immunitaire exprimé sur les cellules T activées, les cellules
B, les cellules NK, les monocytes activés, les cellules dendritiques, les cellules myéloides
et une partie des thymocytes. PD-1 est le frein utilisé lors des réponses immunes afin de
limiter I'auto-immunité en régulant I'activité des cellules T effectrices dans les tissus
périphériques en réponse a des stimuli inflammatoires. Le blocage de cette voie, par des
anticorps dirigés contre PD-1 ou son ligand PD-L1, a montré des signaux d'activité anti-
tumorale trés encourageants. De nombreuses études cliniques ont montré des résultats
trés prometteurs qui ont permis I'enregistrement puis le remboursement de plusieurs
anticorps ciblant des points de contréle immuns pour la prise en charge du mélanome, des
cancers du poumon, de la vessie, du rein, de la téte et cou, du carcinome de Merckel et du

lymphome (15-19).

Ces traitements ont également été évalués dans le cancer du sein. C’est pour le sous-type
triple-négatif que les études cliniques ont montré le plus haut taux de réponse pour les
inhibiteurs de la voie PD1/PDL1. Dans I'étude de phase Ib, KEYNOTE-012, évaluant le
pembrolizumab, un anticorps monoclonal humanisé 1gG4-k dirigé contre PD-1, 58.6% des
111 patientes atteintes d’'un TNBC métastatique sélectionnées exprimaient PD-L1 au
niveau du tissu tumoral. Chez 32 patientes traitées par pembrolizumab, le taux de réponse
était de 18.5% (Figure 3) (16). Les toxicités auto-immunes étaient telles qu’attendues et
modérées. Parmi les patientes ayant une réponse objective au traitement, 3 d’entre elles

ont présenté une réponse prolongée.
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Figure 3 : Différents types de réponse au pembrolizumab dans les TNBC (étude de phase
Ib KEYNOTE-012). La variation de la charge tumorale est évaluée par ['analyse
radiologique des lésions tumorales selon les criteres Response Evaluation Criteria In Solid
Tumors (RECIST) 1.1 en % de la valeur initiale (Adapté a partir de Nanda et al, 2016

(20)).
L’étude KEYNOTE-086, phase Il suivant I'étude KEYNOTE-012, a montré un taux de

réponse de 23,1% en premiere ligne de traitement chez les patientes métastatiques
atteintes d’'un TNBC (21). Plus récemment, ont été publiés les résultats du
pembrolizumab en association avec la chimiothérapie. Le taux de réponse était de 33.3%
pour le pembrolizumab associé a de I'éribuline et montait a 41.2% pour les patientes
traitées en 1°© ligne (22). Les résultats de la premiére étude de phase Il (IMpassion 130,
NCT02425891) évaluant la combinaison d'un anti-PD-L1 (atézolizumab) avec de la
chimiothérapie par nab-paclitaxel en premiére ligne de traitement chez des patientes
meétastatiques atteintes d’'un TNBC (23), ont montré une amélioration significative de la
survie sans progression de 5.5 a 7.2 mois dans I'ensemble de la population traitée et une
amélioration significative de la survie globale de 15.5 a 25 mois dans le sous-groupe des

patientes avec tumeurs PD-L1 positives. Le taux de réponse compléte pathologique (pCR)
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est le taux de réponse histologique compléte (absence de tumeur résiduelle) a la chirurgie
du primitif apres chimiothérapie néo-adjuvante. Il est utilisé comme substitut a la survie
globale méme si les derniéres données de la littérature ne le valide pas (24). Dans le
cadre du traitement du cancer du sein primaire TNBC, I'’étude néo-adjuvante I-SPY 2 a
montré une augmentation de 20 a 60% du taux de pCR (25). D’autres études évaluant la

combinaison de I'immunothérapie avec la chimiothérapie néo-adjuvante sont en cours.

Ces premiers résultats chez des patientes dont actuellement la chimiothérapie est le seul
traitement disponible, sont encourageants et motivent le développement de
'immunothérapie dans cette indication. Cependant, devant la faible proportion de
patientes bénéficiant de cette stratégie, il est nécessaire d’identifier des biomarqueurs

pouvant aider a mieux sélectionner les patients.

L’expression du PD-L1 évaluée par immunohistochimie (IHC) au niveau de la tumeur et de
son microenvironnement en pré-thérapeutique est associé avec un meilleur taux de
réponse (16,17,26). PD-L1 est exprimé dans le cancer du sein primaire et de fagon plus
fréquente dans les TNBC. L’expression de mRNA de PD-L1 est plus élevé dans les
échantillons de TNBC que dans les échantillons non TNBC. On estime que le PD-L1 est
exprimé dans 20 a 30% des TNBC et est associé a une infiltration lymphocytaire plus
importante et a un haut grade histologique (27). Bien qu’étant le biomarqueur prédictif de
réponse le plus étudié actuellement, celui-ci n’est pas optimal en raison de I'observation
de réponse chez 5 a 20% des patients avec des tumeurs évaluées comme « PD-L1
négatives » (15,28). De plus, les seuils de positivités varient fortement en fonction de
I'anticorps utilisé pour le test IHC et les tests développés sont différents selon chaque
compagnie pharmaceutique. Un autre biomarqueur qui a été associé a la réponse aux
anti-PD1 est la charge mutationnelle tumorale (tumor mutanional burden, TMB). L’étude

CHECKMATE 227 a évalué un traitement par nivolumab et ipilimumab en 1¢ ligne de
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traitement des cancers bronchiques non a petites cellules métastatiques. L'analyse en
sous-groupe a montré que les patients dont la tumeur avait une faible expression de PD-
L1 (<1%) et une TMB = 10mut/MB tiraient un bénéfice en survie sans progression a la
combinaison d'immunothérapies et méme avec du nivolumab en monothérapie par rapport
a la chimiothérapie seule (31). La raison pour laquelle ce biomarqueur est prédictif serait
que les mutations sont des sources de néo-antigenes immunogénes et donc reconnus par
le systeme immunitaire. Cependant, ce biomarqueur ne reflete pas directement la
présence d’'une réponse immunitaire dans une tumeur donnée. Un autre biomarqueur
important en voie de développement est I'analyse des lymphocytes infiltrant la tumeur
(Tumor-Infiltrating Lymphocytes, TILs) qui refletent la réponse immune au niveau tumoral.
Dans les tumeurs primaires de cancer du sein, leur présence est associée a un meilleur
pronostic dans les sous-types HER2 et TNBC (32-34), et a un plus haut taux de pCR
aprés chimiothérapie néo-adjuvante chez les patientes atteinte d’'un TNBC (33). Au stade
métastatique, les données concernant la valeur pronostic et prédictive des TILs sont plus
limitées. Récemment, deux études ont démontré qu'un haut niveau de TILs dans les
Iésions tumorales métastatiques est associé a une augmentation du taux de réponse au

pembrolizumab (35,36).

