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AVANT-PROPOS

« Celui qui n'évolue pas disparait », ce célébre aphorisme de Charles Darwin peut
résumer le réle du systéme immunitaire (SI). Ainsi notre SI est le résultat de millions
d'années de co-évolution entre notre organisme et une multitude d'agents pathogénes.
Sans entrer dans les détails des grands préceptes de 'Immunologie, on peut définir le
SI comme un mécanisme de défense visant a répondre a un danger (micro-organismes,
cellules cancéreuses, polluants...). Ce systeme est capable d'identifier ce qui est
dangereux ou hon et déclencher ou non une réponse immunitaire. Le SI permet au final

de maintenir l'intégrité biologique et d'assurer la reproduction.

Dans cette thése, je vais dans un premier temps poser les grands fondements de
I'immunologie et plus particulierement de l'immunité anti-tumorale. Cette premiére
partie nous conduira a une seconde partie consacrée a la description des stratégies
d'immunothérapies. Nous verrons comment et pourquoi nous tentons aujourdhui
d'utiliser le SI pour lutter contre le cancer. Pour reprendre les propos du Pr Joseph
Gligorov « I'immunologie est a la médecine ce que la philosophie est a la science, il aura
fallu du temps pour comprendre d'abord que ce qui parait simple est en fait complique,
puis ensuite imaginer que cette complexité puisse se simplifier lorsqu'il s'agit

d'applications cliniques ».

Dans une troisieme partie de mon manuscrit, je décrirai plus précisément les
stratégies d'immunothérapie envisagées pour le traitement des adénocarcinomes du

pancréas (ADKP).

Et, enfin dans une derniere partie, je vous présenterai un travail original
d'évaluation dans I'ADKP d'une stratégie d'immunothérapie ciblant les lymphocytes T
régulateurs qui sont des cellules jouant un réle important dans I'immunorégulation du ST

(Brevet W02015185875).
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INTRODUCTION

l. La réponse immunitaire
A. L'immunité innée
En cas d’agression par un agent pathogene ou une cellule du soi transformée, la
premiere ligne de défense est I'activation de 'immunité innée. Celle-ci fait intervenir a la fois
les natural killers (NK), les monocytes/macrophages, les granulocytes et les cellules
dendritiques (DC). Son activation est indispensable a l'induction et a l'orientation de la
réponse immune adaptative (dite spécifique).

Bien que, les acteurs de I'immunité innée s’activent en quelques minutes ils sont
capables de discriminer précisément le Soi du Non Soi. En effet, des motifs moléculaires,
présents sur les pathogenes, les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) sont
reconnus par les acteurs de 'immunité innée qui disposent de récepteurs spécifiques des
PAMPs, les PRRs (Pattern Recognition Receptors). Il y a 4 grandes familles de PRR en
fonction de leur localisation et de leur fonction. On distingue, les TLRs (Toll-Like Receptors),
les NLRs (Nod-Like Receptors), les CLRs (C-type Lectin) et les RLRs (Retinoic acid-
inductible gene-I Like-Receptors). Les PAMPs sont quant a eux partagés par de nombreuses
espéces. C’est pourquoi un récepteur pour un PAMPs suffit a reconnaitre un trés vaste
ensemble d’agents pathogénes. Par exemple, un récepteur pour le lipopolysacharide (LPS)
peut reconnaitre toutes les bactéries Gram négatif (Lewandowski et al. 2015; Burmester &
Pezzuto 2008).

Pour activer complétement la réponse innée, la reconnaissance des DAMPs (motifs
moléculaires associés aux dégats) doit compléter celle des PAMPs, c’est « la théorie du
danger ». Ces DAMPs sont des molécules associées a des cellules agées, abimées ou
mortes. lIs comprennent notamment les protéines de choc thermique (HSP), les protéines
associées a la chromatine comme HGMB1 (HighMobility Group Box 1), les 3-défensines,
l'acide urique et 'ATP (Zitvogel & Kroemer 2017). Cette théorie explique notamment la
tolérance de notre organisme face a certaines bactéries dites « commensales » et qui
n’induisent pas de dégats cellulaires. Ansi, la perception des signaux induits a la fois par les
PAMPs et les DAMPs est indispensable pour une activation compléte de I'immunité innée.
La reconnaissance des PAMPs et des DAMPs déclenche la maturation des cellules
immunitaires innées, la sécrétion de cytokines proinflamatoires (IL-1, IL-6, TNFa) et de
médiateurs de linflammation comme I'histamine (Espinosa 2012) . La reconnaissance de
ces signaux par les phagocytes (les monocytes/macrophages, les granulocytes neutrophiles
et les DC) déclenche I'ingestion et la digestion des pathogénes au sein de phagolysosomes,
riches notamment en radicaux oxygénés et azotés (ROS) etc. Ces antigénes digérés sont
alors découpés en peptides par le protéasome ou par la voie endosomale puis présentés
respectivement via le CMH | et Il aux acteurs de 'immunité adaptative (Lotteau 1995). Bien

gue considérée comme non spécifique, la reconnaissance des motifs antigéniques
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conservés permet d’instaurer un premier degré de spécificité. L’activation des cellules
dendritiques par les PAMP stimule leur migration du site de l'infection vers les ganglions
lymphatiques. Elles acquiérent alors la capacité a présenter les antigénes et a activer

directement les acteurs de I'immunité adaptive.

B. L’'immunité adaptative

L’'immunité adaptative n’est présente que chez les vertébrés a machoire et constitue
le deuxieme volet de la réponse immune (RI). Elle est plus longue a se mettre en place et
s’enclenche pendant I'activation de la réponse innée. Au final elle engendre une réponse trés
spécifique et durable par la mise en place d’'une mémoire immunologique.

Pour cela le systeme adaptatif dispose de deux répertoires de récepteurs
appartenant a la superfamille des immunoglobulines (lg), le BCR (B Cell Receptor) pour les
lymphocytes B et le TCR (T Cell Receptor) pour les lymphocytes T (LT). A la différence des
PRRs, chaque lymphocyte exprime un récepteur difféerent. La diversité de ce répertoire est
immense (10™% & 10™ récepteurs) et permet théoriquement au BCR/TCR de reconnaitre
n’importe quel antigene(Lewandowski et al. 2015). Ce répertoire est généré de facon
aléatoire suite a des recombinaisons somatiques des genes codant les immunoglobulines et
leurs systémes de régulations. La reconnaissance des antigenes se fait soit directement
pour les lymphocytes B (LB) soit via le CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) pour les
lymphocytes T. Cette activation n’est compléte que si la reconnaissance de I'antigéne
s’accompagne de signaux de co-stimulation (CD40, CD80, CD86) fournis par les cellules
présentatrices d’antigenes professionnelles (DC, monocytes/macrophages et LB). La
reconnaissance de l'antigéne par le BCR ou TCR (sélection clonale) entraine alors la
multiplication (expansion clonale) et I'activation du lymphocyte. Suite a la reconnaissance
d'un antigéne par le BCR (présentation directe ou reconnaissance d’Ag portés par les CPA),
le lymphocyte B s’active, proliféere et se différencie soit en plasmocyte, cellule sécrétrice
d'anticorps solubles, soit en lymphocytes B mémoire. Les anticorps circulants caractérisent

la réponse a médiation humorale (Lebien & Tedder 2008; Berek et al. 1991).

Les lymphocytes T reconnaissent les antigenes via le TCR s’ils sont « apprétés » et
« associés » au CMH. Le CMH est formé par des chaines polypeptidiques qui forment un
espace dans lequel les peptides viennent se fixer pour étre « présentés ». Le CMH de classe
| est exprimé par la majorité des cellules nucléés de I'organisme alors que I'expression du
CMH de classe Il est « principalement » mais pas exclusivement restreinte aux CPA. Les
antigenes endogenes sont dégradés en peptides par le protéasome puis assemblés aux
molécules du CMH | pour étre présentés aux lymphocytes T CD8+, alors que les antigenes
exogenes sont internalisés, dégradés puis associés au CMH Il pour étre présentés aux
lymphocytes T CD4. Une fois activés, les lymphocytes T assurent la réponse a « médiation
cellulaire » et possédent a la fois des propriétés effectrices et coordinatrices de la réponse

immune. Alors que les lymphocytes T CD4+ sont les principaux coordinateurs de la réponse
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immune (T helper : Th), les lymphocytes T CD8+ sont les principaux effecteurs (Teff). On
distingue principalement 5 sous-types de LT CD4+ qui polarisent la réponse immune : les
Thl, Th2, Thl7, T régulateur (Treg) et Tfh (folliculaires) (Pepper & Jenkins 2011; Smith-
Garvin et al. 2009; . Brievement, les lymphocytes Th1 et Th17 favorisent I'activation des
lymphocytes T CD8+ et I'inflammation. Les lymphocytes Th2 et Tfh favorisent les réponses
humorales par les lymphocytes B. Enfin les lymphocytes Treg vont réguler la réponse
immune et empécher une hyperactivation via différents mécanismes immunosuppressifs.
Les réponses cellulaires cytotoxiques sont principalement médiées par les lymphocytes T
CD8 + cytotoxiques qui induisent la mort des cellules par différents mécanismes (la voie
perforine-granzyme, la voie Fas-FasLigand) déclenchant ansi I'apoptose des cellules cibles
(Zitvogel & Kroemer 2017; Zhou et al. 2009; Zhu & Paul 2010). Il ne faut cependant pas
négliger la proportion de lymphocytes T CD4+ cytotoxiques dont le réle et la prévalence est
de mieux en mieux décrite (Morales et al. 2012; Delhem et al. 1998) en particulier dans les

infections virales et les cancers viro-induits.

Par ailleurs, les composants humoraux et cellulaires de limmunité adaptative
coopérent avec les composants de 'immunité inné pour éliminer une infection ou une cellule
tumorale. Par exemple la fixation des anticorps sur les pathogénes facilite la phagocytose et
la lyse par ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps) et CDC (Cytotoxicité

Dépendante du Complément).

En conclusion, I'immunité innée et adaptative a pour fonction de maintenir
lintégrité de I'organisme vis-a-vis des agents pathogenes et vis-a-vis des cellules du
soi «transformées ». En effet, alors que dans les conditions physiologiques, un
équilibre est maintenu entre le renouvellement et la mort cellulaire, parfois certaines
cellules du Soi ne répondent plus aux mécanismes de régulation et certains clones
cellulaires vont alors proliférer de facon anarchique. Ces cellules acquiéerent de
nouvelles propriétés qu’elles pourront transmettre, c’est I'oncogenése. L’une des
fonctions du systéme immunitaire est d’éliminer ces cellules dites « transformées ».

On parle d’immunité anti-tumorale.
C. Immunité antitumorale

On reconnait au Sl un réle majeur dans le contrdle de la prolifération des tumeurs,
cest la théorie de [limmunosurveillance. La premiére publication relative a
'immunosurveillance date de 1909 dans laquelle Paul Ehrlich (Ehrlich 1909) décrit une
association entre le systtme immunitaire et l'oncogenese. Elle repose sur différentes
observations dont celles de William Cooley en 1891, qui avait retrouvé une corrélation entre
la régression de sarcomes osseux et la survenue de surinfection post-opératoire par un
streptocoque pathogéne (Coley 1893). La premiére démonstration claire d'une capacité
spécifigue a stimuler une réponse immunitaire a été faite par Gross en 1943 aprés

limmunisation intradermique de souris contre un sarcome (Gross 1943), suivie de Foley en
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1953 (Foley 1953) via l'induction de tumeurs par le 3-méthylcholantrene (MCA).

En 1970, Burnet émet I'hypothése que les néo-antigénes des cellules tumorales
induisent une réaction immunologique contre le cancer et conceptualise ensuite la théorie de
la surveillance immunitaire (Burnet 1971). Cependant, plusieurs résultats contradictoires
obtenus sur la croissance tumorale dans divers modéles murins immunodéprimés
(thymectomie, souris Nude) (Stutman 1974; Stutman 1979; Outzen & Custer 1975; Miller et
al. 1963) ont contribué a remettre en question cette théorie pendant 20 ans. C’est finalement
la découverte d’un systéme immunitaire inné fonctionnel chez ces animaux et la description
des antigenes tumoraux qui ont contribué au retour de cette théorie au début des années 90
(Bruggen et al. 1991; Boon et al. 2006). Il est intéressant de remarquer que l'existence
méme d'une immunité antitumorale n'était toujours pas considérée en 2000 sur les
« hallmarks » du cancer et gu'il a fallu attendre 2011 pour qu'elle y soit ajoutée (Hanahan &
Weinberg 2000; Hanahan & Robert A Weinberg 2011)

1. Les acteurs de 'immunité innée dans le controle tumoral.

= |es cellules NK

Les cellules NK sont des effecteurs majeurs de la réponse innée antitumorale. Cette
population lymphoide aux fonctions majoritairement cytotoxiques représente 5 a 10 % de la
population des lymphocytes circulants. Les études épidémiologiques ont corrélé une
augmentation du risque de cancer a une faible activité des NK dans le sang périphérique. A
l'inverse, une infiltration tumorale par les NK est un facteur pronostique favorable dans les

tumeurs solides

Des signaux d'activation et/ou d'inhibition contrélent I'état d'activation des cellules NK,
sans nécessité de stimulation antigénique. Elles expriment un large répertoire de récepteurs
activateurs (CD16, CD2, NKG2D, NKR-P1, DNAM-1, LAG-3, NCR etc.) et inhibiteurs (KIR,
LAIR1, p75/AIRM1) qui leur permettent de détecter les cellules cibles, tout en épargnant les
cellules normales. Par exemple, la reconnaissance du CMH | d'une cellule saine par le
récepteur KIR inhibe lactivité cytotoxique des NK. A linverse, sur une cellule tumorale,
'absence de CMH | et I'expression de protéine de stress comme MICA et MICB, lévent
I'inhibition induite par KIR et favorisent alors leurs fonctions cytotoxiques via la stimulation du
récepteur activateur NKG2D (Lewandowski et al. 2015)(Schleinitz et al. 2002). Leurs
fonctions effectrices reposent a la fois sur des propriétés de cytotoxicité et sur la production
de cytokines/chimiokines. Une fois, engagées, les NK induisent la lyse des cibles selon deux

grands processus :

- Lyse sécrétoire : Libération de granules lytiques contenant entre autre la perforine,
protéine formant des pores dans la membrane cellulaire et le granzyme B, protéine
induisant 'apoptose par activation des caspases nucléaires.

- Lyse non sécrétoire : Induction directe de l'apoptose si les cellules tumorales
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expriment des récepteurs a l'apoptose (ex:CD95) ou lyse par ADCC aprés

reconnaissance de la partie Fc des immunoglobulines par le récepteur CD16.

Elles ont aussi des fonctions de coopération cellulaire via la sécrétion de cytokines
(IFNy, TNFao, TGFB, IL-1B3, IL-10, IL-3, IL-5, IL-8 et IL-13) (Reefman et al. 2010) et de
chimiokines (MIP-1a , MIP-1B et RANTES). Le TNFa (tumor necrosis factor) encore appelé
cachexine ou cachectine, exerce une action apoptotique directe sur les cellules tumorales
(Alter et al. 2004; Biron et al. 1999; Vivier et al. 2008; Bradley 2008). Ensemble I'IFNy
(Interféron-gamma) et le TNFa possédent un effet anti tumoral direct. lls (i) potentialisent
l'activité cytotoxique d'autres cellules immunitaires effectrices (macrophages, NK,
lymphocytes T CD8+), (ii) induisent I'expression du CMH de classes | et |l et (iii) stimulent la

présentation antigénique (Vivier et al. 2008).

= Le systeme du complément

Pour rappel, le systéme du complément est un ensemble de plus de 30 protéines
synthétisées dans le foie. Il peut étre activé selon trois voies : la voie classique, la voie
alterne et la voie des lectines. Aprés activation il induit la lyse de la cellule cible via la
formation d'un complexe d'attaque membranaire. Il stimule également l'inflammation, la lyse
et l'opsonisation des cellules cibles par les NK et les macrophages (CDC). Le rble du
complément dans la surveillance immunitaire anticancéreuse n'a pas été clairement
démontré. Les principales explications concernant le réle du complément dans I'élimination
des cellules tumorales suggérent une activation de la voie classique (Clq) par la
reconnaissance du fragment Fc des anticorps présents sur les cellules tumorales. Ainsi ce
systeme ne serait efficace qu'en présence d'une réponse immunitaire a médiation humorale

(voie adaptative) (Lewandowski et al. 2015).

= | e systéme granulo-monocytaire

On distingue la lignée monocytaire qui engendre notamment les macrophages, les
cellules dendritiques, et la lignée granulocytaire qui engendre la famille des polynucléaires

(les éosinophiles, les basophiles et les neutrophiles).

» Les polynucléaires

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH), sous l'action de facteurs de
transcription et de cytokines vont se différencier en progéniteurs myéloides (PMC)
pluripotents. Sous l'influence des cytokines (IL-3, IL-5) et de facteurs de croissances (GM-
CSF : Granulocytes Macrophages Colony Stimulating Factor et G-CSF: Granulocytes
Colony Stimulating Factor) les PMC s'orienteront vers des précurseurs eéosinophiles,
neutrophiles, ou basophiles (Lewandowski et al. 2015). Les rbles des neutrophiles et des
éosinophiles dans l'immunité antitumorale sont bien décrits mais il semblerait que celui des

basophiles soit plus restreint. Au niveau tumorale et péri-tumorale linfiltration des
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neutrophiles, TAN (tumor-associated neutrophils), et des éosinophiles, TATE (Tumor-
Associated Tissue Eosinophillia), est souvent associée a un pronostic favorable (Granot et
al. 2011; Musiani et al. 1996; Prizment et al. 2016; Sakkal et al. 2016; Gatault et al. 2012).
On retrouve a la surface des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles des récepteurs aux
chimiokines (CXR1, CXCRZ2) et aux signaux de dangers, DAMPs, produits par les cellules
tumorales (IL-8, IL-33, CXCL1, CXCL2, CXLC7, acide urique, ATP, HMGBL1, etc) (Mantovani
et al. 2011). Ces signaux induisent la migration (chimioattraction) et l'activation en réponse
au gradient de facteurs sécrétés par les cellules tumorales. D'autres facteurs produits par les
cellules tumorales (GM-CSF, G-CSF), les NK (IFNy), et les lymphocytes T maintiennent la

domiciliation et I'activation des polynucléaires sur le site tumoral (Chakravarti et al. 2007).

Les neutrophiles et éosinophiles ont un rble direct dans la mort de cellules
cancéreuses en utilisant des mécanismes dits « contact dépendants » impliquant la liaison
Fas/FasL, la libération d'espéces réactives de I'oxygene (02-, H202), de protéases, de
perforines, du TNFa et de TRAIL (Babior 1984)(Weiss et al. 1981). Comme les NK, ils
possédent également un récepteur pour la partie de Fc des anticorps, leur permettant
d'éliminer les cellules tumorales par ADCC. lIs favorisent également la cytotoxicité des
cellules immunitaires (NK, macrophages, LTs) en libérant dans le microenvironnement de
puissantes cytokines immunostimulantes (ll-2, IL-4, II-18). Enfin les neutrophiles peuvent
éliminer les cellules tumorales par phagocytose et présenter les antigénes tumoraux via le
CMH | aux lymphocytes T naifs CD8+, faisant ainsi le pont avec I'immunité adaptative
(Cassatella 1995; Mantovani et al. 2011; Lewandowski et al. 2015; Burmester & Pezzuto
2008; Driss et al. 2010; Sakkal et al. 2016; Gatault et al. 2012; Prizment et al. 2016).

» Les macrophages

Leur activation dépend de leur état de différenciation et de maturation, mais aussi de
facteurs extérieurs : cytokines et stimuli inflammatoires. Les macrophages sont activés par
différents facteurs dont I'lFNy, I'lL-4, le TNF ou encore le GM-CSF. Les macrophages
reconnaissent les cellules tumorales de facon non spécifique et les éliminent en sécrétant
des molécules cytotoxiques ou par la phagocytose. La lyse directe se fait par la libération
d'enzyme (lysozyme, protéases, RNAse), d'espéces nitrées et réactives de I'oxygénes, de
cytokines cytotoxiques (TNFa) et de radicaux libres. On retrouve a leur surface des
récepteurs (i) pour le fragment Fc des immunoglobulines (ADCC), (ii) pour le mannose et (iii)
pour le complément (CDC). lls permettent entre autres aux macrophages d'adhérer a la
membrane des cellules tumorales et facilitent la phagocytose. Comme chez les neutrophiles
les antigénes tumoraux sont dégradés en petits peptides, puis associés aux molécules du
CMH ou déversés dans le milieu extracellulaire par exocytose, permettant le recrutement et
I'activation des cellules effectrices. Enfin leur capacité a présenter les antigenes et activer les
LT en font des cellules auxiliaires trés importantes pour la génération d'une réponse immune

adaptative efficace (Mantovani et al. 2017; Lewandowski et al. 2015).

20



» Les cellules dendritiques

Leur role est de faire le lien entre le systéeme immunitaire innée et adaptatif.
Contrairement aux macrophages et aux neutrophiles, la présentation d'antigénes aux LT
naifs est leur principale fonction. On parle de cellule présentatrice d'antigene professionnelle.
Suite a linternalisation et la dégradation du pathogéne, la DC présente un peptide
antigénique via les CMHI, on parle « d’apprétement antigénique ». Ce processus induit la
maturation des DC et s'accompagne d'une augmentation de I'expression des molécules de
co-stimulation (CD40, CD80, CD83, CD86) et des molécules d'adhésion comme DC-SIGN
(Dendritic  Cell-Specific ICAM3-Grabbing Non-integrin). Les DC matures produisent
également des cytokines inflammatoires telles que I'lL-12 et I'lFNy, facilitant la mise en place

d'une réponse adaptative (Veglia & Gabrilovich 2017).

2. Les acteurs de I'immunité adaptative dans le contréle tumoral

= Antigénes tumoraux et immunité adaptative

La présence de lymphocytes T activés capables d’éliminer la tumeur comme ils
peuvent éliminer une bactérie ou une cellule infectée n'a aujourd'hui rien de surprenant.
Pourtant, ce qui parait actuellement évident est dépendant d’'un concept primordial de I'onco-
immunologie : la présence d’antigenes tumoraux. Effectivement l'activation de l'immunité
adaptative nécessite la reconnaissance du « non Soi ». Ainsi, ce qui peut paraitre évident
pour une bactérie ne I'est pas forcement pour une cellule tumorale, qui est a l'origine une

cellule du « Soi ».

Historiguement on reconnait au groupe de Thierry Boon de [llInstitut Ludwig a
Bruxelles, la découverte en 1991 des premiers antigénes tumoraux. En effet, comme
I'explique le Pr Pierre Van Der Bruggen, l'un des premiers a avoir identifié des antigénes
tumoraux (van der Bruggen et al. 1991): « Personne ne savait, jusqu'il y a une vingtaine
d'années, s'il existait des antigénes spécifiques sur les tumeurs humaines et donc si les
lymphocytes T humains pouvaient distinguer les cellules tumorales des cellules normales ».
lls ont co-cultivé des biopsies de tumeurs primaires en présence des lymphocytes
périphériques du méme patient. Les lymphocytes reconnaissant des antigénes tumoraux ont
alors proliféré et se sont différenciés en lymphocytes T cytotoxiques (LTc). L'équipe de
T.Boon a alors utilisé les clones de LTc pour sélectionner des sous-populations de cellules
tumorales dont les génomes ont été comparés. C'est ainsi que les genes codant pour ces
antigenes dits « de tumeur » ont été identifiés, en l'occurrence les antigenes du groupe

MAGE (melanoma-associated antigen) dans le mélanome.

Aujourd'hui, les antigénes associés aux tumeurs (TAA) sont classés en cing catégories

en fonction de leur profil d'expression et de leur origine (Tableau 1).
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Antigénes de type

« cancer-testis »

Antigénes exprimés dans de
nombreux cancer : Mélanome, sein,
poumon, myélome, vessie etc. Ces
antigénes sont également retrouvés

dans les cellules germinales (mais

MAGE-A1 : Mélanome
NY-ESOS1 : Mélanome, cancer de

I'ovaire, myélome etc.

non présenté: absence de CMH

sur les cellules germinales)

MART1, gp100, Melan A tyrosinase :

Mélanome

. Antigénes exprimés par les cellules
Antigénes de )
) o tumorales et les cellules saines
différenciation

issues d’un méme tissu PSA, PAP, PSMA : Prostate

Présents .
ANtioenes  exprimes HER-2/neu : cancer du sein
Antigénes 9 P dans les e . ) i}
o rexprimé i p53 : Cancer de la vessie, pancréas
surexprimes Gl SREBNS S & e
2 i . télomérase : 90 % des cancers
a des mutations Sas
(translocations S P
] Absents BCR-ABL: Leucémie myéloide
Antigénes codés par | chromosomiques, .
. ) . des cellules | chronique
des génes mutés délétions) _
saines K-ras : colbn, pancréas

Antigénes tumoraux Antigénes produits par les cellules EBV : carcinome du Nasopharynx
) B tumorales infectées par des o
issus de protéines ] ] R HBV, HCV : Cancer hépatique
) microorganismes oncogénes
virales Co , HPV : Cancer du col de l'utérus
(majoritairement des virus)

Tableau 1 : Classification des différents antigénes tumoraux (D’aprés A.Quilbe)

Suite a l'activation de la réponse innée on retrouve dans la circulation et au niveau
tumoral, des lysats, des fragments de corps apoptotiques de cellules transformées. Les DC
vont capter, appréter et présenter directement aux lymphocytes les peptides issus
d'antigénes tumoraux. Les cellules dendritiques vont alors activer directement les
lymphocytes en exprimant a la fois les peptides tumoraux et des molécules de co-
stimulation. Cette activation directe permet d'engendrer une réponse cellulaire cytotoxique et
humorale protectrice. L'activation lymphocytaire est un processus qui nécessite trois
signaux. D'abord, la reconnaissance du complexe antigéne/CMH par le complexe TCR/CD3
(signal 1), puis un signal de co-stimulation par l'interaction CD28-CD80/86 respectivement
sur le LT et la DC (signal 2). Enfin, un stimulus cytokinique composé d'IL-4, IL-2 et IL-12
(signal 3) va permettre la prolifération des LT en favorisant notamment la sécrétion d'IL-2 et

de TNFa. En outre, le signal de co-stimulation émis suite a l'interaction entre le CD40 Ligand
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et son récepteur permet aussi de renforcer I'activation des LT et des DC ainsi que leur

survie.

= Réponse humorale

Bien que la réponse humorale soit trés importante dans le cas d'infection (virale,
bactérienne, fongique) on ne connait pas encore bien son impact au niveau tumoral.
Néanmoins, il est montré que les lymphocytes B sont capables de produire des anticorps
spécifiques d'antigénes tumoraux (p53, Erb-B2, Muc-1 etc.) et que ceux-ci conduisent a la
destruction de ces cellules par ADCC. Malgré le succes des anticorps thérapeutiques en
cancérologie il reste difficile de déterminer dans quelle mesure cela affecte la prolifération

des cellules tumorales (Hannani et al. 2014; Reuschenbach et al. 2009).

= Réponse cellulaire

Cette réponse est aujourd’hui décrite comme la voie majeure de l'immunité anti-
tumorale. La réponse Thl est couramment décrite comme la plus efficace pour
I'élimination des cellules tumorales. Elle est caractérisée par la production d'IFNy, de TNFa
et d'IL-2 et oriente vers une activation de la réponse cellulaire cytotoxique envers les cellules
tumorales (LTc et cellules NK). La sécrétion d'IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 et de TGF-f stimule la
prolifération et I'activation des lymphocytes B et oriente vers une réponse humorale (type
Th2). A linverse I'absence d'IL-4, une faible production d'IL-2 et une forte production d'lL-10
et de TGF-B (Transforming Growth Factor beta) signent une réponse régulatrice
potentiellement pro-tumorale (Liu et al. 2012; Zhu & Paul 2010). A noter qu’'une réponse
régulatrice peut, en limitant l'inflammation, parfois étre associée a un bon pronostique,
essentiellement dans les stades précoces de la maladie (Ladoire et al. 2011; Badoual 2006;
Carreras et al. 2006). Les processus qui induisent l'orientation vers une réponse Thl, Th2 ou
régulatrice ne sont pas complétement compris a ce jour. On sait en revanche que la nature
des cytokines, des différents signaux de co-stimulation et la nature de la liaison du peptide
avec le CMH interviennent dans cette différenciation et sont majeurs dans l'orientation d’'une
réponse anti-tumorale.

Les lymphocytes cytotoxiques (LTc) représentent 20 a 30 % des lymphocytes T. lIs
sont aujourd’hui décrits comme des acteurs majeurs dans ['élimination des cellules
tumorales. Aprés activation et reconnaissance des Ag tumoraux via le CMH | ou Il, les LTC
induisent directement la lyse des cellules tumorales en libérant le contenu de leurs granules
cytotoxiques riche en perforine et granzyme B. Elles peuvent également induire I'apoptose
des cellules tumorales en sécrétant des sérine-estérases, de I'INF-y, le TNF-a et le TGF-B et
engagent leur ligand Fas. Par ailleurs les lymphocytes T helper aprés activation, libérent I'IL-
2 et expriment la chaine a du récepteur de I'lL-2 (CD25), permettant ainsi a cette cytokine
d'agir de maniére autocrine pour activer leur prolifération et leur survie (Golstein & Griffiths
2018).
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En conclusion, la théorie de I'immunosurveillance consiste en I'élimination des cellules

tumorales a la fois par les cellules de I'immunité innée et adaptative (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique des différents acteurs de lI'immunité innée et
adaptative impliqués dans I'élimination des cellules cancéreuses (Mittal et al. 2014).

Plus récemment, cette théorie de 'immunosurveillance émise par Paul Ehrlich a
été revisitée par la théorie de [I'immunoédition des cancers (Dunn et al.
2002)(Schreiber et al. 2011) (théorie des 3E) proposée par Robert Schreiber. Cette
théorie stipule que S| peut dans un premier temps conduire a I’Elimination de la
tumeur et selon cette méme théorie, une sélection progressive de clones résistants va
se mettre en place suite a la pression du SI. Il s’en suit alors un second état dit
d’Equilibre ou le SI maitrise Ila prolifération des cellules tumorales sans pour autant
les éradiquer. Finalement, des clones tumoraux plus agressifs et résistants a la

réponse immunitaire vont émerger, c’est la phase dite d’Echappement tumoral.
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D. Echappement tumoral au systéme immunitaire

Les cellules tumorales ayant échappé a la phase d'élimination rentrent dans une
phase d'équilibre avec le Sl. C'est précisément a ce stade que le Sl va exercer une pression
de sélection permettant aux clones tumoraux les moins immunogenes de se maintenir. La
pression constante du systeme immunitaire faconne la tumeur en conduisant celle-ci a
accumuler des modifications génétiques et épigénétiques, jusqu'au moment ou émerge un
clone résistant. Une étude a montré chez la souris que suite a l'injection de faibles doses
d'un carcinogene (3-methylcholanthrene), il était possible de détecter des cellules tumorales
sans pour autant constater de masse tumorale (Koebel et al. 2007). Par la suite il a été
montré chez ces souris que la neutralisation des lymphocytes T et de I'INF-y provoquent
l'apparition d'une tumeur au point d'injection. Ces résultats montrent le réle majeur des
lymphocytes T dans I'élimination des cellules tumorales et montrent également I'équilibre
entre la prolifération des cellules tumorales et leur élimination par le SI. Chez I'homme ce
stade est trés difficile a étudier et peu de données sont disponibles.

Il est cependant probable qu'elle se déroule sur de nombreuses années voire durant
toute la vie de I'héte (Dunn et al. 2002; Zitvogel et al. 1998). A partir d’'un certain stade il y a
une rupture de I'équilibre et le systeme immunitaire ne contréle plus la prolifération des
cellules tumorales, on parle alors « d'immuosubversion », c’est I'une des caractéristiques
des cellules cancéreuses (Figure 2). Il existe différents mécanismes par lesquelles les
cellules tumorales parviennent a échapper au Sl. Ces mécanismes d’échappement sont trés

étudiés et servent de base aux développements des stratégies d’'immunothérapies.

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding
immune

Enabling
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Figure 2 : Représentation schématique des principales caractéristiques des tumeurs et mécanismes
permettant 'oncogenése « The next generation of Hallmarks of cancer »(Hanahan & Robert A.
Weinberg 2011)
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1. Au niveau du microenvironnement tumoral

= Sécrétion d’Exosomes

Brievement, les exosomes sont des nanovésicules de 30 a 150 nm de diamétre qui
sont principalement sécrétés par les cellules immunitaires etles cellules épithéliales
(Kharaziha et al. 2012). lIs jouent un r6le de médiateurs intercellulaires en transmettant les
molécules qu'ils portent. lls peuvent transférer des ARNm ou microARN (Valadi et al. 2007),
des molécules CMHI ou des antigénes. Ces nanovésicules ont été décrites comme étant
impliquées dans la progression tumorale de plusieurs cancers tels que I'hépatocarcinome, le
cancer de l'ovaire ou le carcinome du nasopharynx (Mrizak et al. 2015). On sait par exemple
qu'ils sont capables d’internaliser et transporter des facteurs apoptotiques vers les cellules

effectrices mais aussi d'induire I'expansion des cellules tolérogenes.

= Reéaction desmoplasigue

Les cellules tumorales sont capables d'induire un stroma dense essentiellement
constitué de fibre de collagéne, on parle de réaction desmoplasique. Ce stroma constitue
une véritable barriere physique et chimique pour les lymphocytes T. Bien qu'il ait été montré
que les lymphocytes peuvent se déplacer a travers le collagéne, cette matrice est un
réservoir de facteurs apoptotiques (FasL) et immunosuppressifs (IL 10, TGF, IDO) (Sainio

2013) qui neutralisent la RI.

= |nduction de cellules réqulatrices de la réponse immune

Au niveau local, les cellules tumorales sécrétent un certain nombre de cytokines et
facteurs immunosuppressifs tels que I'lL-10, le TGF-B, le VEGF, IDO, PD-L1. Ces derniers
induisent l'anergie des LTs et polarisent vers la réponse immune régulatrice.
L’'immunosuppression est renforcée par la présence, au niveau infiltrant et péri-tumorale,
d’'une forte proportion de leucocytes immunosuppresseurs : M2, DC tolérogénes, MDSCs
(cellules suppressives dérivées des myéloides) et des Treg. lls peuvent exprimer des
molécules immuno-régulatrices telles que l'arginase, I'NOS et I'IDO et sécréter a leur tour
des cytokines immunosuppressives (IL-10 et TGF-B) qui peuvent inhiber la prolifération des
LT et induire leur apoptose. Ces sous-populations immunosuppressives sont le plus souvent
associées a un mauvais pronostic dans beaucoup de cancers. Les lymphocytes Treg et leur
role dans 'immuno-évasion est particulierement bien décrit dans la littérature.