Afin d’augmenter le taux de réponse aux inhibiteurs de points de contrdle et d’identifier les
patientes qui pourraient réellement bénéficier de cette approche thérapeutique, il est
nécessaire de mieux comprendre les mécanismes associ€s a la réponse et non-réponse a

ces traitements immunomodulateurs.

En se basant sur 'immmunogramme du cancer (Figure 4) (37), nous avons analysé
rétrospectivement les données cliniques et les échantillons tumoraux des patientes

traitétes a [IlInstitut Bordet de Bruxelles dans deux études cliniques évaluant le

12



pembrolizumab dans le TNBC métastatique afin d’identifier le profil clinique, biologique,

radiologique et histologique des patientes.

Séquencage exome

Sequencage ARN Neutrophiles /

Lymphocytes

Figure 4 : Immunogramme du cancer et pistes de recherche. Le séquengage de 'exome
et de I'ARN fera l'objet d’'une communication ultérieure (Adapté a partir de Blank et al,
2016 (37)).
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Méthodes

Patientes et échantillons :

Dans cette étude rétrospective, nous avons analysé les dossiers cliniques et les
échantillons tumoraux de patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique de type
TNBC incluses dans 2 études cliniques a l'Institut Jules Bordet a Bruxelles entre
septembre 2013 et janvier 2014 pour lI'étude de phase Ib intitulée KEYNOTE-012
(NCTO01848834) et entre octobre et décembre 2015 pour I'étude de phase Il intitulée
KEYNOTE-086 (NCT02447003). Ces patientes étaient en échec de traitements standards
et devaient exprimer PD-L1 au niveau d’'un échantillon tumoral provenant d’une biopsie
récente pour étre incluses. L’analyse de I'expression de PD-L1 par IHC a été réalisée par
la firme pharmaceutique. Le pembrolizumab était administré en monothérapie jusqu’a
progression de la maladie a la dose de 10mg/kg en intra-veineux toutes les 2 semaines
pour la KEYNOTE-012 et a la dose de fixe de 200 mg toutes les 3 semaines pour la
KEYNOTE-086. Les caractéristiques cliniques des patientes incluses dans I'étude sont

reprises dans la table 1.
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Ensemble

Nb 11
Antécédents familiaux néoplasiques évocateurs B (54,5%)
Mutations germinales BRCA 1 et 2 3(37%)
Cancer primitif

Age au diagnostic 50(20-71)
|Taille (mm) 40 (22-74)
Grade histologique®

2 3(30%)
3 7(70%)
Atteinte ganglionnaire® 10(91%)
Ki 67 moyen B65% (20-95)
Chimiothérapie neoadjuvante a(83%)

Récidive locale ou métastatique

KEYNOTE-D12 B
KEYNOTE-086 5
Bge 54(31-73)
Délai moyen a la récidive (mois) 39 (9-144)
Nb de sites meétastatique

=2 5(45%)
=2 6(55%)
Mb de lignes antérieures 4 (2-9)
Chimiothérapie antérieure 11(100%)
Thérapie ciblée antérieure 6(55%)
Radiothérapie pour l&ésion(s) métastatique(s) 3(27%)
Durée de la maladie métastatique avant pembrolizumab [en mois) 24(5-53)
Présence de symptomes clinigues B(55%)

Performans status
0 3(27%)
1 8(72%)

Table 1 : Caractéristiques anatomo-cliniques des 11 patientes incluses dans I'étude au
diagnostic et a la rechute de la maladie. Grade histologique : grade 1 = tumeur bien
différenciée ; grade 2 = tumeur modérément différenciée; grade 3 = tumeur peu
difféerenciée ; Ki 67 = index de prolifération, considéré comme élevé si > a 14%;
Performans statut (PS) : PS 0 = asymptomatique, activité normale, PS=1 symptomatique
mais patient ambulatoire ; PS=2 patient alité moins de 50% de la journée ; PS= 3 patient
alité plus de 50% de la journée ; PS=4 patient grabataire ; PS=5 patient décédé

2: données manquantes pour 2 patientes / * données manquantes pour 1 patiente

Les échantillons tumoraux proviennent de blocs paraffinés (Formalin-Fixed Paraffin-
Embedded, FFPE) des piéces chirurgicales de Iésions mammaires primaires, de biopsies
de récidives locorégionales et de métastases réalisées avant I'administration du
pembrolizumab. Pour 2 patientes, nous avons analysé des tissus tumoraux prélevés aprés
traitement par pembrolizumab a I'autopsie. Le tissu normal provient également de blocs

FFPE prélevés au niveau de ganglions non envahis pas la tumeur pour 6 patientes, de
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tissu mammaire normal pour 1 patiente et de cellules mononuclées du sang périphérique
(Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) pour 2 patientes (Annexe 2). Le projet
présenté dans cette thése a regu I'aval du comité d’éthique de l'institut Jules Bordet en juin
2016 pour I'analyse des patientes de la KEYNOTE-012 et en novembre 2017 pour les

patientes de la KEYNOTE-086.

Revue des données cliniques et biologiques:

Les dossiers cliniques de toutes les patientes ont été revus afin de distinguer les différents
types de réponses au pembrolizumab. Sur le plan clinique, nous avons pris en
considération différents parameétres : I'évolution de I'état général de la patiente mesuré par
le Performans Status (PS), 'aggravation ou I'apparition de symptémes liés a la maladie, la
présence d’'une défaillance d’organe, d’'une hospitalisation, la survie sans progression de
la maladie, la durée totale de traitement, la réponse au traitement, le nombre total
d’administrations de pembrolizumab, le délai entre la derniére injection de pembrolizumab
et I'éventuel décés. Sur le plan biologique, nous avons relevé les taux de lactate
déshydrogénase (LDH), de la protéine C réactive (CRP), de [lalbumine, des
transaminases, de la bilirubine, du taux de prothrombine ainsi que les rapports
neutrophiles sur lymphocytes (facteur reflétant I'inflammation systémique et associé a la
réponse a I'immunothérapie (38,39). Les histoires cliniques de chaque patiente sont

reprises dans des frises chronologiques présentées en annexe (Annexe 1).