Il existe plusieurs populations de Treg, mais la plus étudiée et la mieux caractérisée
est celle des lymphocytes T CD4+ régulateurs (Gershon et Kondo, 1970) (Sakaguchi et al.,
1995). Parmi ces CD4 régulateurs, deux populations prédominent, (i) les lymphocytes T
régulateurs dits « naturels » nTreg et (ii) les T régulateurs dits « induits », iTreg (Abbas et al.
1996; Abbas et al. 2013). Les nTreg sont spécifiques des antigénes du soi et sont générés

dans le thymus. lls sont caractérisés par une surexpression constitutive du CD25 (Chaine a
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du récepteur a I'lL-2) et par I'expression concomitante d’'un ensemble de marqueurs
membranaires que sont CTLA4, LAG-3, GITR ainsi que du facteur de transcription FOXP3
(Forkhead box P3) (Campbell & Koch 2011). Enfin, ces cellules sont également
caractérisées par le faible niveau d’expression de la chaine alpha du récepteur a I'lL-7
(CD127)(Yu et al. 2012). Les iTreg quant a eux, résultent soit de (i) I'activation d'un
lymphocyte T en l'absence d’une exposition a un antigéne et en présence de cytokines
immunosuppressives, soit de (ii) la conversion d’une cellule T naive en présence de certains
facteurs comme la cyclooxygénase 2 (COX2), IDO, I'IL-10 ou le TGFR. Bien qu’il n'existe
aucun marqueur qui leur soit spécifique, on peut caractériser les iTreg par la co-expression
des molécules LAG 3, CD18, CD49b sur des lymphocytes T CD4 fortement producteurs d’IL-
10 (Groux et al. 1997; Gagliani et al. 2013; Carpentier et al. 2009). De maniére générale les
propriétés immunosuppressives des Treg passent par quatre grandes voies (Shevach 2009;
Schmidt et al. 2012). Une des premiéres voies consiste en la sécrétion de grandes quantités
de cytokines immunosuppressives telles que [I'lL-10, le TGF-B, et IlL-35. Un autre
mécanisme de suppression passe par la perturbation directe ou indirecte du métabolisme
cellulaire des T effecteurs (Teff) par (i) la déprivation en IL-2 via le CD25, (ii) la production
d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) par des ectoenzymes (CD39 et CD73) mais
aussi via une activation des cellules dendritiques tolérogénes qui elles-mémes produiront
'enzyme IDO qui favorise une déprivation en tryptophane. De plus des mécanismes dits «
contact-dépendants » ont été mis en évidence. Les Treg sont en effet capables de lyser
directement les cellules effectrices via la sécrétion de granules préformés contenant
notamment des perforines et des granzymes A et B. Une autre grande voie des mécanismes
« contact-dépendant » fait intervenir des molécules de co-inhibitions, également connues
sous le nom de point contréle immunitaire ou « immune check point » tels que CTLA-4, PD-1
et LAG-3, a méme de bloquer la maturation et les fonctions des cellules dendritiques et
d’induire I'anergie des Teff. Récemment, un autre mécanisme de suppression direct a été

mis en évidence passant par la sécrétion de la Gal-9 (Brevet W02015185875).
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2. Au niveau de la cellule tumorale

=  Fchappement aux signaux d’apoptose

L’'une des stratégies d’échappement consiste a développer des mécanismes de
résistance aux signaux de mort: Fas L et TRAIL présents sur les effecteurs cytotoxiques
(Lymphocytes T et NK). Ainsi, on retrouve (i) une augmentation des facteurs anti-
apoptotiques (Bcl-2, FLIP) (ii) des protéines inhibitrices de I'apoptose comme PI-9/SPI-6 (iii)
une perte de I'expression du récepteur Fas et enfin (iv) une expression importante de

récepteurs leurres pour FasL et TRAIL (Lewandowski et al. 2015).

=  Diminution de I'immunogénicité des tumeurs

Comme précisé précédemment, la présentation antigénique est indispensable a
I'activation des lymphocytes T. Pour étre reconnus par un lymphocyte T, les antigénes sont
d’abord dégradés en peptides. Ensuite, ces peptides sont ensuite acheminés par le
transporteur TAP (Transporter associated with Antigen Processing) dans le réticulum
endoplasmique (RE) puis ancrés dans le CMH avant d'étre présenté aux LT. La diminution

de I'immunogénicité passe notamment par :

- La perte ou l'altération de I'expression du CMH |: mutations sur les séquences
codantes du CMH, altération de la 32 micro-globuline (Paul 1990).

- La modulation antigénique : Arrét de la synthése ou de I'expression de l'antigéne
tumoral.

- L’altération de I'expression et de I'apprétement des antigénes tumoraux sur le CMH :
altération des sous unités du protéasomes comme LMP-2, LMP-7, LMP-10, ERAP ;
altération des transporteurs peptidiques comme TAP-1 et TAP-2 (Lou et al. 2008;
Seliger et al. 1997).

Malgré I'expression des antigénes tumoraux, les cellules tumorales restent faiblement
immunogenes et ne présentent a leur surface qu'une faible densité de peptides antigéniques
(Alexandrov et al. 2013). De plus, I'absence de molécules de co-stimualtion sur les cellules
tumorales empéche une reconnaissance efficace par le TCR et conduit a I'anergie des
lymphocytes. On retrouve également la présence de facteurs solubles des récepteurs
NKG2D/ MICA et MICB, expliquant en quoi la perte d'expression du CMH | ne sensibilise

pas la tumeur & une attaque par les cellules NK (De Andrade et al. 2018).

L'inflammation est essentielle pour la mise en place de la réponse adaptative par les
cellules dendritiques. La faible densité de peptides, la présence relative de DAMPs et
d'inflammation, l'absence de signaux de co-stimulation induisent d'une part l'anergie des
lymphocytes T mais orientent également le systéme immunitaire vers la tolérance. Dans ce
cas, les cellules dendritiques vont acquérir un phénotype dit « tolérogéne » et stimuler

I'induction et la prolifération des Treg, inhibant la réponse immune.

28



= |nduction de l'anergie des lymphocytes T

L'activation des lymphocytes est un processus dynamique dans lequel I'activation
(signhaux 1 et 2) s'accompagne progressivement de I'expression de co-récepteurs inhibiteurs,
CTLA-4 et PD-1 indispensables a la régulation physiologique de la réponse immune. Leur
stimulation par des membres de la famille B7, CD80 et CD86 pour CTLA-4, PD-L1 (B7-H1,
CD274) et PD-L2 (B7-DC, CD273) pour PD-1 entraine une diminution de la prolifération et
de la fonction effectrice des LT(Ribas 2015)su (Figure 3).
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Figure 3 : Rble de PD-1 et de CTLA-4 dans la synaspse immunologique (Ribas 2015)

Une surexpression de ces protéines d'inhibition est retrouvée dans de nombreuses
tumeurs (cancer cutané, pulmonaire, ovarien, colo-rectal, nasopharyngé etc.), détournant

ainsi les mécanismes physiologiques d'anergie des LT (Zitvogel & Kroemer 2017).

Plus récemment, il a été montré qu'une enzyme semble jouer un rdle crucial dans
l'immunosuppression, lindoléamine 2,3-dioxygénase (IDO). Cette enzyme fréguemment
exprimée par les tumeurs catabolise le tryptophane en kynurénine. L'absence de
tryptophane, un acide aminé (aa) essentiel au LTc, et la présence kynurénine induisent
I'anergie des LT effecteurs et la prolifération des Treg (Munn & Mellor 2016). Les cellules
tumorales peuvent également induire I'apoptose des LTc via I'expression de FasL, TRAIL, et

RCAS1 (Receptor-binding cancer antigen 1)(Lewandowski et al. 2015) (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique des différents mécanismes impliqués dans
I'échappement des cellules tumorales au Sl (Mittal et al. 2014)

Trés rapidement la description des divers mécanismes d’Elimination, et
d’Echappements ont conduit aux premiéres stratégies de manipulation du Sl pour
traiter le cancer (Immunothérapie). La meilleure compréhension de la synapse
immunitaire a bouleversé I’'approche thérapeutique du cancer. Ces derniéres années,
le développement récent de stratégies visant a lever 'anergie des lymphocytes T a
bouleversé la prise en charge thérapeutique du cancer. Les résultats spectaculaires
obtenus avec les anti-PD1, anti-PD-L1 et anti CTLA-4 sont a I’origine du regain récent

d’intérét pour 'immunothérapie dans le cancer.
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. Immunothérapie

L'immunothérapie est aujourd’hui en passe de devenir un « standard » dans le
traitement du cancer. L'immunothérapie est un terme qui regroupe I'ensemble des stratégies
thérapeutiques dont l'objectif est (i) d'initier ou stimuler la réponse immune (ii) neutraliser les
signaux inhibiteurs (iii) remplacer la réponse immunitaire envers les cellules tumorales sans
affecter les cellules normales. Historiquement, on doit la naissance de I'immunothérapie anti-
tumorale & William B.Cooley, lorsque celui observa une régression de sarcomes 0Sseux
suite a des surinfections post-opératoires par Streptococcus pyogéenes. Cette observation le
conduit a traiter des patients en leur injectant directement des préparations a base de
streptocoques atténués. Cette stratégie, bien qu'aujourd’hui presque abandonnée, est sur le
plan conceptuel I'acte fondateur de I'immunothérapie.

Dans l'histoire récente de I'immunothérapie, on peut attribuer a E. Donnall Thomas
(USA, New York) en 1957 mais aussi Georges Mathé et Jean-Louis Amiel (France, Villejuif,
Institut Gustave Roussy) en 1964, la premiére immunothérapie efficace des cancers. lIs ont,
en effet, réalisé les premiéres greffes de moelle chez des patients atteints de leucémies et
de lymphomes (Thomas et al. 1957; Mathé & Amiel 1964). Cette stratégie est basée sur
l'injection de moelle osseuse d'un individu sain a un patient leucémique dont les cellules
hématopoiétiques sont détruites. Les cellules souches hématopoiétiques greffées
s'éduquent alors vis-a-vis d'antigénes portés par les cellules leucémiques et les détruisent.
lls utilisérent alors le terme « dimmunothérapie adoptive » ou « thérapie cellulaire par
transfert adoptif » pour définir cette stratégie. Plus tard, des stratégies de stimulation du Sl a
l'aide d’agents infectieux ont été utilisées, mais, la grande toxicité de ces traitements et les
résultats trop hétérogénes n'ont pas permis a ces stratégies de s'imposer (Amiel 1967).
« Seule la BCG thérapie » est aujourd'hui couramment utilisée dans le cancer de la vessie. A
défaut d'avoir su s'imposer ces stratégies ont en revanche ouvert la porte a I'immunothérapie

active.

Dans les années 1980, des stratégies d'immunothérapie active non spécifiques
utilisant des cytokines activatrices comme I'IFNa ou I'lL-2 ont conduit & des fortes
régressions dans quelques cas de mélanomes et dans le cancer du rein métastatique. Ces
stratégies sont aujourd'hui abandonnées en raison de leur trés forte toxicité et des réponses
trop hétérogénes obtenues. La découverte dans les années 1990 des antigénes tumoraux a
conduit au développement d'approches spécifiques avec I'utilisation d'anticorps
monoclonaux (immunothérapie passive spécifique) dirigés contre la cellule tumorale ou son
microenvironnement (anti-ErbB2 : Trastuzumab). D'autres approches comme la vaccination
thérapeutique (immunothérapie active spécifique) sont toujours en développement et un seul
vaccin (Sipuleucel T®) dispose d'une AMM dans le cancer de la prostate. D'autre part, la
découverte de ces antigenes a également relancé les stratégies dimmunothérapies

adoptives, en apportant directement des lymphocytes T amplifiés ex vivo, éduqués vis-a-vis
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des antigénes puis réinjectés. Enfin, I'amélioration de la compréhension des mécanismes
d'activation et de régulation a conduit au développement d'anticorps permettant de lever
I'anergie du Sl en ciblant spécifiquement les points de contréle du SlI. L'effet spectaculaire de
ces derniers traitements est a l'origine du regain récent de popularit¢ du terme «
immunothérapie » en cancérologie. On peut classifier les difféerentes stratégies
d’'immunothérapie en trois grandes catégories (Watier 2014) :

a- L'immunothérapie passive spécifique/adoptive : Cette stratégie consiste a cibler un

seul motif antigénique via linjection d’anticorps monoclonaux développé en
laboratoire (anti-ErbB2 : Trastuzumab) ou par transfert adoptif de lymphocytes T

cytotoxiques (CTL), qui reconnaissent un antigéne particulier.

b- L’immunothérapie active spécifique : L’objectif est de stimuler le systéme immunitaire

de facon ciblé par vaccination comme avec le Sipuleucel T® pour le cancer de la

prostate.

c- Limmunothérapie active non spécifique : C'est elle qui est a I'origine du regain récent

de popularité du terme immunothérapie en cancérologie. |l s’agit ici d’injecter un
anticorps ciblant le systeme immunitaire (« Immune checkpoint inhibitors » : ICI) et
déterminant une immunité active anti tumorale par désinhibition des lymphocytes
effecteurs (anti-CTLA4 ; anti-PD-1 ; anti-PD-L1).

L’objectif de [I'immunothérapie anti-tumorale est de réactiver la réponse
cytotoxique contre les cellules tumorales. D'aprés le cycle « immunité cancer » de
Daniel Chen et Ira Mellman, I'activation des lymphocytes T cytotoxiques nécessite 7
étapes qui doivent étre « initiées » et « autorisées » pour conduire a une réponse anti
tumorale efficace (Figure 5) (Chen & Mellman 2013). Chacune de ces 7 étapes est

régulée par une balance de sighaux activateurs et inhibiteurs.

32



« Priming » et
activation Migration des CX3CLA1
lymphocytes T vers CXCL9
CD28/B7.1 la tumeur CXCL10
CD137/CD137L CCL5
OX40/0X40L
CD27/CD70 @
HVEM
GITR
IL-2
519 \ Vaisseéﬁ\_ Infiltration de la tumeur
CTLA4/B7.1 \sanguin > par les lymphocytes T
PD-L1/PD-1 ;
PD-L1/B7.1 fi:‘g::t"' - LFA1/ICAMA
Prostaglandins YREIEEY Selectins
VEGF
Endothelin B receptor
Présentation des
antigénes tumoraux Tumeur
(DC et APC) Infiltration de la tumeur par
lTLT"” @ les lymphocytes T
IFN- T cell receptor
A Reduced pMHC on cancer cells
CDN
ATP
HMGB1
TLR
Destruction des cellules tumorales
IL-10 _—
llt‘1‘3 1 7 ) T cell granule content
o g PD-L1/PD-1 LAG-3
Relargage des antigénes PD-L1/B7.1 Arginase
- ) cellulaires tumoraux IDO MICA/MICB
B Fachurs RERVRTEHIS Mort cellulaire immunogéne TGF-p B7-H4 )
Inhibiteurs Mort cellulaire tolérogéne BTLA TIM-3/phospholipids
VISTA TIGIT

Figure 5 : Cycle immunité cancer (D’aprés Chen & Mellman 2013)

Les stratégies récentes d'immunothérapies ciblent ces signaux pour restaurer la RI.
Nous décrirons dans cette partie les principales stratégies d’immunothérapie passive et
active. L’objectif n'est pas d'énumérer la liste des traitements d'immunothérapie mais plutot
de comprendre comment les ICI peuvent potentialiser I'arsenal thérapeutique futur mais
aussi celui actuellement établi dans le traitement du cancer. Nous décrirons dans un premier
temps les stratégies d'immunothérapie passive et de transfert adoptif. Dans une deuxiéme
partie nous décrirons les stratégies de vaccinations ensuite les différentes stratégies de
blocage des points contréle immunitaire et de vaccination.

A. Immunothérapie passive
1. Immunothérapie passive par injection d’anticorps monoclonaux

En 1975 Georges Kohler et César Milstein décrivirent la production des anticorps
monoclonaux et recurent en 1984 le prix Nobel pour ce travail (Kéhler & Milstein 1975).
Aujourd'hui, les techniques de productions ont été optimisées et les anticorps adaptés
spécifiguement aux besoins. En médecine les anticorps ont pris une place majeure et sont
utilisés aussi bien en curatif qu'en diagnostic. En immunothérapie anti-tumorale, ces

anticorps ont été développés pour cibler spécifiquement des antigenes tumoraux ou moduler
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le microenvironnement. Initialement congus comme des « sérothérapies passives » ils ont
été utilisés pour (i) bloquer I'activation et/ou la prolifération des cellules (ii) induire I'apoptose

et (iii) interférer avec les capacités d'adhérence des cellules tumorales (Tableau 2).

MabThera® rituximab IgG1 Anti-CD20
Anticorps cytolytiques Poteligeo®, mogamulizumab IgG1 Anti-CCR4
Gazivaro®, obinutuzumab, IgG1 Anti-CD20
()
s Herceptin®, trastuzumab IgG1 Anti-HER2
o
S Erbitux®, cétuximab, IgG1 Anti- EGFR
2 Anticorps antagonistes - : ,
o Vectibix®, panitumumab, IgG2 Anti-EGFR
o)
O Perjeta®, pertuzumab IgG1 Anti-HER2
) Zevalin®, ibritumomab tiuxétan [gG1Anti-CD20
Anticorps
. . } Adcetris®, brentuximab védotin, IgG1 Anti-CD30
immunoconjugués
Kadcyla®, trastuzumab emtansine, IgG1 Anti-HER2
Avastin®, bévacizumab IgG1 Anti-VEGF
S Anticorps Xgeva®, dénosumab, lgG2 Anti-RANKL
@ neutralisants _ Fc d'lgG1 fusionné a
€ Zaltrap®, aflibercept i
o 2 récepteur du VEGF
E c
O 2 Anticorps antagonistes Cyramza®, ramucirumab IgG1 Anti-VEGFR2
>
§ _ Anti- EpCAM : Anti-
o Anticorps Removab®, catumaxomab,
2 ) -~ CD3
S bispécifiques . . _ _
Blincyto®, blinatumomab, Anti-CD19 :Anti -CD3

Tableau 2 : Exemples d'anticorps monoclonaux actuellement utilisés en clinique ( D’aprés
Watier 2017)

Une fois injectés et fixés sur leur cible ces anticorps vont: bloquer ou activer un
récepteur, induire la mort cellulaire par ADCC (cellules NK, DC, macrophages, neutrophiles)
ou activer le complément. Des efforts importants d'ingénierie ont été déployés pour améliorer
les fonctions effectrices de ces anticorps en manipulant notamment la région Fc
(humanisation de la portion FC, IgG1l versus IgG4), en les couplant a des drogues
(brentuximab védotin) ou en les rendant bispécifiques (blinatumomab) pour permettre par
exemple le recrutement des lymphocytes T (Blincyto®, blinatumomab). Initialement murin,
les premiers patients se sont immunisés en produisant des anticorps contre les anti anticorps
murins (AHAM) injectés. Ces anticorps ont été observés dans 80 a 90 % des cas et
réduisaient trés significativement l'efficacité thérapeutique. Le développement d’anticorps
chimériques, moins immunogénes, a permis de limiter I'induction AHAM. Par la suite de

nombreux brevets ont été déposés pour développer des anticorps humanisés encore moins
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immunogenes puis totalement humains « fully human ». Il est important de noter que de
nombreux brevets ont été déposés sur le développement de ces anticorps sans réel

fondement clinique (Watier 2014).

Bien que ces anticorps aient des effets anti tumoraux directs et rapides, il est
maintenant trés clairement montré qu'ils induisent également une réponse adaptative
spécifique et que le terme « immunothérapie passive » n'est pas complétement adapté. Il a
été montré que lutilisation de ['Anticorps anti-HER2, dans un modéle murin
immunocompétent, conduit au développement de lymphocytes T CD8 spécifiques et d'une
mémoire immunitaire dirigée contre les cellules tumorales (Park et al. 2010). De méme
l'utilisation de cet anticorps ne permet pas d'inhiber la progression tumorale dans un modéle

murin déficient en LTCD8+.

Dans une autre étude il a été montré que le transfert de lymphocytes T CD4+
provenant de souris traitées par anti-CD20 chez une autre souris, dans laquelle on injecte
des cellules tumorales, permettait d'assurer une protection antitumorale, indiquant ainsi
I'existence d'une mémoire immunitaire (Eissler et al. 2012; Abés et al. 2010). Enfin plus
récemment il a été montré que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) une protéine
impliqué dans I'angiogenése module également I'expression et la densité de molécules de
co- inhibitrices comme PD-1, CTLA-4, TIM-3 et LAG-3 (Voron et al. 2015; Fukumura et al.
2018). L'utilisation des anti-VEGF permet donc d'une part d’inhiber I'angiogenése
(immunothérapie passive) mais aussi de réduire la proportion de LT CD8+ intratumoraux co-

exprimant trois ou quatre molécules de co-inhibitrices (immunothérapie active).
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2. Lathérapie cellulaire par transfert adoptif : Immunothérapie adoptive

La thérapie cellulaire adoptive (ACT : Adoptive Cell Transfer) est une forme
d'immunothérapie passive qui consiste a préparer des lymphocytes T autologues amplifiés
ex Vivo puis a les réinjecter aux patients. On distingue aujourd’hui trois approches de
thérapie adoptive. La premiére stratégie, TILs ACT (Adoptive Cell Transfer of Tumor-
infiltrating lymphocytes), consiste a isoler et amplifier les lymphocytes T a partir d'une piéce
tumorale. Les deux autres stratégies reposent sur l'amplification de lymphocytes T
périphériques autologues génétiquement modifiés pour exprimer un récepteur antigénique
chimérique (“CAR T-cells") ou un TCR génétiguement modifie. 1l a été montré qu'une
chimiothérapie de conditionnement lympho-déplétive (cyclophosphamide +/- fludarabine)
avant la réinfusion des LT permet d'améliorer [l'efficacité de la procédure. Ce
conditionnement permet notamment d'éliminer les Treg qui constituent un frein a
I'implantation de ce nouveau « pool » de cellules effectrices (Le Bris & Béné 2016; June et
al. 2018; Borg 2017).

L’intérét majeur de la stratégie TlLs ACT est que les TILs présentent une trés grande
diversité antigénique et sont donc plus susceptibles de reconnaitre les cellules tumorales.
L'équipe de Rosenberg a utilisé avec succes cette stratégie en 2011 dans le mélanome avec
des taux de réponses globales de 49, 52 et 72 % en fonction du régime de conditionnement
(Rosenberg et al. 2011). D'autres essais ont été conduits dans différentes néoplasies
comme le carcinome ovarien, le cancer du col de l'utérus et les tumeurs gastro-intestinales
avec des résultats moins spectaculaires. L'équipe de Rosenberg a également développé
avec succes des LT modifiés génétiquement pour reconnaitre spécifiquement des antigenes
tumoraux surexprimés dans le mélanome, MART-1 et NY-ESO-1. Les résultats du premier
essai en 2006 dans le mélanome ont montré 40 % de réponse (Morgan et al. 2006) mais
malgré des résultats intéressants la stratégie par transfert adoptif de TILs présente un
certain nombre de limites. Le principal frein a cette stratégie est la restriction des
lymphocytes T au CMH dans lequel le peptide antigénique est présenté. Ainsi une perte
d’expression du CMH par la cellule tumorale ne conduira pas a l'activation des LTs. Par
ailleurs en raison de la spécificité du CMH pour les antigénes protéiques, les antigénes
tumoraux d’origine lipidique ou glucidique sont naturellement exclus. Le deuxiéme frein est la
perte des molécules de co-stimulation associées a une forte expression des molécules
d'anergie comme PD-1. La surexpression de ces molécules d’anergie explique notamment la
diminution du potentiel cytotoxique des LT injectés. Compte tenu de la toxicité de la
chimiothérapie de conditionnement et de la durée relativement longue d'amplification des
TILs (5-6 semaines), il est nécessaire de sélectionner les patients dont la maladie ne
progresse pas rapidement. Enfin, le nombre de TILs obtenus apres l'amplification est

aléatoire et ne permet pas toujours de traiter les patients (10 % des cas) (Borg 2017).
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Pour toutes ces raisons d'autres stratégies de thérapie cellulaire ont été développées.
Les CAR-T-cell, sont des cellules périphériques génétiquement modifi€ées pour exprimer un
TCR chimérique non restreint par le CMH. Il en existe quatre générations mais ceux utilisés
aujourd’hui co-expriment en plus du TCR chimérique, différentes unités de co-stimulation
couplant au choix CD28, 4-1BB, ICOS et OX40 permettant ainsi de maintenir leur
prolifération et leur survie jusqu'a 2 ans apres la réinjection (June et al. 2018; Hartmann et al.
2017).

Evaluée dans les hémopathies malignes, I'utilisation des CART a conduit & des taux
de réponse compléte chez 70 & 90 % chez les patients atteints de leucémies aigués
lymphoblastiques (Lee et al. 2015; Maude et al. 2014). Les CAR-T sont évalués dans de
nombreuses tumeurs solides (neuroblastome, carcinome a cellules rénales, glioblastome
multiforme, cancer du pancréas, sarcome, mélanome métastatique), mais les premiers
résultats ne sont pas aussi spectaculaires que ceux obtenus dans les hémopathies malignes
(June et al. 2018; Hartmann et al. 2017). Par ailleurs, l'administration de CAR-T
s'accompagne dans 40 % des cas d'un syndrome inflammatoire systémique jusqu'a 10 jours
aprés la réinfusion. Ce syndrome de libération cytokinique (libération massive I'IlL-6, I'lL-10,
ou I'lFN) parfois mortel, nécessite I'administration de tocilizumab (Anti-IL-6) qui permet la
régression du syndrome en 1 a 3 jours. Enfin 11% des patients présentent une toxicité

neurologique grave non corrigée par le tocilizumab (Bonifant et al. 2016).

Dans le futur afin d’améliorer I'efficacité de ces thérapies adoptives, il sera nécessaire
de (i) mieux comprendre l'importance du ratio CD8+/CD4+ dans le pool de lymphocytes
réinjecté (ii) la circulation et le devenir de ces cellules dans l'organisme (infiltration tumorale,
migration ganglionnaire, prolifération etc.). Il semblerait que I'un des obstacles majeurs a
I'efficacité des CAR-T dans les tumeurs solides soit 'immunosuppression locale. Les
combinaisons thérapeutiques avec d'autres immunothérapies neutralisant
'immunosuppression sont des pistes tres prometteuses. C’est notamment le cas avec les
anti-PD1 et les anti-CTLA4 qui ciblent des points de contrbles immunitaires et lévent

limmunosuppression.

B. Immunothérapie active

1. Vaccination

Avec la découverte des antigenes tumoraux par I'équipe de T Boon en 1991, l'idée de
vacciner les patients n’est pas nouvelle. En infectiologie, la vaccination est particulierement
efficace, a titre d’'exemple le vaccin DT Polio ® permet d’éviter entre 2 et 3 millions de morts
chaque année selon 'OMS. Cependant, la plupart des vaccins efficaces utilisés en
infectiologie sont des « vaccins prophylactiques » et sont administrés avant l'infection. A
I'exception des vaccins « prophylactiques » déterminants une immunité contre les oncovirus,
en canceérologie les vaccins doivent étre « thérapeutiques » et sont administrés pendant la

progression tumorale.
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L’objectif primaire n’est donc pas seulement d’'induire une mémoire immunitaire, mais
aussi de restaurer une réponse cytotoxique spécifiquement dirigée contre la tumeur.
Actuellement de nombreuses stratégies sont en cours d’évaluation avec des peptides
tumoraux purifiés, seuls ou en association, introduits ou non dans un vecteur viral, avec
différents adjuvants. Quelques résultats intéressants ont été obtenus dans le mélanome

mais, globalement, la majorité de ces essais se révélent d’un intérét clinique limité.

Les DC ayant une place centrale dans I'activation de la réponse immune, elles
constituent une option thérapeutique particulierement intéressante. Le principe est d’extraire
a partir du sang du patient les précurseurs DC et d’induire la maturation et la prolifération de
ces DC ex vivo en présence de cellules tumorales ou d’un ou plusieurs antigénes tumoraux
avant de les réinjecter. La stratégie de vaccination par cellules dendritiques dérivées de
monocytes n'a montré qu’une efficacité relative dans différents cancers comme le mélanome
métastatique, le neuroblastome, le sarcome et le lymphome (Pecher et al. 2002; Hsu et al.
1996; Weden et al. 2011; Oshita et al. 2012; Baeyens et al. 2014; Krishnadas et al. 2015;
Wilgenhof et al. 2011). Le sipuleucel T est le seul vaccin de ce type a avoir TAMM et n’offre
qu'un bénéfice trés modeste de 4 mois. Dans le cas du spileucel T, les précurseurs
monocytaires du patient sont isolés puis amplifiés ex vivo en présence de GM-CSF et de
I'antigéne tumoral associé aux tumeurs prostatiques, PAP, avant d’étre réinjectés. L’'obstacle
majeur est le fort taux de mortalité parmi les DC et le fait que les DC arrivent difficilement a
rejoindre les aires ganglionnaires apres injection (Blanc et al. 2017). Ces stratégies de
vaccination sont également tres lourdes (culture ex vivo) et couteuses, a titre d’exemple la
cure de 3 injections de spileucel T ® codte 75 000 euros. Enfin, on considere que l'autre
obstacle majeur a la vaccination a des stades avancés est I'immunosuppression locale qui
bloque l'action des lymphocytes. L’association avec des ICI améliore I'efficacité de ces
stratégies de vaccination comme en témoignent les bénéfices cliniques de I'association
Spileucel T et inhibiteur d’'IDO (Jha et al. 2017).

2. Inhibiteurs de point de contrdle immunitaire (ICI) actuellement utilisés en clinique

= LavoieduCTLA-4:
Le CTLA-4 a été identifié par Pierre Golstein en 1985. Il a alors été montré que son

expression est déclenchée au moment de l'activation du LT. Comme nous l'avons décrit
précédemment, lorsque le lymphocyte T engage son TCR avec un antigéne présenté par
une CPA (signal 1), il nécessite la co-stimulation du récepteur CD28 avec des protéines de
la famille B7, CD80/86 (signal 2) pour s'activer. A ce stade et pour éviter une hyperactivation
excessive, des mécanismes physiologiques de contréle de la réponse immune
s'enclenchent, on retrouve alors a la surface des LT I'expression de molécules d'inhibition
comme le CTLA-4 (CD152) (Lewandowski et al. 2015; Pardoll 2012). Le CTLA-4 apparait
donc précocement (stade 3 du cycle immunité cancer) a la surface des LT au niveau des

organes lymphoides (Chen & Mellman 2013). Il se retrouve alors au niveau de la membrane
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plasmique et rentre en compétition avec la fonction de co-stimulation de CD28. En effet il se
lie avec une affinité beaucoup plus élevée que le CD28 aux membres de la famille B7 et
exclut physiquement le CD28 de la synapse immunologique. L'engagement du CTLA-4 avec
des membres de la famille B7 induit l'arrét du cycle et des fonctions effectrices des
lymphocytes T via l'inhibition de la signalisation proximale du TCR. Alors que l'activation des
lymphocytes T effecteurs est nécessaire pour induire I'expression du CTLA-4, celui-ci est
constitutivement exprimé par les Treg et I'on sait maintenant que son expression est
essentielle a leurs fonctions suppressives. C'est en 1996 que I'équipe de J. Allison démontra
que I'utilisation d'anticorps ciblant le CTLA-4 induisait la régression de tumeurs
immunogéniques dans un modéle murin. Il a été montré, pour d'autres tumeurs moins
immunogéniques, la nécessité de renforcer la réponse immune en neutralisant les Treg ou
en stimulant l'immunité par la vaccination, l'ajout de cytokine ou l'association a d'autres
inhibiteurs de ICI. Il est maintenant montré que l'efficacité des anti-CTLA-4 passe également
par la neutralisation du CTLA-4 dans les Treg et leur élimination par des mécanismes
d'ADCC (Grob et al. 2017; Olive & Golstein 2017).

Chez I'homme deux anti-CTLA4 entierement humains, lipilimumab et le
tremelimumab sont entrés en essai clinique chez des patients atteints d'un cancer avancé en
2000. Mais, c'est finalement un essai de phase Il en 2011 dans le mélanome métastatique
qui a conduit a l'enregistrement auprés de la FDA du premier anti-CTLA4, lipilimumab
(Robert et al. 2011). L'ipilimumab (3 cycles espacés de 21 jours a la dose de 3 mg/kg) a
alors été associé a la dacarbazine (traitement de référence) puis comparé a la dacarbazine
seule 20 % des patients traités avec lipilimumab ont montré des taux de survie
spectaculaires malgré des taux objectifs de réponse trés faibles (10 a 15 %). Ce profil de
réponse suggeére ainsi un contréle immunologique de la tumeur sans pour autant conduire a
son élimination. Le profil d'activité et de toxicité est apparu comme trés différent de ceux des
protocoles classiques de chimiothérapies conduisant ainsi les cliniciens a revoir leurs critéres
d'évaluation (irRECIST vs RECIST). En effet la réponse a l'ipilimumab s’observe tardivement
jusqu'a 9 mois aprés la premiére cure et s'accompagne parfois de « pseudo-progression ».
Cette « pseudo-progression » se caractérise soit (i) par une augmentation de la taille des
Iésions, (ii) par l'apparition de nouvelles Iésions ou, plus inédit encore, par (iii) des réponses
dites « dissociées » avec apparition de nouvelles lésions mais accompagnées de régression
sur les autres. On sait maintenant que ces « pseudo-progressions » sont, entre autres, liées
a la restauration de la réponse immune et a l'afflux massif de cellules immunitaire
provoquant des phénoménes d'cedemes et nécroses tumorales. De facon intéressante, le
tremélimumab fait toujours I'objet d'études cliniques car il n’a pas montré son efficacité dans
le mélanome, et d'autres anticorps anti-CTLA-4 ont récemment fait |'objet d'essais cliniques

(NCT02694822). Devancée par de nouvelles immunothérapies, I'utilisation thérapeutique de
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lipilimumab est aujourd’hui limitée aux mélanomes dans laquelle il n'a 'AMM qu'en

deuxieéme ou troisieme intention.