Analyse radiologique des données d’imagerie :

Sur le plan radiologique, nous avons revu et analysé les examens d’imageries réalisés

sous traitement par pembrolizumab et sous le traitement immédiatement antérieur de 8
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patientes. Les diamétres des lésions étaient mesurés selon les régles des critéres
RECIST v1.1 (40). A partir de ces diametres, nous avons extrapolé les volumes des
Iésions cibles. Nous avons comparé le temps de doublement volumique a partir de la
somme des volumes extrapolés. Nous avons également mesuré les taux de croissance
tumorale (« Tumor Growth Rate », TGR) comme défini par Ferte et al, 2014 (41) et
Champiat et al. 2017 (42). Le TGR est le pourcentage d’augmentation du volume tumoral
en 1 mois (Figure 5).

Champiat et al, 2017

Figure 5 : Tumor Growth Rate (TGR) : D(t) = diamétre

D(t S un i ) s .
3103(%) a un instant t ; D(0) = diametre au baseline
T =—7"

TGR = 100*(EXP(TG)-1)

TGR < % d'augmentation
du volume tumoral en 1
mois

Analyse histologique des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) :

La présence de TlLs a été évaluée par un pathologiste sur des lames colorées par
hématoxyline & éosine (H&E) selon les recommandations du « Immuno-Oncology
Biomarker Working Group » pour les cancers primitifs (n=10) (43) ainsi que pour les
Iésions tumorales métastatiques (n=16) (44) et au niveau de Iésions tumorales provenant

de 2 autopsies (n=6) (Figure 6).
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Figure 6 : a) Méthode de mesure des TILs sur tumeurs primaires adapté de Salgado et al,
2015 (43) : b) Mesures possibles sur sites métastatiques dont tissu ganglionnaire. La
présence d’un stroma desmoplastique permet de mesurer les TILs au niveau
ganglionnaire adapté de Hendry et al, 2017 (44).

Le pathologiste a distingué les TILs intra-tumoraux (iTILs) et stromaux (sTILs) en fonction
de leur localisation par rapport aux cellules épithéliales. Les résultats sont repris en

pourcentages de surface de tissu tumoral (iTILs) ou stromal (sTILs) infiltrée par des

18



cellules mononuclées. Les tumeurs ont été ensuite classées en fonction de la localisation
de cet infiltrat lymphocytaire en tumeurs « froides » si le foyer tumoral n’est pas infiltré, en
tumeurs «enflammées » si l'infiltrat occupe le corps de la tumeur (en contact avec les
cellules tumorales) au niveau du stroma tumoral et péri-tumoral et en tumeurs dont seul le

stroma est infiltré par des lymphocytes dites « restreintes au stroma » (45).

Résultats

Evolution clinique des patientes traitées par pembrolizumab :

La revue des données cliniques, biologiques et radiologiques ainsi que I'analyse de frises
chronologiques reprenant I'évolution des 11 patientes au cours du temps a permis de
distinguer trois types de réponses au pembrolizumab. Deux patientes ont présenté une
trés bonne réponse de longue durée au traitement que nous qualifions de « répondeuses

exceptionnelles » (Figure 7). Celles-ci sont toujours vivantes plusieurs années apres le

début du traitement. A I'opposé de ces deux patientes, 6 patientes ont progressé trés
rapidement apreés l'instauration du traitement et sont décédées dans les 2 mois suivant la
premiére injection de pembrolizumab. Les examens biologiques, radiologiques et
d’autopsies convergent vers une progression massive et rapide de la maladie cancéreuse.
Nous avons défini ces patientes par des critéres clinico-biologico-radiologiques : déces
dans les 3 mois maximum aprés la 1°¢ injection de pembrolizumab associé a une
augmentation massive de la masse tumorale définie a l'imagerie et allié a des critéres
biologiques : cinétique des LDH et augmentation des paramétres d’organes avec
métastases comme la cytolyse hépatique par exemple. Ces patientes sont considérées

comme des « hyper-progresseuses » (Figure 8). Et enfin, trois patientes sont qualifiées de
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« non répondeuses » car leurs maladies n’ont pas répondu au pembrolizumab mais leur

état clinique reste conservé sous traitement. Ces patientes sont décédées apres avoir été

traitées par d’autre(s) ligne(s) de traitement.

Figure 7 : Scanners thoraciques d’une patiente présentant une réponse partielle
exceptionnelle par sa durée dans le temps au pembrolizumab. a) Scanner initial b)
Scanner a 4 ans
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Figure 8 : Evolution scannographique d’une patiente sous pembrolizumab et présentant un
tableau d’hyperprogression. a) Scanner abdominal initial b) Scanner a un peu plus d’un
mois apres le début du traitement par pembrolizumab et 7 jours avant son déces c)
Evolution du taux de LDH en fonction du temps (abscisses négatives = sous traitement
antérieur, abscisses positives= sous pembrolizumab).

Caractéristiques cliniques des 3 types de réponse au pembrolizumab :

Les paramétres anatomo-cliniques des tumeurs mammaires au diagnostic ont été
compareés en fonction des réponses. Toutes les tumeurs avaient des profils agressifs avec
des index de prolifération élevé, un envahissement ganglionnaire et un grade histologique
élevé au diagnostic. Toutes les patientes ont regu de la chimiothérapie pour la prise en
charge de leur maladie au stade initial que cela soit en néo-adjuvant ou en adjuvant. Les
patientes avec « hyper-progression » étaient plus jeunes et comprennent 2 patientes
diagnostiquées dans la trentaine. Une mutation germinale de BRCA 1 est retrouvée chez
une répondeuse exceptionnelle et chez une patiente avec « hyper-progression ». Le délai

entre la prise en charge initiale locale et la premiére récidive loco-régionale ou
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métastatique est similaire quel que soit le type de réponse (table 2). Cependant, les
patientes avec « hyper-progression » présentent avant de débuter le traitement par
pembrolizumab, une maladie plus symptomatique et des sites métastatiques plus
nombreux. On observe une nette et rapide dégradation clinique des patientes avec
«hyper-progresseuses » sous pembrolizumab avec un PS qui passe de 0 ou 1 a 5 (décés)
se traduisant par une survie nettement diminuée (42 jours en moyenne chez les patientes
avec « hyper-progression » contre 342 jours chez les patientes avec non-réponse) (Table
2 et figure 10d). A l'opposé, les patientes répondeuses exceptionnelles ont une plus
longue histoire de la maladie métastatique et qui est moins émaillée d’épisodes cliniques
symptomatiques (Table 2 et figure 10b). La réponse au pembrolizumab est rapide et
prolongée avec une patiente en réponse compléte aprés 39 semaines et une patiente en
réponse partielle dés la 7™ semaine de traitement. A noter que ces patientes ont
développé des évenements secondaires auto-immuns. Pour l'une, il s’agit dune
pneumopathie a type d’opacités basales droites qui a conduit a l'arrét définitif du
traitement. L'examen histologique du liquide broncho-alvéolaire montre une
hyperlymphocytose sans cellule néoplasique. L'examen anatomo-pathologique de la
biopsie pulmonaire montre de la bronchiolite oblitérante. Il est donc conclu a une
pneumopathie auto-immune toxique secondaire au pembrolizumab. La 2%™® patiente a
développé une méningite lymphocytaire aseptique se traduisant par des troubles de la
vision transitoires qui n'ont pas nécessité l'arrét du pembrolizumab. Aucun effet
secondaire auto-immun n’est décrit pour les patientes hyperprogresseuses ni pour les

non-répondeuses (Table 2 et Figures 9 et 10).
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Ensemble ER MR
Mb 11 2 & 3
Antécédents familiaux néoplasiques évocateurs B (54,5%) 1(50%) 4(67%) 1(33%)
Mutations germinales BRCA 1 et 2 3(37%) 1{50%) 2{533%) 0
Cancer primitif
Age au diagnostic 50 (20-71) 47.5 (47-48) 45(29-58) B2(50-71)
Taille {mm) 40 (22-74) 43 (35-50) 30 (20-40)| B0 (50-74)
Grade histologique?
2 3(30%) 1(50%) 2(33%) 0%
3 7(70%) 1{50%) 4(66%) 3(100%)
Atteinte ganglionnaire* 10(913) 2(100%) 5(83%) 3(100%)
Ki 67 moyen 65% (20-95)|  B0%(20-80) 59% (20-95)| 65%(50-80)
Chimiothérapie néoadjuvante 9(82%) 2{100%) 5(83%) 2{66%)
Récidive locale ou métastatique
KEYMOTE-012 & 2 2 2
KEYMOTE-086 5 0 4 1
ﬁ.ge 54{31-73) 55(53-56) 48(31-60) B5(54-73)
Délai moyen & la récidive (mois) 39 (9-144) 41 [24-58) 26 (9-44)| 63 [16-144)
MNb de sites métastatique
<2 5(45%) 2(100%) 1(17%) 2(66%)
22 6(55%) 0 5{23%) 1{33%)
Mb de lignes antérieures 4(2-9) 7(5-9) 41 (2-8) 3.3 (2-4)
Chimiothérapie antérieure 11(100%) 2(100%) 6(100%) 3(100%)
Thérapie ciblée antérieure 6(55%) 2{100%) 3(50%) 1{33%)
Radiothérapie pour I€sion(s) métastatique(s) 3(27%) 1(50%) 2(33%) 0
Durée de la maladie metastatique avant pembrolizumab (en mois) 24(5-53) 45(37-53) 16,5(5-30) 24{16-33)
Présence de symptdmes cliniques 6(35%) 1(50%) 4 (67%) 1(33%)
Performans status
0 3(27%) 0 3(50%) 0
1 Bi72%) 2(100%) 3(50%) 3 (100%)
Survenue d'effets secondaires de grade élevé (23) 2[18%) 2(100%) 1] 0
Délai entre la premiére injection et le decés (jours) : NA 42 (15-99) B52 (149-566)

Table 2 : Caractéristiques anatomo-cliniques des patientes en fonction de leur réponse au
pembrolizumab: NR = non répondeuse / HP = Hyperprogresseuses / RE = répondeuses
exceptionnelles
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Figure 9 : Toxicités immunologiques des patientes répondeuses exceptionnelles. a)
Patiente 1 : pneumopathie interstitielle b) Patiente 2 : méningite lymphocytaire aseptique.
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Figure 10 : Caractéristiques cliniques des patientes en fonction de leur réponse au
pembrolizumab. a) Délai entre la prise en charge initiale et la récidive en mois b) Durée en
mois de la maladie métastatique avant le début du traitement par pembrolizumab c)
Variation du status de performance (PS) d) Courbe de survie en jours.
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Caractéristiques biologiques des 3 types de réponses au pembrolizumab :

Les résultats des bilans sanguins avant et pendant traitement ont été revus et comparés
entre les patientes. Les types de réponse se différencient par leur taux initial (baseline) de
LDH qui est nettement plus élevé pour le groupe avec « hyper-progression » (table 3 &
figure 11a). Il est par ailleurs observé une forte augmentation du taux de LDH sous
pembrolizumab traduisant une majoration de la charge tumorale dans ce groupe de
patientes lors du traitement. Le taux de neutrophiles/lymphocytes, est aussi plus élevé
dans le groupe hyper-progresseur (figure 11b). A [linverse, les répondeuses
exceptionnelles présentent un rapport neutrophiles/lymphocytes bas et des LDH dans les
normes avant de débuter le traitement. Il n’a pas été retrouvé de différence entre les taux
initiaux d’albumine et de protéine C réactive (CRP). Cependant, pour les patientes
« hyper-progresseuses » qui présentaient une atteinte métastatique hépatique, nous
avons noté une dégradation majeure et rapide de leur fonction hépatique (majoration des
transaminases associée dans la majorité des cas a une cholestase (4 patientes/5) et pour
une patiente a un effondrement de son taux de prothrombine illustrant la progression de la

maladie qui sera confirmée par I'analyse radiologique et par I'autopsie.

Ensemble ER MR
Ratio Meutrophile/Lymphocytes 5.2(1,5-12,5) 2,1(1,5-2,7) 7.4 (5-12,5)| 2,B(2,3-3,7)
<4 5 (45%) 2 (1009%) 0 3 (100%)
=4 B (55%) o B (100%) 0
LDH (UIfL) 479 (181-1480)( 233 (206-261) BO7 [142-1480) 05 (182-241)
Albumine (g/L) 47 (31-49) 45,5 (46-47) 40,2 (31-45)( 43,3 (38-49)
CRP [mg/L) 12,3 (0,8-183,5) 1,2 [D,B-I,E]. 27,3 il,E-lBS,S]l 54 (3,3-8,2)