En terme de toxicité, on rapporte des effets secondaires auto-immuns chez 90 % des
patients traités. Les effets indésirables les plus fréquemment rapportés sont les suivants :
diarrhée, rash, prurit, fatigue, nausées, vomissement, diminution de l'appétit et douleur
abdominale. Les effets secondaires séveres (de grade 3 ou 4) sont présents chez 10 a 40 %
des patients, affectant le tube digestif, le foie, la peau et le systéme endocrine. Ces effets
secondaires sévéres sont principalement des hépatites auto-immunes (8%), des
hypophysites (4 %), des colites auto-immunes (8%). lls résultent principalement d'une
inflammation tissulaire spécifique liée a une I'hyperréactivité du systeme immunitaire apres
démasquage des lymphocytes T autoréactifs et a la déplétion de populations T régulatrices.
lls sont pris en charge par corticoides ou anti-TNF. En cas de persistance il est nécessaire
d’interrompre le traitement (10 % des cas). Finalement, le pronostic vital est mis en jeu dans
0,5 a 1 % des cas (insuffisance hépatique fatale, de nécrolyse épidermique toxique,
syndrome de Guillain-Barré, perforation gastro intestinale) (Grob et al. 2017; Olive & Golstein
2017; Ribas & Wolchok 2018).

Cette toxicité auto-immune peut-étre nitamment liée au fait que le CTL-4 intervient
précocement dans [lactivation lymphocytaire. Alors que [utilisation d'immunothérapies
agissant plus tardivement pendant le cycle de lactivation lymphocytaire limite les effets

secondaires auto-immuns comme cela est rapporté avec les anti-PD-1.

= Lavoie du PD-1:

Tasuku Honjo dans les années 1990, décrit la voie PD-1 et son ligand PD-L1 comme

une voie physiologique de contréle de la réponse immune. L'expression de PD-1 est
particulierement élevée sur les lymphocytes T CD4 + et les lymphocytes T auxiliaires
folliculaires, mais on le retrouve également sur un grand nombre de cellules immunitaires
comme les Treg, les lymphocytes B, les NK, les monocytes et les DC. On lui connait deux
ligands appartenant a la famille B7 : PD-L1 (B7-H1, CD274) et PD-L2 (B7-DC, CD273). PD-
L1 est exprimé entre autres sur les cellules T et B, les cellules dendritiques (DC), les
macrophages, et les cellules souches mésenchymateuses et les cellules tumorales alors que
I'expression de PD-L2 est plus restreinte aux CPA (macrophages et cellules dendritiques)
(Zou & Chen 2008). Apres activation on a retrouvé une expression de PD-L1 dans les tissus
non lymphoides en particulier les cellules endothéliales vasculaires, les cellules épithéliales,
les cellules musculaires, les hépatocytes, les astrocytes et dans de nombreux cancers
(mélanome, cancer pulmonaire, cancer du sein et de I'ovaire, adénocarcinome du pancréas
et de l'cesophage, tumeurs rénales et vésicales). L’engagement de PD-1 avec ses ligands

PD-L1, PD-L2 entraine le recrutement de la tyrosine phosphatase 2 (SHP-2) responsable de
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la déphosphorylation des corécepteurs proximaux du TCR (CD3e et CD28) et de ses
molécules de signalisation (ZAP-70, ERK et JNK)(Zitvogel & Kroemer 2017).
Physiologiquement 'engagement de PD-1 conduit & une diminution de la libération des
cytokines et des chimiokines, une diminution de la cytotoxicité et une diminution de la survie
cellulaire. L’expression de PD-L1 et PD-L2 est principalement induite par I'FNy mais aussi
par d’autres acteurs de l'inflammation comme le TNF, IL-2, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15 et IL-21.
L’inflammation induite par 'activation des lymphocytes stimule I'expression de PD-L1 et PD-
L2 dans les tissus permettant ainsi d’éviter une activation excessive des lymphocytes T. Il a
été montré que la voie PD-1/PD-L1 permet de réguler la réactivité du TCR en conditions
physiologiques (inflammation) et pathologiques (processus tumorigénese) (Olive & Golstein
2017; Ribas & Wolchok 2018). Plus précisément la voie PD-1/PD-L1 interviendrait lors de
niveaux excessifs d'activation du TCR pour un faible seuil de co-stimulation du CD28. A la
différence du CTLA-4 qui régule l'activation précoce des lymphocytes T naifs au niveau des
organes lymphoides, PD-1 intervient durant la phase effectrice dans les mécanismes de
tolérance périphérique lors d'inflammations chroniques ou du développement tumorale
(Pardoll 2012). Le réle périphériqgue de PD-1 est trés bien illustré avec les modéles murins
knock-out pour le CTLA-4 ou PD-1. Alors que les souris génétiguement invalidées pour le
gene de CTLA-4 meurent rapidement d’'une prolifération lymphocytaire massive, les souris
génétiquement invalidés pour PD-1 survivent malgré des taux plus élevé de lymphocytes T

et B et une prédisposition a I'auto-immunité.

Il existe actuellement 2 anticorps anti-PD-1, le nivolumab (Opdivo®) et le
pembrolizumab (Keytruda®) et 3 anti-PDL1 l'atezolizumab (Tecentrig®), le durvalumab
(Imfinzi®) et 'avelumab (Bavencio®) approuvés par la FDA dans 11 indications de cancer.
Le premier anti-PD-1 (nivolumab) a été administré en 2006 dans un essai de phase 1 a des
patients atteints de mélanomes, de cancers rénaux, et de cancers bronchiques non a petites
cellules (CBNPC)(Ribas & Wolchok 2018). Les résultats spectaculaires obtenus et la toxicité
modérée de cette nouvelle stratégie a accéléré les essais cliniques et le développement
d’autres anti-PD-1 et anti-PDL-1. En 2011, le plus grand essai de phase 1 jamais conduit en
oncologie a évalué, chez 1235 patients atteints de mélanome métastatique ou de CBNPC,
un nouvel anti-PD-1, le pembrolizumab (Garon et al. 2015; Ribas et al. 2016). Les deux anti-
PD-1, nivolumab et pembrolizumab, ont obtenus leurs premiéres autorisations par la FDA en
2014 et en 2015 pour le traitement des patients atteints de mélanome réfractaire ou de
CBNPC avancé (Figure 6). En 2016, le premier anti-PD-L1, l'atezolizumab a été approuvé
pour les cancers urothéliaux suivi de lI'avélumab en 2017 pour le carcinome a cellules de
Merkel.
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Figure 6 : Représentation schématique du développement clinique des anticorps anti-CTLA-
4, anti-PD-1 et anti-PD-L1 de la premiére administration a I'approbation de la FDA (Ribas &
Wolchok 2018). La partie grise représente la période de développement clinique de chacun de ces
anticorps, a partir de la premiére administration jusqu'a I'approbation réglementaire (cercles rouges)
dans différentes indications. HNC, (cancer de la téte et du cou) ; RCC (carcinome rénale) ; MSI-h,
(cancer a instabilité microsatellitaire) ; HD, (maladie de Hodgkin) ; HCC, (carcinome hépatocellulaire) ;
GEJ, (cancer de la jonction oesophagienne). Point bleu : Début des essais cliniques ; Point rouge :
Approbation par la FDA.

Le blocage de la voie PD-1 conduit & de trés bonnes réponses objectives (diminution
de la taille de la tumeur), dans la maladie de Hodgkin (87 %), le mélanome desmoplasique
(70%), les cancers MSI (53%) et le carcinome a cellules de Merkel (56 %). Des réponses
intermédiaires ont été obtenues dans les autres indications comme le mélanome (35 a 40 %)
et le CBNPC (20 %) (Ribas & Wolchok 2018). Par ailleurs le blocage de la voie PD-1 est
associé a une toxicité plus faible que le blocage de la voie du CTLA-4. Ces toxicités
nécessitent une intervention médicale dans 10 a 15 % des cas et ne nécessitent que trés
rarement l'interruption du traitement (2 & 5 %). Les effets indésirables les plus fréquents
retrouvés chez 50 a 70 % des patients sont : la fatigue, la diarrhée et les éruptions cutanées.
On retrouve assez fréequemment des endocrinopathies liées a linfiltration des glandes
thyroidiennes (10 & 15 %), surrénaliennes (1 a 3 %), pancréatique (1%) par les lymphocytes
T. En général ces troubles ne sont pas réversibles et nécessitent un traitement de
substitution a vie. Les toxicités sévéres de grade 3-4 sont rapportées chez 5 -10 % des
patients. De fagon beaucoup plus rare des toxicités inflammatoires graves des organes
viscéraux (1%) peuvent mettre en jeu le pronostic vital. Elles peuvent toucher tous les
organes, y compris le cerveau (encéphalopathie), les méninges (méningite), les poumons
(pneumonie), le coeur (myocardite), le tractus gastro-intestinal (oesophagite, colite, hépatite),

et rénale (néphrite), mais aussi les muscles (myosite) et les articulations (arthrite). Comme
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pour l'ipilimumab, elles sont prises en charge par corticoides ou anti-TNF (Ribas & Wolchok
2018; Zitvogel & Kroemer 2017).

Les résultats spectaculaires obtenus par l'intervention sur la voie PD-1 et CTLA-4 ont
ouvert la voie a dautres immunothérapies. En effet, la synapse immunologique est
composée de nombreux points de contrble qui permettent une régulation chronologique et

biologique de la réponse immune (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique des cibles
potentiels dans la synapse immunologique (Mahoney
et al. 2015)

= Lavoie LAG-3:
Le récepteur LAG-3 a été identifié en 1990 sur les lymphocytes T CD4+ et T CD8+. On sait

aujourd'hui qu'il est principalement exprimé par les T CD4+ ayant des fonctions régulatrices
comme les nTreg, les iTreg, et les Trl (Treg sécréteurs d'IL-10)(Anderson et al. 2016). On le
retrouve également sur les lymphocytes T CD8+ et les NK tumoraux. LAG-3 se lie au CMH |l

ainsi qu'a la LSECtin. Cette protéine est une lectine de surface appartenant a la famille DC-
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SIGN, retrouvée dans le foie et de nombreuses tumeurs. L'engagement de LAG-3 avec ses
ligands induit l'inhibition des cellules T effectrices et potentialise I'effet suppressif des Treg.
Chez I'nomme, les T CD8+ co-exprimant LAG-3 et PD-1 sont plus anergiques que les T
CD8+ exprimant seulement PD-1. En revanche l'expression de LAG-3 sur les Treg est
associée a un phénotype trés suppressif et a été corrélée a un mauvais pronostic. La
neutralisation de Lag-3 et PD-1 permet de restaurer la production de cytokines et la
prolifération des lymphocytes T CD8+. Chez I'hnomme des essais cliniques ont été réalisés
avec une forme soluble de LAG 3 (IMP321). L'idée a été d'utiliser I'MP321 pour sa capacité
a se lier fortement au MHC de classe Il exprimé par les cellules dendritiques et les
monocytes. L'engagement de IMP321 avec le CMH Il conduit a la maturation puis a la
migration des cellules présentatrices d'antigénes vers les ganglions lymphatiques pour
induire une réponse immunitaire. L'IMP321 a été évalué seul ou en association avec des
peptides antigénigues dans le cancer rénal, le mélanome (métastatiques ou non), le cancer
pancréatique et le cancer de la prostate et du sein. Il est bien toléré et son utilisation a
amélioré significativement la survie des patients avec notamment 50 % de réponse dans le
cancer du sein. D'autres études sont encore nécessaires pour avoir une meilleure
compréhension de son mécanisme d'action et son utilisation en clinique. Une autre stratégie
consiste a cibler directement LAG-3 avec un anticorps monoclonal, seul ou en association
avec un anti-PD-1. On retrouve sur ClinialTrial.gov (avril 2018), 15 essais de phase |
impliquant un anticorps anti-LAG-3 et le laboratoire BMS évalue actuellement son anti-LAG-3
chez presque 2000 patients dans 6 essais de phase (ClinialTrial.gov 2018).

= Lavoie TIM-3:
Le récepteur TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin domain-3) a été identifié en

2002 sur les cellules Thl et TCD8+ sécrétant de I'lFN-y. Il est trés fortement exprimé sur les
T CD8 + et sur les nTreg infiltrant les tumeurs. On a également décrit son expression sur les
cellules de limmunité innée (NK, monocytes /macrophages circulants). Son engagement
avec ses ligands induit un arrét de la prolifération, une baisse de la production de cytokines
et l'apoptose des Teff. Son principal ligand est la galectine 9, mais on en connait 3 autres :
Ceacam-1, high mobility group protein B1 (HMGB-1), et la phosphatidyl serine. La liaison
Tim-3/galectine 9 induit I'apoptose des lymphocytes Thl et entraine I'expansion des MDSC,
des Treg et des M2. Il a été montré une co-expression et une synergie entre TIM-3 et PD-1
sur les sites inflammatoires. De fagon trés intéressante les LTCD8+ Tim-3+ PD-1+ (double
positif) sont bien plus anergiques que les LT CD8+ Tim-3- PD-1 + (simple positif). Ces deux
récepteurs agissent de fagon non redondante comme régulateurs négatifs de la réponse des
lymphocytes T. Ensemble, ces observations indiquent que I'engagement de Tim-3 inhibe le
systéme immunitaire adaptatif de fagon indirecte via la promotion des populations
régulatrices (MDSC, Treg, M2) et de facon directe en entrainant l'apoptose des effecteurs
(Thl)(Anderson et al. 2016; Du et al. 2017). L'utilisation d'un Anticorps bloquant Tim-3 a
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conduit au rejet des tumeurs dans de nombreux modéles murins. Chez I'homme plusieurs
essais sont en cours. Néanmoins, il est important de noter que le blocage thérapeutique de
Tim-3 affectera plusieurs cibles comprenant, les lymphocytes T CD4 +, les cellules T CD8 +,
les cellules FoxP3 + Treg, cellules NK, les DC et les MDSCs et que, dans toutes ces cellules
Tim-3, agit pour inhiber la réponse immunitaire et promouvoir la tolérance. Plusieurs essais
de Phase I-Ib/ll (NCT02817633, NCT02608268, NCT03066648, NCT03099109) sont
actuellement en cours pour évaluer I'efficacité des anti TIM-3 seuls ou en association avec
des anti-PD-1/PD-L1.

= Lavoie TIGIT:
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et les cellules tumorales. Figure 8 : Régulation de l'activation des Lymphocytes T et NK
L'engagement de TIGIT par la voie TIGIT/CD155 (Anderson et al. 2016)

avec CD155 induit une inhibition des lymphocytes T et des NK. Cette voie signalisation est
assez proche de celle du CTLA-4/CD28, puisque TIGIT agit comme un compétiteur vis-a-vis

de CD226 et CD96 qui ont également CD155 comme ligand (Figure 8).

TIGIT exerce ses effets immunosuppresseurs en augmentant la production d'IL-10
par les DC, inhibant ainsi la prolifération et la fonction des lymphocytes T CD4 +. Chez les
NK et les TCD8+ I'engagement de TIGIT conduit a une forte réduction de la cytotoxicité et a
une baisse trés importante de la sécrétion de cytokines (notamment I'IFN-y). Il a été
démontré que TIGIT exerce également ses effets immunosuppresseurs en recrutant des
phosphatases SHP pour inhiber la signalisation proximale du TCR supprimant ainsi la
prolifération et la production de cytokines. Chez les Treg, I'expression de TIGIT caractérise
une population hautement activée qui inhibe sélectivement la réponse Thl et Th17 et induit

une réponse Th2 en stimulant la sécrétion d'IL-4 et d'IL-10.

Contrairement au CTLA-4 l'expression lymphocytaire de TIGIT est trés faible au
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niveau circulant et lymphoide mais trés forte au niveau tumoral suggérant son role dans la
régulation périphériqgue de la réponse immune. Dans les tumeurs murines les TILs CD8+
TIGIT+ qui co-expriment PD-1, Tim-3, et LAG-3, présentent le phénotype le plus
dysfonctionnel parmi I'ensemble des lymphocytes T CD8+. Chez I'homme, [Iutilisation
d’anticorps anti-TIGIT et anti-PD-1 a permis de restaurer la prolifération et la sécrétion de
cytokines par des TlLs de mélanome (Chauvin et al. 2015). De facon trés intéressante les
voies de signalisation entre TIM-3, PD-1, TIGIT ne semblent pas redondantes et montrent in
vitro des effets synergiques, ouvrant ainsi la voie aux combinaisons. Plusieurs anti-TIGIT
font l'objet d'essais cliniques seuls ou en association avec des anti-PD-1/PD-L1
(NCT02794571, NCT02913313, NCT03119428).

L’équipe de V. Kucheroo a hiérarchisé et prédit le profil de toxicité (Figure 9 A) de
ces immunothérapies en se basant sur le phénotype des souris « Knock out » (KO) pour les
molécules co-inhbitrices et en considérant le stade auquel elles interviennent dans

I'activation lymphocytaire.

D’intenses recherches sont actuellement en cours pour déterminer le profil
immunitaire dans les tumeurs avant et pendant le traitement. L’objectif est de pouvoir
administrer la meilleure combinaison en fonction de l'infiltrat tumoral. Ainsi un patient avec
une prédominance de MDSC pourrait étre orienté vers une stratégie combinant un anti-Tim-3
alors qu’un patient présentant un déséquilibre de la balance Th1/Th2 serait plutét orienté

vers une stratégie utilisant un anti-TIGIT (Figure 9 B).