Table 3 : Caractéristiques biologiques initiales des patientes en fonction de leur réponse
au pembrolizumab : NR = non répondeuse / HP = Hyperprogresseuses / RE =
répondeuses exceptionnelles Ratio neutrophiles/lymphocytes : meilleur pronostic si = 4
(46)
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Figure 11 : Caractéristiques biologiques des patientes en fonction de leur réponse au
pembrolizumab. a) Taux de LDH avant le début du ftraitement b) Rapport
neutrophiles/lymphocytes avant le début du traitement c) Variation du taux de LDH au
temps TO, début du traitement et au temps Tx (déces/progression/date contemporaine), fin
de l'étude (déces, progression, derniere injection) d) variation des ASAT (transaminases)
en fonction du temps. T=0 < date de la 1° injection de pembrolizumab

Evaluation des lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs):

L’analyse des TILs réalisée sur lames colorées par H&E ne démontre pas de différence
entre le niveau d’infiltration lymphocytaire entre le primitif et les métastases que cela soit
pour les iTILs ou les sTILs. On observe que les tumeurs initialement dépourvues de sTILs

au niveau de la tumeur primaire ne présentent pas non plus de sTILs a I'état métastatique.
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En revanche, les tumeurs initialement plus infiltrées en sTILs semblent avoir moins de
sTILs dans leurs Iésions métastatiques comparées aux lésions primaires. Au niveau des

autopsies, les deux patientes présentant des Iésions tumorales trés pauvres en sTILs.

a) b)
iTILS Primitif/Métastase sTILS Primitif/Métastase
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Figure 12 : Comparaison de linfiltration lymphocytaire au niveau des tumeurs mammaires
primaires et des lésions métastatiques secondaires pour les TILs intra-tumoraux (a) et les
TILs stromaux (b). Les valeurs en jaune correspondent a des échantillons prélevés apres
chimiothérapie néo-adjuvante ; les valeurs en violet correspondent a des échantillons
prélevés avant chimiothérapie adjuvante.

Nous avons ensuite analysé le taux de TlLs en fonction de la réponse au traitement. Celui-
ci ne différe pas en fonction des réponses au pembrolizumab et ceci méme en comparant
les patientes répondeuses exceptionnelles versus I'ensemble des non répondeuses au

traitement qu’elles soient non répondeuses ou « hyper-progresseuses » (Figure 13).
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Figure 13: Comparaison de l'infiltration lymphocytaire tumorale en fonction des réponses
au pembrolizumab au niveau des tumeurs mammaires primaires (a&b) et des lésions
secondaires métastatiques (c&d) pour les TILs intra-tumoraux (a&c) et pour les TILs
stromaux (c&d).

La configuration spatiale de cet infiltrat lymphocytaire a également été analysée. La moitié
des tumeurs primaires ont été étiquetées de « tumeur froide » et conservaient une tumeur
froide au niveau des métastases. Il n'y avait pas de différence entre les tumeurs primaires
selon le type de réponse au traitement. |l est a noter qu’'une des deux patientes qui a

exceptionnellement bien répondu au pembrolizumab présentait une tumeur froide.

28



| Ensemble| ER_—NR
Tumeur primaire
Nb 10 2 5 3
Froide 6(60%) 1(50%) 3(60%) 2 (66%)
Totalement inflammée 2(20%) 1(20%) 1(33%)
Restreintes au stroma 1(10%) 1(20%) 0
Non évaluable 1(10%) 1(50%)
Métastase
Nb 8 2 3 3
Froide 4(50%) 1(50%) 2(66%) 1(33%)
Totalement inflammée 1(12,5%) 0 1(33%) 0
Restreintes au stroma 3(37,5%) 1(50%) 0 2(66%)

Table 4 : Configuration spatiale de l'infiltrat lymphocytaire tumoral au niveau des tumeurs
mammaires primaires et des lésions métastatiques secondaires en fonction de la réponse
au pembrolizumab.

Evaluation radiologique de I'évolution tumorale en fonction de la réponse au

pembrolizumab :

Nous avons analysé de maniére exhaustive les examens d’imagerie des 2 patientes
répondeuses exceptionnelles, de 4 patientes « hyper-progresseuses » et de 2 non
répondeuses. Notre analyse démontre que la charge tumorale initiale est plus importante
dans le groupe des « hyper-progresseurs » comparé aux répondeuses exceptionnelles et
non-répondeuses (Figure 14a). Le temps de doublement volumique sous traitement de
référence est plus long pour les patientes répondeuses exceptionnelles marquant une
maladie a croissance plus lente initialement que chez les patientes non répondeuses
classiques et avec « hyper-progression » (Figure 14b). Sous traitement par
pembrolizumab, le temps de doublement volumique est plus court pour les « hyper-
progresseurs » que pour les non répondeurs (Figure 14b). L’analyse des TGR permet
d’isoler 2 sous-groupes de patientes « hyper-progresseurs »; les patientes dont la
croissance tumorale était déja rapide sous traitement de référence et qui évolue

rapidement sous pembrolizumab mais dont le rapport TGR EXP/TGR REF n’est pas
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supérieur a 2 et les patientes dont la croissance tumorale sous pembrolizumab est plus de

deux fois plus rapide (Figure 14c).
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Figure 14 : Caractéristiques radiologiques des patientes en fonction de leur réponse au
pembrolizumab. a) Charge tumorale en mesure RECIST 1.1 (mm) b) Temps de
doublement volumique sous traitement immédiatement antérieur et sous pembrolizumab
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Figure 14 : ¢) Rapport TGR REF/TGR EXP des répondeuses exceptionnelles (point verts),
des hyperprogresseuses (points rouges) et des non répondeuses (points bleus).
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Discussion

Notre projet étudie de maniére approfondie une série de patientes atteintes d’'un TNBC
métastatique et traitées par pembrolizumab dans le cadre de deux études cliniques, afin
de caractériser le profil clinique, biologique et radiologique des répondeuses et non
répondeuses au traitement. En effet, malgré le faible taux de réponse a I'immunothérapie,
certaines patientes en bénéficient de maniére spectaculaire. Il est donc primordial

d’identifier des biomarqueurs permettant de distinguer ce sous-groupe de patientes.

Notre analyse a permis de distinguer 3 types de profil de réponse au pembrolizumab. Les
2 patientes qui ont répondu de maniére exceptionnelle sont des patientes qui, avant
traitement par pembrolizumab étaient atteinte de maladie moins agressive, peu
symptomatique et d’évolution plus lente que les patientes n’ayant pas répondu. Elles
présentaient un taux de LDH plus bas et un plus faible rapport neutrophiles/lymphocytes
qui sont deux éléments identifiés comme marqueurs biologiques associés a une réponse
au traitement et a bon pronostic dans le cadre du traitement par immunothérapie (38,39).
Ces deux patientes ont présenté des effets secondaires auto-immuns de grade élevés qui
ont mené chez la patiente en réponse compléte a l'interruption du traitement sans récidive
de la maladie pendant plusieurs années. La survenue de ce type d’effets secondaires a

été associée une meilleure réponse aux immunothérapies dans le mélanome (47,48).

Les patientes dites « hyper-progresseuses » sont des patientes décédées rapidement
apres le début du traitement par pembrolizumab. La revue des dossiers cliniques de ces
patientes a permis de constater qu’elles présentent initialement une maladie plus
symptomatique et plus agressive avec une volumineuse charge tumorale et avec des

échecs rapides des traitements antérieurs. Le temps de doublement volumique des
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Iésions cibles a I'imagerie est déja rapide sous traitement antérieur, et leur niveau de LDH
ainsi que le rapport neutrophile/lymphocytes évoquent une maladie en forte progression
avant l'inclusion dans I'étude. Malgré une maladie qui, initialement, semble donc plus
active, leur état général est conservé et la présentation initiale de leur maladie est jugée
comme suffisamment compatible pour étre incluse dans ces études de phases précoces.
L’état clinique de ces patientes se dégrade trés rapidement pour amener a un décés en
moyenne dans les 6 semaines suivant la premiére administration. Ces patientes n’ont pas
présenté d’effet secondaire auto-immun mais il est probable qu’elles soient décédées
avant leur éventuelle survenue. En effet, le délai de survenue d’un effet secondaire auto-
immun est d’au moins 5 semaines (48). Les 2 étiologies a évoquer pour expliquer cette
évolution péjorative et fulgurante peuvent étre I'évolution naturelle de la maladie non
controlée par le pembrolizumab ou une « hyper-progression » liée au pembrolizumab
comme décrit dans plusieurs publications récentes. Ce phénoméne d’ « hyper-
progression » imputé a I'immunothérapie atteint 9 a 30 % de patients (39). Cependant,
« I'hyperprogression » est encore mal définie. En effet, les criteres pour définir cette
« hyperprogression » sont trés variables d’une étude a l'autre et reposent sur des données

cliniques, radiologiques ou mixtes (Table 5) parfois contestables.
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m Définition de I'HP m % d’HP selon tumeur Facteurs @’HP

Champiat et al, 2017

Kato et al, 2017

Sadda-Bouzib et al,

2017

Ferrara et al, 2018

Kanazu et al, 2018

Sasakiet al, 2019

Lo Russo et al, 2019

Table 5 : Etudes cliniques définissant I'hyperprogression (HP).

Progression selon RECIST & la

1&= éyaluation
TGR=2

+ Délai & I'echec du traitement < 2

mois

« Progression tumorale = 50% par
rapport & avant Fimmunothérapie
= Accélération du rythme de

progression = 2 x

» TGK=z2

Progression selon RECIST d la

1&= évaluation
ATGR =15

+ Dégradation rapide de I'état
clinique aprés le 1= cycle

+ TGK=2

+ Délai d I'chec du traitement < 2

mois

+ Progression tumorale = 50% de la
somme des lésions cibles

* Apparition d’au moins 2 nouvelles

|ésions cibles dans un organe déja

atteint

* Envahissement d'un nouvel organe
+ Détérioration clinique avec PS =2
durant les 2 premiers mois

9% (12/131)

6% (6/102)

29% (10/34)

14% (56/408)

6% (5/87)
Pseudo-F: 3/5
HF - 2/5

21% (13/62)

25.7% (152)

Melanome (9%;4/45)

Carcinome urothéliale (25%:;2/8)

CCR (12%;1/8)

Lymphome (14%:;1/7}
Carcinome ovarien (40%:2/5)

Cholangiocarcinome (50%;1/2)
Meélanome de Fuvée (50%:;1/2)

NSCLC (8%, 3/38)

Carcinome urothéliale (ND;1/ND)

THNBC (MD/1/ND)

Carcinome endométriale (ND;

1/ND)

HNSCC

NSCLC

NSCLC

Cancer gastrique

NSCLC

+  HAge=65ans

+ Amplification de MDM2
+ Altération de TEGFR

+ Récidive locale en zone irradiée

+ Nb de site métastatiques = 2

« P51az2
+ |mportante somme des diamétres
des lésions mesurées au baseline

TILs infiltrés par macrophage de type
2 CD163 +, CD33 +, PD-L1+

TGK: Tumor Growth

Kinetics; TGR: Tumor Growth Rate. NSCLC : carcinome pulmonaire non a petite cellule.
TNBC : Cancer du sein triple négatif. CCR : carcinome colorectal. HNSCC : carcinome
épidermoide de la téte et du cou adapté en partie de Champiat et al, 2018 (49) .

La plupart des études analysent la croissance tumorale mais celle-ci peut étre déterminée

selon différentes méthodes. Dans certaines études, cette croissance tumorale est calculée

a partir de la variation 2D des diamétres (Tumor Growth Kinetics TGK) et sans intégrer la

croissance exponentielle naturelle d’'une tumeur. Ce qui améne a surestimer le nombre de

cas d’hyperprogression par rapport au taux évalué en utilisant le TGR.
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1 mois 1 mois
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lcm 5cm
15cm
TGK TGR

=(5-1)/1 \EF = (3log(5/1))/1 TG EXP = (3log(15/5))/1

=4 cm/mois =2,09 =1,43
TGK EXP = (15-5)/1 =100 {EXP(2,09) -1} TGR EXP = 100 {EXP(1,43) -1}

=10 cm/mois =714 % =318%
TGK EXP/TGK REF = 2,5 TGR EXP/TGR REF = 0,44

Figure 15 : Comparaison entre le Tumor Growth Kinetics (TGK) et le Tumor Growth Rate
(TGR) dans un exemple simple montrant la surévaluation du nombre d’hyperprogression
parle TGK.

De plus 'ensemble des études publiées décrivant ce phénoméne d’hyperprogression sont

des analyses rétrospectives dont I'interprétation est délicate.