Hierarchy of co-inhibitory receptors
A. B.

CD8/NK
Effector
function

Toxicity

Figure 9 : Impact immunologique des inhibiteurs de checkpoint (D’aprés Anderson et al. 2016)

A. Les molécules de co-inhibitrices sont classés de haut en bas en fonction de leur impact sur le maintien de l'auto-
tolérance. L'impact a été estimé a partir des observations faites dans différents modeles murins know out ou aprées
I'injection d’anticorps thérapeutiques. La modulation thérapeutique des molécules de co- inhibitrices de la partie
haute (PD-1, CTLA-4) devrait étre associée a une toxicité auto-immune plus importante que la modulation des
molécules de co- inhibitrices de la partie basse (Lag-3, Tim-3, TIGIT). Ces derniers devraient donc présenter un
meilleur profil d'innocuité en clinique. B. Représentation schématique montrant les effets des blocages PD-1, Lag-3,
Tim-3 et TIGIT sur la réponse immunitaire. Bien que la neutralisation de ces immune checkpoint ait un effet sur la
fonction effectrice des cellules T CD8 + et des NK, limpact de la neutralisation de la voie PD-1/PD-L1 est
proportionnellement plus importante que celui du blocage de la voie Lag-3, Tim-3 ou TIGIT seul. La neutralisation
de la voie Lag-3, Tim-3 et TIGIT affectera préférentiellement les Treg du tissu tumoral et les cellules Trl
productrices d'IL-10. Le blocage de Tim-3 et de TIGIT affecteront en outre les DC. Enfin la neutralisation de Tim-3
et de TIGIT permettra de cibler respectivement les MDSC et de faire pencher la balance en faveur de I'immunité de
type Th1/17. Ainsi, le blocage des différents immune checkpoint peuvent étre combinés pour obtenir des effets
distincts sur la réponse immunitaire.



= Le systéme enzymatique IDO :

Comme nous l'avons dit précédemment, il a été montré que lindoléamine 2,3-
dioxygénase (IDO) est une enzyme qui joue un réle crucial dans I'immunosuppression. L'IDO
est une enzyme cytosolique intracellulaire qui régule la dégradation du tryptophane (Trp) en
N-formylkynurénine (Kyn). Il existe deux types d'enzymes IDO, IDO1 et IDO2, les deux
convertissent le Trp en Kyn. IDO2 est plus faiblement exprimé et bien qu’elle n’atteigne que
3 a 5% de l'activité enzymatique d’'IDOL1 elle joue un rdéle important dans I'inflammation et la
régulation des taux d’'IL-4, -6 et -21 (Prendergast et al. 2017). L’appauvrissement en Trp et la
production de kyn conduit a I'anergie des lymphocytes T et des NK mais favorise la
prolifération et [lactivité des Treg et des MDSC. Physiologiguement, le role
immunosuppresseur d'IDO a d’abord été mis en évidence au niveau de la barriere
placentaire de la femme enceinte ou sa tres forte expression empéche I'activation des LT et
le rejet du foetus par le SI. Son expression a été retrouvée aprés activation chez les CPA, les
fibroblastes, les macrophages et les DC. Il a été montré qu’lDO est largement produit dans
un contexte inflammatoire en réponse a I'FNy. Dans un contexte physiopathologique, une
dérégulation de l'activité d’'IDO a été montrée dans certaines infections (HIV), dans l'obésité,
dans le rejet des transplantations, dans l'auto-immunité, dans l'athérosclérose et le

développement tumorale.

La surexpression d'IDO dans de nombreux cancers (cancers pulmonaires, gastro-
intestinaux, gynécologiques, pancréatiques) a été corrélée a des taux de survie beaucoup
plus faible et & une infiltration massive en lymphocytes Treg (Zitvogel & Kroemer 2017; Munn
& Mellor 2016; Prendergast et al. 2017). Devant le potentiel thérapeutique d’IDO, de
nombreuses industries pharmaceutiques (NewLink, Incyte, BMS, Pfizer, Merck, Roche) ont
développé leur propre inhibiteur. Tous les inhibiteurs d'IDO (Indoximod ; I'epacadostat ; le
Navoximod ; BMS-986205) évalués en phase | ont montré un tres bon profil de tolérance.
Des résultats prometteurs ont été rapportés dans les essais cliniques de phase Ib ou
l'indoximod était associé a la chimiothérapie chez les patients atteints de leucémie myéloide
aigué et d’adénocarcinome pancréatique. Dans une étude de phase Il portant sur 169
patients atteints d'un cancer du sein métastatique traités par taxotére, l'administration
concomitante d'indoximod n'a pas produit de différence statistiguement significative sur le
taux de survie gloable. En revanche dans un autre essai de phase I, 'indoximod a permis de
doubler le taux de survie des patients atteints d'un cancer de la prostate métastatique traités
par le sipuleucel-T (Provenge). Les résultats obtenus en phase Il (NCT02178722) avec
'epacadostat était tres prometteurs, a titre d’exemple dans le mélanome, I'association
pembrolizumab/epacadostat a augmenté le taux de réponse au pembrolizumab de 32% a
56% et un contréle de la maladie similaires & ceux produits par la combinaison approuvée
d'anticorps anti-PD-1 et anti-CTLA-4, mais sans les effets secondaires auto-immuns de haut
grade de la combinaison de ces anticorps. L'epacadostat est celui dont le développement

cliniqgue est le plus avancé avec actuellement 8 essais de phase Ill en cours (juin 2018)
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recensé sur https://clinicaltrials.gov . Il est évalué seul ou en association avec des anticorps

PD1 (nivolumab, pemnrolizumab) dans le mélanome, le cancer de la téte et du cou et les
cancers du poumon, du rein regroupant au total presque 5400 patients. Malheureusement
les données trés récentes des essais de phase Il font état de I'échec de l'association

pembrolizumab/epacadostat dans le mélanome (Roy Baynes 2018)(Garber 2018).

4. Facteurs de réponse a 'immunothérapie

Alors que les ICI arrivent en dernier dans I'histoire de 'immunothérapie anti-tumorale,
ils bouleversent complétement la facon de comprendre et de traiter le cancer. Si aujourd’hui
limmunothérapie par IClI semble devenir le standard du traitement anticancéreux c’est
également parce que cette levée d’immunosuppression potentialise la vaccination, la
thérapie adoptive et plus indirectement 'immunothérapie passive. Pour le moment, les
résultats les plus spectaculaires obtenus avec ICI concernent le mélanome, le cancer du
poumon, du rein, de la vessie, le cancer “téte et cou”, de méme que la maladie de Hodgkin.
L’efficacité des ICI est beaucoup plus limité pour les cancers de la prostate, du sein et du
c6lon (sauf dans environ 5 % des cas) et du pancréas. De fagon intéressante méme pour les
types de cancers sensibles, 'immunothérapie ne fonctionne que pour 15 a 50 % des
patients. Il est donc important d’identifier les patients ne répondant pas a I'immunothérapie

pour comprendre les raisons de cette résistance.

= | ’importance de la charge mutationnelle :

De facon intéressante, lorsque I'on compare le taux de mutations somatiques (Figure
10) a [lefficacité des immunothérapies, on s‘apercoit que les tumeurs présentant
naturellement le plus de mutations somatiques sont plus susceptibles de répondre a

immunothérapie (Alexandrov et al. 2013a; Branca 2016). Cela peut s’expliquer en partie par
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le fait que ces tumeurs expriment plus de néo-antigénes susceptibles d’'induire une réponse
immunitaire.

Depuis 2017, la FDA a autorisé la prescription du nivolumab et du pembrolizumab
dans le traitement de tous types de cancers a instabilités micro satellitaires (MSI). Ces MSI
induisent un défaut de réparation et des mésappariements de I'ADN, conduisant a une
fréquence élevée d'insertions et / ou de délétions pouvant générer de nouvelles protéines ou
séquences peptidiques (les néoantigénes). Cette classe d'agents a ainsi été la premiére a
recevoir I'approbation de la FDA sur la base d'une caractéristique génétique par opposition
au site d'origine du cancer (Le, Uram, et al. 2015; Le, Durham, et al. 2017). Par ailleurs, il
semble que les cancers induits par I'environnement soient plus susceptibles de répondre a
l'immunothérapie. Ainsi dans le mélanome desmoplasique, un sous-type rare de mélanome
présentant une forte charge mutationnelle induite par la lumiére ultraviolette, les taux de
réponse sont maintenant de 50 a 90%. Des taux de réponse relativement élevés ont été
observés dans les cancers induits par les cancérogénes comme la cigarette, dans le
CBNPC, le cancer de la téte et du cou, gastrocesophagien, de la vessie et de l'urothélium,
avec des taux de réponse de l'ordre de 15 a 25% (Ribas & Wolchok 2018)(Campbell et al.
2017).

= Le phénotype immunitaire :

D’un point de vue immunologique on peut classer les tumeurs en trois grandes catégories
orientant I'efficacité de la réponse aux immunothérapie( Figure 11) :

0] Phénotype dit de «désert immunitaire » (immune _desert _phenotype) :

Ce phénotype est caractérisé par 'absence quasi-totale de LT soit dans le parenchyme soit
dans le stroma. Il n'y pas ou peu dinflammation. Les tumeurs ne sont peu ou pas
immunogenes (absence de présentation, de néoantigénes, de signaux de dangers, etc.) et
ne permettent pas la génération d’'une réponse immune. Ces tumeurs répondent rarement

aux traitements par anti-PD-L1 / PD-1.

(i) Phénotype dit « d’exclusion _immunitaire » (immune __excluded phenotype) :

Dans ce contexte il existe une réaction immunitaire au niveau du parenchyme mais il n’y pas
d’infiltration tumorale par les LT. La présence de barriéres physiques (stroma) ou chimiques
(chimiokines) neutralise la pénétration et l'infiltration des LT. Aprés I'utilisation d’anti-PD-L1 /
PD-1, les LT présentent des signes d'activation et de prolifération mais pas d'infiltration, et
les réponses cliniques sont peu fréquentes. La migration des LT & travers le stroma tumoral

est I'étape limitante du cycle cancer-immunité pour ce phénotype.

(iii) Phénotype dit « d’inflammation-immunitaire » (immuno _inflammed phenotype) : Ce

phénotype est caractérisé par la présence de LT CD4+, CD8+, de cellules myéloides et de
cellules monocytaires (MDSC, M1/M2). On retrouve conjointement la présence de cellules
tumorales et immunitaires. L’analyse de ces tumeurs révéle une forte expression des points

de controles immunitaires (PD-L1, CTLA-4) et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1,
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IL-6). Ce profil suggeére la présence d'une réponse immunitaire antitumorale sous-jacente
mais probablement inhibée par des mécanismes d’immunosuppressions. Les meilleures
réponses cliniques aux anti-PD-1/PD-L1 surviennent dans ce type de tumeurs.
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Figure 11 : Phénotypes immunitaires des tumeurs (Chen & Mellman 2017)

Dans ce manuscrit nous nous intéresserons plus particulierement a I’efficacité des
immunothérapies dans I'adénocarcinome du pancréas (ADKP ou PDAC). A ce jour,
I’ADKP est une maladie dévastatrice pour laquelle le taux d’incidence s’approche du
taux de mortalité. Ainsi, le taux de survie & 5 ans a progressé de 3 % a 7 % en 45 ans
(Siegel et al. 2016).
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Il Adénocarcinome du pancreéas

A. Le pancréas
1. Anatomie

Le pancréas est un organe situé en profondeur dans I'abdomen derriére I'estomac et
va du duodénum a la rate, traversant horizontalement la cavité abdominale. || mesure en
moyenne 15 a 20 cm de long, 3 cm de haut, et a un poids inférieur a 100 g. On distingue
quatre parties dans le pancréas : la téte, I'isthme, le corps et la queue. La téte du pancréas
se trouve a droite de I'abdomen dans la courbe du duodénum. L'isthme et le corps sont
irréguliers et allongés et vont en se rétrécissant vers la queue, qui forme une pointe effilée

de la partie gauche du pancréas prés de la rate.

2. Fonction

Le pancréas est une glande amphicrine (endocrine et exocrine) : endocrine par les
flots de Langerhans (synthése d'insuline et de glucagon essentiellement), exocrine par le

reste de la glande (synthése de suc pancréatique).

= Pancréas endocrine

Les cellules endocrines représentent 1 a 2 % du pancréas et secrétent les hormones
pancréatiques dans la circulation sanguine. Ces hormones sont utilisées notamment pour
réguler la glycémie dans le sang et dans les tissus, en particulier dans le foie et les muscles.
Ces cellules forment des amas de 200-300 pm appelé ilots de Langerhans. lls sont
composés de cellules a (30%), B (60 %), & (10 %) et F qui sécrétent respectivement le
glucagon, l'insuline, la somatostatine et le polypeptide pancréatique.

=  Pancréas exocrine

Ce sont les cellules exocrines du pancréas qui produisent et transportent le suc
pancréatique qui sera expulsé dans le systéme digestif. Ce suc est secrété dans le
duodénum et participe a la digestion des aliments. Le pancréas en produit entre 1 et 1,5 L
par jour et contient principalement des électrolytes et des enzymes protéolytiques
(trypsinogéne, pro-élastase, pro-carboxypeptidase A et B etc.), lipolytiques (lipase,
phospholipase etc.), amylolytique (alpha-amylase) et nucléasiques (désoxyribonucléase,
ribonucléase). Ce suc a deux fonctions principales, la neutralisation de I'acidité gastrique et
I'apport des enzymes majeures de la digestion. La bile produite par le foie entre dans la téte
du pancréas par la voie biliaire principale et se joint au canal pancréatique pour former
I'ampoule de Vater qui aboutit au duodénum. La bile et les sucs pancréatiques se retrouvent

ainsi dans l'intestin avec les aliments.
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B. L’adénocarcinome du pancréas
1. Epidémiologie

Le cancer du pancréas exocrine ou adénocarcinome canalaire pancréatique (ADKP
ou PDAC) représente 90 % des formes de ce cancer. Ainsi, tout au long de ce manuscrit
nous ne parlerons que de la forme majoritaire. A titre informatif, les 10 % restants sont
constitués par de nombreux types histologiques beaucoup plus rares comme les
ampullomes, les cystadénomes, les tumeurs endocrines, les tumeurs intracanalaires
(papillaires ou mucineuses) qui nécessitent des prises en charge spécifiques (HAS 2010;
Rebours 2009).

= Statistigues

Dans le monde, le cancer du pancréas est la huitieme cause de décés par cancer
chez les hommes (138 100 décés par an) et la neuvieme chez les femmes (127 900 décés
par an). L'incidence la plus élevée est signalée chez les Maoris en Nouvelle-Zélande, les
Hawaiens natifs et les populations afro-américaines, tandis que les personnes vivant en Inde
et au Nigéria ont l'incidence la plus faible. En France l'incidence estimée pour 2017 était de
14 200 cas avec un ratio hommes/femmes de 1,48. Le pic d’incidence se trouve entre 70 et
80 ans, et le risque de voir se développer un cancer du pancréas est faible jusqu’a 50 ans (5
% des cas). Son incidence a doublé en France ces dix derniéres années, il est maintenant le
3% cancer digestif aprés le cancer colorectal. On estime qu'il va devenir la 2°™ cause de

mortalité par cancer en France d’ici 2030 (Buscail & Bournet 2017; Malvezzi et al. 2018).

= Facteurs de risque

Plusieurs facteurs environnementaux et génétiques prédisposent au développement
du cancer du pancréas. La plupart des facteurs environnementaux sont considérés comme
modifiables et ce sont eux qui expliquent I'explosion de la fréquence de la tumeur. Parmi ces
facteurs on retrouve le tabagisme, la consommation excessive d’alcool, un régime riche en
graisse et en viande, un régime pauvre en légumes et folates et le diabéte de type 2. On
estime ainsi que 20 % des cancers du pancréas sont dus a la consommation (passive et
active) de tabac et 10 % a l'obésité. Une relation entre diabete de type 2 et ADKP a
clairement été démontrée mais il est difficile de distinguer si la survenue d’'une néoplasie
pancréatique est la cause ou bien la conséquence du diabete. Dans tous les cas la survenue
d'un déséquilibre brutal chez un diabétique de type 2 équilibré doit faire évoquer le
développement d’'un ADKP (Lévy 2018; Kleeff et al. 2016; Malka et al. 2002).

Les facteurs génétiques sont trés fréquemment retrouvés (Tableau 3). Ainsi 5 a 10 %
des personnes atteintes de cancer du pancréas ont un proche apparenté au premier degré
également atteint, on parle alors ADKP familiaux (CaPaFa). Le risque de développer un

cancer du pancréas est 9 fois supérieur a la moyenne générale lorsqu’un membre du
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premier degré est déja atteint. Ce risque est d’autant plus grand que le cancer est survenu
avant 50 ans.