Certaines études cliniques de phase Ill (CHECKMATE 057(50) / CHECKMATE 141 (51) /
KEYNOTE 045(52) / IMvigor211(53) / CHECKMATE 227 (31)) rapportent une plus grande
mortalité durant les 3 premiers mois chez les patients traités par immunothérapie par
rapport a ceux traités par une chimiothérapie cytotoxique. Ceci se traduit par un
croisement des courbes de survie dans les premiers mois suivant l'instauration du
traitement. Champiat et al (49), interpretent ce manque de bénéfice initial par I'existence
de ce sous-goupe d’« hyperprogresseurs » pour qui le traitement est précocement
délétére. On y retrouve par ailleurs le sous-groupe des EGFR mutés dont la mutation
serait un facteur de risque d’«hyperprogression » (54). Les études cliniques n’ont pas
rapporté de relation significative entre ce phénoméne d’ « hyperprogression » avec

I'expression de PD-L1 au niveau tumoral ni avec un mauvais état général ou avec une
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maladie plus avancée. Le nombre et les types de traitements antérieurs n’influent pas sur
I'incidence de '« hyperprogression ». Aucun marqueur biologique n’a été mis en évidence
comme facteur de risque que cela soit le taux de lymphocytes, d’albumine, de fibrinogéne
ou de LDH. Seul un age plus avancé, un nombre de sites métastatiques supérieur a 2,
une récidive en zone irradiée ainsi qu'une amplification de la famille MDM2 et des
aberrations d’EGFR ont montré un lien significatif avec I’ « hyperprogression » (42,55-58).
Dans les cas définis comme « hyper-progresseurs » dans notre étude, le taux de
croissance tumorale est élevé avant traitement et augmente sous pembrolizumab en
dépassant de 2 fois le TGR de référence comme défini par Champiat et al. pour 2 des 5
patientes. Les mécanismes impliqués dans ce phénomene d’hyperprogression ne sont
pas encore élucidés méme si des hypothéses biologiques intéressantes sont évoquées.

Champiat et al, 2018 (49) décrivent 5 mécanismes possibles ;

- le blocage de I'axe PD-1/ PD-L1 pourrait stimuler les cellules T régulatrices (Treg),
conduisant a un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. En effet, les
points de régulation PD-1 et CTLA-4 sont hautement et sélectivement surexprimés
a la surface des Treqg.

- le blocage de PD-1 / PD-L1 pourrait entrainer I'épuisement des cellules T
compensatrices. Par exemple, la présence de TIM3 (inhibiteur des cellules T) est
significativement corrélée a la durée de blocage de PD-1.

- linhibition de l'interaction de PD-1/PD-L1 pourrait modifier la polarisation de sous-
type de cellules immunosupressives tels que les macrophages M2, les cellules
dendritiques ou les cellules suppressives dérivées de la moelle entrainant la

sécrétion de cytokines immunosuppressives.
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- le blocage de PD-1 / PD-L1 pourrait déclencher une réponse inflammatoire
aberrante induite par les cellules TH1 et TH17 qui engendrerait un échappement
tumoral et accélérerait la croissance tumorale

- le blocage de PD-1 / PD-L1 pourrait affecter directement les cellules tumorales en
permettant I'activation des voies de signalisation oncogénique (MYC, MDM2,

EGFR...).
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Figure 16 : Hypothéses biologiques de I'« hyperprogression rapporté aux inhibiteurs de
points de contréle immuns. Adapté de Champiat et al, 2018 (49)

Dans notre série, l'analyse des lésions d'autopsie n'a pas montré dinfiltration
lymphocytaire importante écartant I'hypothése d’'une exacerbation massive et brutale de la
réponse immune de type de « tempéte cytokinique » (59). Dans les cas décrits dans ce

rapport, on constate une maladie qui devient trop importante entrainant une défaillance
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d’'organes et un déceés rapide évoquant la progression de la maladie non contrélée par un
traitement. En tenant compte de la croissance tumorale sous traitement antérieur et de la
présence caractéristiques clinico-biologiques évocateurs de ce sous-type de patiente, un
traitement par immunothérapie devrait étre évité ou combiné avec un traitement
cytotoxique. De plus, les agents de chimiothérapie sont connus pour induire la mort
immunogéne et pourraient donc avoir un effet synergique avec les traitements
d'immunothérapie (60). Différentes stratégies combinant la chimiothérapie avec des
inhibiteurs de points de contréle sont a I'étude. Ce traitement de chimiothérapie pourrait
également transformer des tumeurs dites « froides » en tumeurs « chaudes » en libérant
des néo-antigénes qui pourront étre reconnus par les cellules immunes et en induisant
une réponse immune en stimulant différents effecteurs de celle-ci (61). Dans le cancer du
sein TNBC, la combinaison de I'immunothérapie avec la chimiothérapie est une approche
prometteuse comme démontré par I'étude de phase Ill IMpassion (23). Certains articles
ont créés des hypothéses d’algorithmes de combinaisons de traitement en fonction des
caractéristiques de la tumeur : « froide »/ « chaude » ; PD-L1 positif/négatif, perte du

complexe d’histo-compatibilité, haute charge mutationnelle etc (62).

Différents biomarqueurs ont été associées a une meilleure réponse aux immunothérapies
(TILs, expression du PD-L1 et charge mutationnelle). Dans le cancer du sein
métastatique, la présence de TlLs dans les biopsies de métastases prélevées avant le
traitement est associée a un plus haut taux de réponses dans deux études cliniques
(35,36). Dans notre étude, nous n’avons pas observé un taux plus élevé de TILs dans les
prélevements tumoraux des 2 patientes ayant présentant I'excellente réponse au
traitement. De méme une de ces deux patientes présentait des Iésions tumorales (cancer
primitif et métastases) dépourvues de lymphocytes ce qui pourrait suggérer qu'une tumeur

froide n’est pas exempte de répondre a l'immunothérapie. Le biomarqueur « TILs »
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semble donc insuffisant pour sélectionner adéquatement les patientes susceptibles de tirer

un bénéfice des traitements qui visent a amplifier une réponse immune.

Nous avons observé que les tumeurs qui présentent peu d’infiltration lymphocytaire au
stade initial conservent un faible taux de sTILs a I'état métastatique. En revanche, comme
décrit dans la littérature, les tumeurs présentant une activit¢ immune initiale plus
importante perdent leur infiltrat immun lors du processus de métastatisation (63). Cette
constatation est faite aussi pour la configuration spatiale de linfiltrat lymphocytaire
tumoral. Les patientes analysées dans ce projet sont des patientes ayant une longue
histoire de maladie métastatique et sont incluses dans ces deux études cliniques de
phases précoces aprés échec de plusieurs lignes de traitement. Il s’agit donc
possiblement de tumeurs qui sous la pression des nombreux traitements antérieurs
pourraient avoir sélectionné des clones tumoraux ou un microenvironnement tumoral
« résistants » (appauvrissement ou évolution des cellules immunes vers un profil
immunosuppressif) rejoignant les idées d’'une réponse immune adaptative et d’une

meilleure efficacité de I'immunothérapie en 1 ligne.