Plusieurs mutations ont pu étre identifiées et associées a une augmentation du risque
de cancer du pancréas. La mutation de lI'oncogéne K-ras est présente dans 90 % des
cancers du pancréas et entraine une dérégulation de la prolifération cellulaire. Une mutation
germinale des génes suppresseurs de tumeurs, BRCA2, BRACA1 ou CDKN2A/p16 est
associée a un risque de cancer pancréatique de I'ordre de 5 a 17 % et ce d’autant plus qu’il y
a eu un cancer du pancréas dans la famille. D’autres altérations concernant les genes
PRSS, STK11/LKB1, CFTR, APC, TP 53 et les genes du systeme MMR (Mismatch Repair)
sont associées a une forte augmentation du risque de cancers. En général ces derniéres
mutations sont retrouvées dans d’autres pathologies et le développement d’un cancer du
pancréas est secondaire. Ainsi, les altérations de CFTR conduisent a la mucoviscidose, les
altérations du systtme MMR au syndrome de Lynch et les altérations de PRSS sont
responsables de pancréatites chroniques pour lesquelles le risque cumulé de
développement d’'un ADKP est de 40 a 50%.

2 apparentés au premier
Inconnu 5-7 5-12
degré atteint d’ADKP
80 - 85
2 3 apparentés au premier
Inconnu 32 40
degré atteint d’ADKP
BRCA1 2-4 3-4 1-5
Cancers héréditaires du BRCA2 2-10 4-5 5-20
sein et de I'ovaire PALB2
2-6 4-5 1-3
FANC-C/G
Pancréatite héréditaire PRSS1 50-80 40 - 55 1-4
Mélanomes multiples
o P16/CDKN2A 10 - 25 5-25 2-3
héréditaires (FAMMM)
100 -
Peutz-Jeghers LKB1/STK11 30-40 1-3
130
hMLH1
hMSH2
Lynch 4-8 3-5 1-3
hMSH6
PMS1/2

Tableau 3 : Risque de développer un ADKP en fonction de la prédisposition génétique
(d'aprés Lévy 2018)
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2. Oncogeneése et lésions précancéreuses

= Oncogenese
Le nombre moyen de mutations somatiques observées dans le cancer du pancréas

est relativement faible comparativement a d’autres cancers comme le cancer du sein ou le
cancer colorectal (Jones et al. 2008). Pourtant 'accumulation progressive de mutations dans
les génes Kras (90%), CDKN2A/pl16 (80%), TP53 (70%), SMAD4 (31%) désorganisent
rapidement la machinerie cellulaire et I'anatomie du tissu pancréatique. Plusieurs
classifications basées sur I'analyse du génome ou des transcrits ont été établiess pour tenter
de distinguer les différentes sous populations d’ADKP (Lévy 2018; Kleeff et al. 2016). En
2015 une équipe australienne a étudié le génome entier et les réarrangements
chromosomiques chez plus 100 patients atteints  ADKP (Waddell et al. 2015). Cette étude a
permis d’établir une classification des différents ADKP en fonction du sous type moléculaire
(Tableau 4).

<50 variations structurelles aneuploidie
Type 1: stable 20 % i _ _
=>» Défauts dans le cycle cellulaire/mitose.
Type 2 : localement o~ Evénement focal significatif sur un ou deux
0
réarrangé chromosomes.
_ ) Dégats chromosomiques non aléatoires
Type 3 : dispersé 35 % o
< 200 variations structurelles
_ > 200 variations structurelles
Type 4 : instable 15 % . . )
Défaut de réparation de ’'ADN

Tableau 4 : Classification moléculaire des ADKP (D’aprés (Waddell et al. 2015)

Plus récemment le TCGA (The Cancer Genoma Atlas) a publié en 2017 une analyse
« multi-omique » (génomique, transcriptomique et proteomique) de 150 ADKP (Raphael et
al. 2017). Cette étude a confirmé la fréquence importante de mutations dans les génes
KRAS, TP53, CDKN2A, SMAD4 mais aussi RNF43, ARID1A, TGFbR2, GNAS, et PBRML1. |l
a également été constaté que 60% des cancers étudiés qui ne portaient pas de mutation
KRAS avaient une mutation dans un géne codant un membre différent de la méme voie de
signalisation RAS-MAPK. Par ailleurs, cette étude a permis d’identifier une nouvelle
altération génomique qui favorise le cancer du pancréas, RREB1, qui code également un
membre de la voie RAS-MAPK. Ces mutations alterent directement les voies métaboliques
associées au processus de cancérisation. Les principales voies altérées par ces mutations
concernent les voies d’apoptose (CASP10, CAD, HIP1), de régulation de la phase de
transition G1/S (CDKN2A/B, TP53), Hedgehog, RAS (KRAS, MAP2K4), TGF-f (SMAD4),
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Whnt/Notch (RNF43, AXIN1/2, GATAG) et les voies de réparations de 'ADN (BRCA1/2,
TERT, PALB2). Progressivement ces altérations conduisent a la formation de Iésions pré-
cancéreuses puis au développement d’un adénocarcinome. Au final, la cellule cancéreuse
pancréatique est particulierement agressive et exprime un certain nombre de facteurs
d’invasion. On retrouve de fagon concomitante une surexpression des métalloprotéinases
(MMP-2, MMP-3 et MMP9) qui dégradent la matrice extracellulaire et une perte d’expression
de certains facteurs d’adhesion (E-cadhérine) facilitant ainsi la dégradation de la matrice

extracellulaire et 'augmentation de la mobilité cellulaire.

Au final, les altérations des génes Kras, CDKN2A/p16, P53, TERT induisent une
prolifération excessive et une résistance a I'apoptose des cellules tumorales. L’expression
concomitante des metalloprotéinases et la perte d’expression de I'E-cadhérine, de TIMP1
favorisent la migration et I'envahissement par les cellules tumorales. En paralléle la
surexpression du VEGF et de 'EGFR (60 % des cas) favorise l'angiogenése et

I'autosuffisance de cellules pancréatiques.

= Lésions précancéreuses

On distingue principalement 3 types de Iésions précurseurs du cancer pancréatique,
() les néoplasies intra-épithéliales pancréatiques (Panln, Pancreatic Intraepithelial
Neoplasias) (i) les tumeurs intracanalaires papillaires et mucineuses (TIPMP) et (iii) les
cystadénomes (séreux et mucineux)(Rebours 2009).

Les cystadénomes mucineux (CAM) sont des Iésions rares et surviennent surtout
chez la femme de 40-50 ans, principalement au niveau de la téte et de la queue du
pancréas. Le risque d’évolution des CAM vers un cancer invasif, est élevé (6 a 36%). Les

cystadénomes séreux eux présentent un risque de dégénérescence maligne quasi-nul.

Les TIPMP sont des Iésions de I'épithélium excréteur des canaux du pancréas. Elles
peuvent étre uniques, multiples, continues ou discontinues et sont plus souvent localisées
dans la téte. La transformation de I'épithélium normal par un épithélium néoplasique
mucosécrétant entraine le plus souvent une kystisation des canaux secondaires et la
dilatation du canal pancréatique principal. Elles sont de quatre types: intestinal,
biliopancréatique, gastrigue, oncocytaire. Le risque de dégénérescence est différent selon le
type de lésion, les TIPMP « intestinales » sont les plus fréquentes et sont associées a un
risque de transformation maligne d’environ 35%. Globalement le risque de transformation
maligne (dysplasie de haut grade ou carcinome invasif) est d’environ 15 %, cinq ans aprés le
premier symptéme (douleurs pancréatiques, pancréatite aigué, stéatorrhée) pour les TIPMP
ne touchant que les canaux secondaires et de I'ordre de 50-60 % au méme terme en cas

d’atteinte du canal pancréatique principal.

Les PanIN sont des Iésions papillaires microscopiques dont la physiopathologie est la

mieux décrite. Elles sont classées en trois grades, 1, 2 et 3, qui reflétent la progression du
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stade de Iésion bénigne a celui d’adénocarcinome invasif. Les PanIN sont ainsi souvent
trouvées, mais sans en étre spécifiques, au cancer du pancréas (82 %), et sont également
trouvées au cours de la pancréatite chronique (60 %) et dans le pancréas normal (16%). Les
PanIN 1 sont communes dans le pancréas normal ou elles sont considérées comme
bénignes. En revanche la présence de PanIN 3 est trouvée dans 40 % des ADPK, 4 % des
pancréatites chroniques et 0 % dans les pancréas normaux. Sur le plan histologique les
lésions de PanIN-1 correspondent a une hyperplasie plane (PanIN-1A) ou papillaire (PanIN-
1B) du revétement canalaire avec conservation de la polarité cellulaire. Les lésions de
PanIN-2 comportent une dysplasie de bas grade avec perte de la polarité cellulaire,
pseudostratification et empilement des noyaux. Les Iésions de PanIN-3 sont caractérisées
par une perte de polarité cellulaire, une architecture cribriforme et un bourgeonnement
intraluminal. Cette Iésion est considérée comme « indistinguable » et donc synonyme du
carcinome in situ (Monges & Fléjou 2010). Le développement de ces lésions est concomitant

avec les dérégulations moléculaires oncogénétiques Figure 13 (Feldmann et al. 2007).

Ainsi une méta-analyse des données publiées entre 1988 et 2003 a montré que les
mutations du géne KRAS sont détectées dans respectivement 36, 44 et 87% des lésions
PanIN-1, PanIN-2 et PanIN-3 (L6hr et al. 2005). Il est de méme pour la perte CDKN2A/pl16
qui est aussi observée avec une incidence de 30 % dans les PanIN-1A et PanIN-1B, 55 %
dans les PanIN-2 et plus de 70 % dans les PanIN-3. Sur le plan chronologique, la
progression jusqu’au stade PanIN-3 s’étale sur 10 a 15 ans et TADKP évolue en moyenne
pendant 7 ans. On estime que le déces survient généralement 3 ans apres les premiéres
métastases. Le processus de carcinogénése pancréatique est donc long puisque depuis du

stade PanIN-1 au décés il s’écoule en moyenne entre 20 et 25 ans (Fokas et al. 2015).
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Figure 12 : Séquence des altérations génétiques au cours de I'évolution des PanINs
(D’aprés Hingorani et al. 2003)



3. Diagnostic

L’ADKP est une maladie silencieuse, les signes cliniques sont le plus souvent non-
spécifiques et le diagnostic aux stades initiaux est trés difficile. Plus tard, lorsque la
maladie a évolué, plusieurs symptdémes apparaissent et motivent la premiére consultation.
On retrouve le plus fréequemment des douleurs abdominales (80 %), des vomissements,
une jaunisse ou ictére sans fiévre, une phlébite (25 %) et une perte de poids rapide et
importante. L'examen clinique, et le bilan biologique associé a l'imagerie permettent
d’'orienter le diagnostic. L'examen de référence pour confirmer le diagnostic du cancer du

pancréas reste I'analyse histologique du tissu aprés biopsie.

4. Traitement
= Chirurgie

La chirurgie est le seul traitement curatif du cancer du pancréas. Elle est envisagée
aprés évaluation de la respectabilité de la tumeur et en tenant compte des éventuelles
comorbidités. Du point de vue chirurgicale on distingue trois groupes : les tumeurs
résécables, « borderlines » et non résécables. Les principaux critéeres de non-resecabilité
sont la découverte d’'un envahissement ganglionnaire, d’'un envahissement vasculaire et la
découverte de métastases et/ou d’une carcinose péritonéale. Les patients dont les tumeurs
sont a la limite de la résécabilité sont le plus souvent réévalués apres une chimiothérapie
et/ou radiothérapie. En raison de la faible expression clinique, 'ADKP et souvent
diagnostiqué a un stade avancé et lintervention n’est réalisée que chez 20 a 30 % des
malades. Elle concerne essentiellement, les tumeurs de petites tailles confinée au pancréas
(moins de 2 a 2,5 cm de diametre), sans métastase et n’envahissant pas les vaisseaux et
arteres. Le taux de survie a 5 ans apres la chirurgie est de 15 a 20 %. Une chimiothérapie
adjuvante pendant 3 mois peut étre proposée, celle-ci permet de retarder les récidives,
d'augmenter significativement la survie globale (17 mois vs 23mois). Différents protocoles
existent : 6 cycles de 5-fluorouracile (antimétabolites) et d'acide folinique ; gemcitabine seule

et plus récemment I'association capécitabine + gemcitabine (Buscail & Bournet 2017).

= Radiothérapie
La dose habituelle est de 50 Gy en situation adjuvante et d’environ 55 Gy en situation

localement évoluée. Un fractionnement de 1,8 a 2 Gy par séance, a raison de cing séances
par semaine, est recommandé. Du fait de la localisation profonde, le radiothérapeute ne peut
pas toujours utiliser les fortes doses au risque de Iéser les tissus adjacents. La radiothérapie
est également utilisée en néo-adjuvant avant la chirurgie pour faciliter I'acte chirurgical et
détruire toutes les cellules cancéreuses disséminées localement. En palliatif la
radiothérapie permet de diminuer les signes de jaunisse, calmer les douleurs causées par le

cancer ou par des métastases osseuses.

57


http://www.arcagy.org/infocancer/traitement-du-cancer/traitements-systemiques/chimiotherapie/les-medicaments/les-antimetabolites/les-antipyrimidiques.html

= Chimiothérapie

La chimiothérapie est proposée lorsque la chirurgie n’est pas possible. Statiquement
plus de 60 % des malades sont diagnostiqués au stade métastatique, 25 % a un stade
localement avancée sans métastase et 15 % a un stade résécable chirurgicalement
d’emblée ou aprés radio-chimiothérapie néoadjuvant. Le protocole de chimiothérapie en
premiéere intention dans le cancer du pancréas avancé est le protocole FOLFIRINOX ou
I'association gemcitabine + nab-paclitaxel. On propose le protocole FOLFIRINOX chez les
patients en bon état général et ayant des fonctions hépatiques normales. Ce protocole
comprend : oxaliplatine (agent alkylant) 85 mg/m? ; irinotecan (Inhibiteurs de topoisomérase)
180 mg/mz ; acide folinique 400 mg/mz2 ; 5-fluorouracile (antimétabolites) bolus 400 mg/mz ;
5-fluorouracile en perfusion continue 2400 mg/m2 & J1 puis J14. Le protocole FOLFIRINOX
offre le meilleur taux de survie (11mois) mais induit de hombreux effets secondaires lourds
(diarrhée, mucite, syndrome main-pied, syndrome cholinergique...). L’association
gemcitabine + nab-paclitaxel est une nouvelle association validée en premiere ligne et en
seconde ligne métastatique avec une médiane de survie globale de 8 mois. Elle présente
une meilleure tolérance que le protocole FOLFIRINOX mais ne dispose pas d’un
remboursement a I'heure actuelle ce qui limite son utilisation. La Gemcitabine (GEMZAR ™)
en monothérapie est utilisé dans les formes avancées pour les patients avec une
dégradation de I'état général, en rechute (Buscail & Bournet 2017; Hammel 2017; Arslan &
Yalcin 2014).

En conclusion, lincidence a doublé en 10 ans et aucune innovation
thérapeutique n’a amélioré significativement le pronostique de cette maladie. En
raison de la physiopathologie de cette maladie, ’ADKP est une cible de choix pour

I'utilisation et le développement des stratégies d’immunothérapie.
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IMMUNOTHERAPIE DANS LE CANCER DU PANCREAS
l. Mécanismes d’échappement immunitaire dans I’adénocarcinome du
pancreas

Le microenvironnement (microenvironnement tumoral : TME) de 'ADKP est considéré
comme l'un des plus immunosuppressif. Le TME est riche en leucocytes
immunosuppresseurs, comprenant des interactions complexes entre les LT, LB, les CPA, les
cellules tumorales pancréatiques, les cellules myéloides et les éléments du stroma. A
I'examen immunohistologique il est mis en évidence a la fois des caractéristiques propres au

phénotype « d’'inflammation-immunitaire » et « d'immuno-exclusion ».

On retrouve (i) une forte expression des points de contréles immunitaires (PD-L1,
CTLA-4), de cytokines et d’enzymes immunosuppressives (lI-10, arginase, IDO) (ii) une
présence excessive de leucocytes immunosuppresseurs et (iii) un programme inflammatoire
déterminé par l'oncogéne Kras. En parallele on retrouve également un phénotype
immunitaires « d’exclusion » avec (i) une faible quantité intra tumorale de lymphocytes
TCD8+ cytotoxiques (ii), la présence des cellules TCD3+ préférentiellement a la marge
tumorale et (iii) le développement d’'un stroma dense (40 a 80 % de la tumeur) imperméable

aux LT cytotoxiques.