La réponse immune contre le cancer du sein pourrait étre plus « efficace » a un stade
moins avancé avec une charge tumorale moins importante comme souligné par la valeur
pronostic des TILs (35,36) et des signatures immunes dans le cancer du sein primaire
(64). Ces tumeurs fortement infiltrées en cellules immunes et exprimant les signatures
géniques immunes sont donc des tumeurs qui vont bien répondre aux traitements et ne
récidiveront pas sous forme de métastases. On peut s’interroger si l'introduction de
traitements immuns a un stade plus précoce de la maladie pourrait augmenter cette
protection immune contre la récidive. Cette question est a I'étude dans différents essais
cliniques qui évaluent la combinaison de l'immunothérapie par inhibiteurs de point de

contrble avec la chimiothérapie néoadjuvante et adjuvante (NCT01042379;
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NCT02622074). Et trés recemment, I'atézolizumab en monothérapie (Phase Ib) a montré
une meilleure efficacité en 1ére ligne qu'en 2¢é ligne et plus chez les patientes TNBC

métastatiques (réponse objective 24% vs 6%) (65).

Notre étude a certaines limites d’'une part par son petit nombre de cas étudiés et son
caractére rétrospectif. Ce qui illustre la nécessité de réaliser des études cliniques
prospectives associées a une recherche translationnelle exhaustive comprenant des
prélevements sanguins et en échantillons de tissus tumoraux avant et pendant le
traitement. Méme si I'obligation de réaliser des prélévements supplémentaires invasifs
peut fortement limiter I'inclusion dans les protocoles d’études cliniques, il s’agit de I'unique
moyen d’obtenir une biobanque de tissus adéquats pour une recherche translationnelle de
qualité dont les bénéfices pourront découler sur des avancées cliniques. Nos observations
sont aussi limitées par I'hétérogénéité des tableaux cliniques et des échantillons récoltés.
Les maladies tumorales n'avaient pas subi la méme histoire thérapeutique engendrant une
sélection clonale tumorale et immunitaire différente. Certains échantillons n’ont pas pu étre
analysés de par leur absence et/ou leur détérioration. Dans certains prélévements
ganglionnaires lymphatiques, l'absence de stroma desmoplastique n’a pas permis

I’évaluation du parametre « TIL ».

Ce projet sera poursuivi par un séquengage I’ARN et de 'exome complet a partir des blocs
des tumeurs primitives, des lésions métastatiques et des lésions d’autopsie collectés dans
le cadre de ce travail de thése. L’analyse bio-informatique consistera a la recherche de
signatures immunes liées aux différents types de tumeurs et a leurs microenvironnements
associés. La recherche portera sur 'identification des populations cellulaires pro et anti-
inflammatoires aux différents temps d’évolution de la maladie. Une analyse génomique

approfondie évaluant les mutations, les réarrangements, le nombre de copies, la présence
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de néo-antigénes, la perte d’'HLA sera réalisée sur le séquencage de I'exome afin de

caractériser au niveau moléculaire les réponses immunes anti-tumorales de ces patientes.

Conclusion

L’immunothérapie anti-tumorale est une approche prometteuse dans le cancer du sein
triple négatif. Il est essentiel de mieux comprendre les mécanismes liés la réponse
immune afin d’optimiser cette stratégie thérapeutique et de sélectionner les patients qui
pourraient en tirer un bénéfice. Notre travail a permis de dresser un profil clinique

permettant d’identifier différents types de réponse au traitement par pembrolizumab.
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Annexe 1 : Frises chronologiques
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Annexe 2 :

Nombre de blocs FFPE récupérés avec nombre de lames H&E examinés pour analyse des TILS ; nombres
d’échantillons extraits (ARN et ADN) et nombres d’échantillons séquencés.

Surlignage en orange : Blocs récupérés d’une chirurgie
Surlignage en bleu : Blocs récupérés d’une biopsie
Surlignage en vert : Blocs récupérés d’une chirurgie et d’'une biopsie

Surlignage en rouge : PBMC
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Résumé :

Contexte : Le cancer du sein triple négatif (TNBC) est un sous-type de cancer du sein de mauvais
pronostic dont la prise en charge thérapeutique est limitée. L'immunothérapie par inhibiteurs des
points de contréle immunitaire a montré une activité anti-tumorale pour une faible proportion de ces
patientes. Pour d’autres, la progression est si rapide qu’'un décés survient rapidement aprés
I'instauration du traitement soulevant la nécessité d’exclure ces patientes pour lesquels le traitement
semble toxique.

Objectif : L’objectif de ce travail est d'étudier les caractéristiques cliniques, biologiques,
radiologiques et histologiques associés a la réponse ou non réponse au pembrolizumab dans le
TNBC meétastatique afin d’'identifier des nouveaux biomarqueurs discriminants.

Méthodes : Nous avons analysé rétrospectivement 11 cas de TNBC métastatiques (PD-L1
positives) en échec de traitement standard traités par pembrolizumab (anti-PD1) dans le cadre
d’études cliniques. La reéalisation de frises chronologiques a permis I'analyse fine des données
cliniques, biologiques et radiologiques. L’analyse radiologique a consisté a comparer le taux de
croissance tumorale sous pembrolizumab et sous le traitement standard précédant. L'infiltration
lymphocytaire tumorale a été évaluée au niveau des tumeurs primitives ainsi qu'au niveau de
biopsies de Iésions métastatiques et d’échantillons provenant de deux autopsies.

Résultats : Deux patientes ont présenté d’excellentes réponses au traitement et sont toujours en
vie 4 ans aprés le début de leur traitement. Elles présentaient avant de commencer le traitement
une plus faible charge tumorale et une maladie plus indolente. Leurs évolutions sous
pembrolizumab sont marquées par I'apparition d’effets secondaires auto-immuns. Six patientes ont
présenté des maladies rapidement progressives et sont décédées peu de temps aprés l'instauration
du traitement. Leur tableau clinique se distinguait a contrario par une forte charge tumorale et des
facteurs initiaux cliniques et biologiques de mauvais pronostic. Parmi ces patientes, on distinguait
celles dont I'étiologie de la progression est probablement liée a I’évolution rapide d’'une maladie non
freinée par le traitement, et celles dont I'imputabilité du pembrolizumab ne peut étre exclue. Pour
distinguer ses 2 types de population, la mesure du taux de croissance tumoral est essentielle.
Conclusion : Ce travail permet d’identifier plusieurs profils de réponse au pembrolizumab chez les
patientes atteintes d’'un TNBC métastatique.
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