L’infiltrat est dominé par un pool de lymphocytes immunosuppresseurs (lymphocytes
T gamma delta (y®), Treg, et Breg) et un pool cellules myéloides immunosuppressives
(MDSC et M2) (Figure 13)(Pergamo & Miller 2017; Yoshikawa et al. 2012; Habtezion 2016;
Buscalil et al. 2015; Kunk et al. 2016). Ces cellules sont enchassées dans une matrice riche
en collagéne comprenant une forte proportion de fibroblastes, de cellules étoilées et de
cellules tumorales sécrétant de nombreux facteurs immunosuppressifs (TGF-$, IL-10, IDO).
On décrit couramment la prévalence des Treg et Breg dans les lésions pré-néoplasiques,
leur présence est systématiquement associée a un mauvais pronostic. Leur prévalence est
d’autant plus importante que les Iésions sont avancées, suggérant un réle direct de ces
lymphocytes dans I'état d’avancement des néoplasies. Plus récemment, les T yd
représentant jusqu’a 40 % des TILs dans 'ADKP ont été associés a un mauvais pronostic
(Mondrag6n et al. 2016). Cette sous-population lymphocytaire non-restreinte par le CMH se
rapproche de par son fonctionnement aux acteurs de l'immunité innée. Il a été montré,
récemment, leur réle majeur dans l'inhibition de la réponse Th1 et la promotion de la réponse
Th2 dans I'ADKP. Dans différents modéles murins leur inhibition a été associée a une
restauration de la réponse immune anti-tumorale. Par ailleurs, le TME est riche en
chimiokines (CCL2), en cytokines (IL-4, IL-13, TGFpB, IL-10), en facteurs de croissances
(GM-CSF), en facteurs induits par I'hypoxie (HIF-1) qui favorisent le recrutement et la
maturation des monocytes circulants en MDSC et/ou en M2 (Sanford et al. 2013; Schwartz
et al. 2010; Fokas et al. 2015).
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Figure 13 : Représentation schématique de la réponse immunitaire dans I'ADK (lii et al.
2017). A, Les lymphocytes T yd bloquent la prolifération des cellules T effectrices et stimulent la
croissance des cellules tumorales. B, C, E, Les MDSC et les M2 sont mobilisés dans le TME par
différentes chimiokines et facteurs de croissances (GM-CSF, CCL2, HIF-1). D, Les fibroblastes
tumoraux recrutent les Breg sécréteur IL-35 via la production de la chimiokine. CXCL13. F, Les
éléments stromaux forment une barriere physique et chimique a linfiltration immunitaire et aux
agents thérapeutiques. G, L’enzyme IDO est produite par les cellules dendritiques (DC) et tumorales
et provoque l'anergie des lymphocytes T et des NK mais favorise la prolifération et I'activité des
LTreg et des MDSC. H, Plus récemment il a été montré que Fusobacterium trouvé dans le
microenvironnement de 'ADKP stimule la progression de 'ADK en inhibant la réponse immune via la
stimulation du récepteur inhibiteur TIGIT.

Ces derniers secrétent de puissantes cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-(),
et des enzymes (arginase, iINOS) qui dégradent 'arginine, un aa essentiel au fonctionnement
des LT. Les M2 et les MDSC neutralisent les fonctions effectrices des lymphocytes T CD4+
et TCD8+ (réponse Thl) et polarisent vers une réponse immune anti-inflammatoire
tolérogéne de type Th2, et régulatrice. De fagon intéressante il a été montré que le
programme inflammatoire déterminé par l'oncogéne Kras favorisait entre autre le
recrutement des MDSC dans le TME via la production de GM-CSF par les cellules stromales
(Pylayeva-Gupta et al. 2012; Gargett et al. 2016). Par ailleurs les MDSC et les M2 sont
directement impligués dans la prolifération et linvasion des cellules tumorales via la
sécrétion de VEGF et des métalloprotéinases, MMP-7 et MMP-9 (Pollard 2004; Sica &
Bronte 2007; Tartour 2012). Aprés résection de tumeurs une forte expression de PD-L1,
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CTLA-4, TIM-3 et LAG-3 a été retrouvée dans les tissus. L'expression de ces marqueurs a
été systématiquement corrélée négativement avec la survie des patients apres résection
chirurgicale. Par ailleurs, il a été montré que la prolifération incontrélée des cellules
tumorales sous la dépendance de 'oncogéne KRAS conduit & une consommation massive
de glucose et de glutamine et entraine 'accumulation excessive de lactate dans le TME. Ce
lactate favorise 'émergence des populations immunosuppressives en atténuant l'activation
des DC et en stimulant la polarisation de M1 en M2 (Pavlova & Thompson 2016). Ce
puissant environnement immunosuppressif neutralise la réponse immune et progressivement
le pourcentage de TCD8+ diminue au cours de la transformation maligne. Au final, la
présence d’'un infiltrat immunosuppressif et d’'un stroma dense limitant la migration des
cellules immunitaires et la reconnaissance antigénes tumoraux permet aux cellules

cancéreuses d’échapper a la réponse immune.

Il. Immunothérapie et cancer du pancréas

A. Inhibiteurs de point de contréle immunitaire
Les premiers essais cliniqgues dans I'ADKP ciblant la voie PD-1/PD-L1 et CTLA-4 ont
été globalement décevants. En 2010, I'lpilimumab a été évalué seul chez 27 patients atteints
d'ADKP non résécables et métastatiques avec un seul un patient répondeur sur 27. De
méme malgré la surexpression de PD-L1 et PD-L2, l'utilisation d'un anticorps anti-PD-L1 a
été décevante avec 0 réponse sur 14 patients. Ces résultats ont depuis été reconfirmés dans

les essais de phase Il.

L’échec des anti-PD-1 et dans anti-CTLA-4 dans I'ADKP est multifactoriel. On peut
I'expliquer par la faible prévalence de LT PD-1+ infiltrant la tumeur (Stromnes et al. 2017) et
par la faible proportion de néoépitopes (Balli et al. 2017; Alexandrov et al. 2013) qui sont des
facteurs potentiels de réponse a 'immunothérapie. Plus récemment, en 2017, une étude de
phase Il évaluant le pembrolizumab dans tous types de cancer MSI a enrdlé 7 patients
atteins d'ADKP MSI et les taux de réponse objective et de stabilité de la maladie ont été de
62% et 75%(Hu et al. 2018; Lupinacci et al. 2018; Humphris et al. 2017; Le, Durham, et al.
2017). Hormis les patients MSI (1-2% des ADKP)(Lupinacci et al. 2018), il semble que les
monothérapies par anti-PD-1/PD-L1 ou anti CTLA-4 ne soit pas suffisante pour améliorer le
taux de survie (Tableau 6). Les modéles précliniques ont montré que la vaccination est
capable d'améliorer linfiltration de la tumeur par les LT et ainsi de sensibiliser aux ICI. De
facon intéressante, il a été observé qu’une petite proportion de patient présente a la fois une
infiltration en LT et une forte proportion de néoépitopes, tout en étant résistant aux
traitements. L'absence totale d'efficacité des ICI chez ces patients, suggére que d’autres
voies d’inhibition que l'axe PD-1-PD-L1 sont impliquées et devrait faire I'objet d'essais

cliniques trés prochainement.

Plus récemment une autre immunothérapie ciblant le CD40 a suscité de l'intérét. En

effet le CD 40, un récepteur de la famille du TNF, est associé a un mauvais pronostic dans
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'’ADKP. Ce cluster est fortement exprimé a la surface des lymphocytes B et T, des DC, des
macrophages et des cellules tumorales pancréatiques. Il a été montré que I'utilisation d’'un
anticorps ciblant le CD40 permettait d’'une part la reprogrammation des macrophages
infiltrant vers un phénotype M1 et d’autre part le recrutement des TCD8+ cytotoxiques via les
DC. La capacité de cette stratégie a induire une mémoire immunitaire et donc une réponse
sur le long terme n’est aujourd’hui pas clairement établie (Byrne & Vonderheide 2016;
Luheshi et al. 2016). L’utilisation clinique d’un anticorps ciblant le CD40 en association avec
le traitement standard (Gemcitabine) a conduit & une augmentation moyenne de la survie
globale de 1,5 mois chez 21 patients (Beatty et al. 2013). Plusieurs essais cliniques évaluent
actuellement [l'utilisation d’'un anti-CD40 en combinaison avec la chimiothérapie et un anti-
PD-1 (NCT02588443, NCT03214250). Les résultats devraient permettre de conclure sur

I'efficacité de cette nouvelle stratégie d'immunothérapie ;

D’autres essais ciblant les M2 ou les MDSC ont montré des résultats intéressant en
phase I. Ainsi un inhibiteur CCR2 (PF-04136309) en combinaison avec le FOLFIRINOX a
montré un bénéfice clinique chez 50% des patients dans les essais de phase | (Nywening et
al. 2016) et les essais de Phase Il ( NCT02732983) sont en cours. Les inhibiteurs de CSF-
1R ont montré des résultats précliniques trés prometteurs et sont en cours d’investigations
avec des anti-CD40 ou des inhibiteurs de CXCR2 (Zhu et al. 2014; Verona et al. 2017;
Steele et al. 2016; Kumar et al. 2017). Enfin, dans une autre étude, l'indoximod (inhibiteurs
d’'iDO) a été associé aux traitements standard (gemcitabine / nab-paclitaxel) chez 30 patients
atteints d’ADKP avec un taux de réponse objective de 37% et 1 patients avec une réponse
compléete (Nathan et al. 2016).

Les résultats des premiers essais cliniques montrent que les monothérapies ont
échoué a restaurer la réponse immunitaire dans PPADKP. De nombreux essais
cliniques en cours évaluent différentes stratégies combinatoires et semblent
prometteuses. Des résultats intéressants ont déja été obtenues lors de combinaison

de ces immunothérapies avec des vaccins thérapeutiques.
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B. Vaccination thérapeutique

La principale stratégie consiste en I'administration d’antigenes surexprimés dans

FADKP (  Tableau 5) associé ou non a des protéines immuno-stimulatrices (toxine

diphtérique ou vecteurs poxviraux). L’autre stratégie consiste en l'injection directe de cellules

tumorales irradiée.

Antigenes

Mésothéline

Antigéne carcino-

embryonnaire (CEA)

HER2

MUC1

Télomerase

Kras

Expression

La mésothéline est un antigéne de surface trés peu exprimé dans
l'organisme. En revanche on la retrouve tres fortement exprimé dans le
cancer du pancréas (80 %) mais aussi le mésothéliome, le cancer de I'ovaire
et du poumons

L'antigene carcino-embryonnaire est une glycoprotéine peu ou pas exprimé
dans l'organisme. Il est utilisé comme un marqueur non spécifique du suivi
des adénocarcinomes dont le pancréas (75%) mais aussi le cancer du sein,
de l'ovaire de I'utérus et de la thyroide.

Le récepteur HER2 fait partie de la famille des récepteurs EGFR (Epithelial
Growth Factor Receptor) Il est situé a la surface de la cellule cancéreuse.

Certaines études l'ont trouvé sur 20-60% des ADKP.

MUC1 est notamment présente dans le mucus et les sécretions. Cette
mucine est surexprimée dans environ 90% des cancers pancréatiques (mais
aussi seins, ovaire, prostate, célon) et présente des profils de glycosylations
différents dans les pathologies cancéreuses

La télomérase est une ribonucléoprotéine qui induit la synthése de I'ADN
télomérique, permettant ainsi de maintenir la longueur des télomeéres et la
stabilité des chromosomes La sous-unité catalytique de la télomérase
appelée transcriptase inverse de la télomérase (hTERT, human telomerase
reverse transcriptase) est surexprimée dans plus de 90 % des cancers
humains dont le cancer du pancréas

Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases et son codées par
le géne KRAS. Elles jouent un rdéle important dans la transmission, vers le
noyau, de signaux extracellulaires provenant de récepteurs membranaires et
notamment de 'EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor).Le géne KRAS
est muté dans 90-95 % des cas dans 'ADKP.

Tableau 5 : Liste des principaux antigénes surexprimés dans I'ADKP (D’aprés A. Quilbe)

Un vaccin peptidique ciblant les cellules exprimant une protéine Ras mutée a été

évalué dans les études de phase I/ll en adjuvant aprés résection. De bon résultats ont été

obtenus avec des taux de stabilité de 25,6 mois apres résection et 10,2 mois pour les 11

patients sur 34 non résécables. Dans une autre étude des résultats similaires ont été

obtenus avec une médiane de survie de 28 mois pour 17 patients sur 20 traités et des taux

de survie de 20 % ont été observés a 10 ans versus 0 % dans le groupe placébo. D’autres
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protocoles de vaccination utilisant des peptides, associés ou non, ont conduit & des
réponses immunologiques (présence d’anticorps spécifiques) mais sans apporter de
bénéfices cliniques. C’est le cas des vaccinations contre I'antigéne MUC-1, le CEA, la

gastrine, le survivin et HSP90 ;

Le TeloVac (hTERT) un vaccin anti-télomérase composé d’un seul peptide dérivé des
télomérases a échoué a montrer un bénéfice dans un grand essai de phase Il malgré des
résultats intéressants en phase I/l (Middleton et al. 2014). Une nouvelle approche est en
cours d’évaluation dans une étude de phase | (NCT02960594). Celle consiste en une
électroporation de I'ADN pour augmenter lI'immunogénicité de hTERT et l'utilisation de I'lL-12

pour faciliter la réponse des cellules T.

Le GVAX est un vaccin constitué de cellules de deux lignées pancréatiques irradiées
génétiguement modifiées pour secréter le GM-CSF. Ce vaccin permet de stimuler et
d’'activer les cellules dendritiques et les lymphocytes T. Bien qu'il soit bien toléré la réponse
au GVAX seul semble modeste mais I'association avec d’autres vaccins ou immunothérapies
a permis d’améliorer les taux de survie (Le, Ko, et al. 2017). Les récents essais cliniques ont
tenté des approches combinatoires avec le CRS-207, un vaccin vivant atténué de Listera
monocytogenes exprimant la mésothéline humaine qui est surexprimée dans 'ADKP. La
médiane de survie globale est passée de 3,9 mois pour le GVAX seul contre 6,1 mois pour
I'association GVAX/CRS-207 et 9,7 mois pour I'association GVAX/Ipilimumab (Le, Ko, et al.
2017; Le, Wang-Gillam, et al. 2015).

L’Algenpantucel L est un vaccin composé de cellules humaines entiéres transfectées
pour exprimer I'a-galactosyl a leur surface, une protéine généralement surexprimée par les
cellules pancréatiques tumorales. Malgré des résultats prometteurs en phase I, les essais
de phase Ill n'ont pas confirmé ces résultats (NCT01072981)(Hardacre et al. 2013).

Il a été montré que la vaccination thérapeutique est plus efficace en situation
adjuvante. En effet la diminution du volume tumorale et de I'immunosuppression facilite
l'instauration d’'une réponse immune efficace (Weden et al. 2011; Abou-Alfa et al. 2011;
Toubaji et al. 2008). Il a été montré que la vaccination permet de générer une réponse
immunitaire en stimulant les LT (présence d’amas lymphocytaire apres vaccination). L’échec
de la vaccination peut étre attribué a l'immunosuppression locale. Beaucoup d’essais
cliniques évaluent actuellement des stratégies combinatoires de vaccination associées a un
ou plusieurs ICl. Ces stratégies combinatoires ciblent plusieurs acteurs de
'immunosuppression comme les Treg, les M2 ou les MDSC, tout en maintenant I'utilisation
des anti-PD-1 (Ma et al. 2016)(Thind et al. 2017).

C. Lescellules CART
Plusieurs CAR T ont été développé pour cibler le CEA, HER2, la mésothéline, et

MUC-1. Cette approche a montré de trés bon résultats dans les modeles précliniques et les
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essais de phase | sont en cours (Chmielewski et al. 2012; Posey et al. 2016; Maliar et al.
2012; DeSelm et al. 2017). Le risque d’auto-immunité est tres élevé puisque l'on peut
retrouver ces antigénes ailleurs dans I'organisme. Ainsi, un patient est décédé a la suite
d’injection de CAR T ciblant HER2 (Morgan et al. 2010). En revanche, il semblerait que les
CAR T ciblant la mésothéline soient bien tolérés (Beatty et al. 2014; Beatty et al. 2018). Par
ailleurs, il est clairement montré que le TME, « épuise » les CAR T d’ou le rationnel a
associer les CAR T avec les ICI. Des efforts d’ingénieries trés importants sont en cours pour

développer des CAR T plus efficaces et moins toxiques.

Contrairement a la Chine ou aux Etats Unis, la France n’est pas a ce jour pionniére
dans l'utilisation des CAR T, notamment en raison du statut « transgénique » de ces cellules
(June et al. 2018) et l'arrivé de ces traitements en France pour 'ADKP devrait prendre du

temps.

Therapy Phasel = Phasell | Phaselll | Approved? Comments
Immune checkpoint blockade No responses outside dMMR
M dMMR : .
PD-1/PD-11 | . patients; combinations under
x patients only . L
CTLA-4 1 investigation
Therapeutic vaccines
GVAX | Large RCTs negative; may
Algenpantucel-L | No benefit from checkpoint
hTERT peptide | blockade
hTERT DNA
Engineered T cells No Signs of immunogenicity;
CAR-T [ need to optimize antigens
Agonistic immunotherapy No Promising preclinical data;
CD40 B phase Ib/Il under way
Myeloid immunothera
v CCR2 Py , Promising combinations,
CSE-1R No especially with checkpoint
A blockade
CXCR2 '
Stromal modulation
Hyaluronidase _ No Most clinically advanced;
FAK ' new targets emerging
VDR
Prevention vaccines I No Proof of concept in colon
------ ' cancer; PDA on the horizon

Figure 14 : Statut clinique des immunothérapies dans le cancer du pancréas (Morrison et
al. 2018). Chaque ligne représente une seule classe d'immunothérapie. L'extrémité droite de chaque
ligne indique le dernier essai clinique que la classe de composés a atteint. Les fleches vertes
remplies indiquent les essais en cours. Les lignes rouges indiquent les essais négatifs. Fléche verte
cassée indique des essais réussis dans d'autres tumeurs malignes. dAMMR, mésappariement d'ADN
ADKP a instabilités micro satellitaires; RCTs, essais controlés randomisés; PDA,
adénocarcinome canalaire pancréatique.
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En conclusion, les immunothérapies ont ouvert de nouvelles opportunités dans
le traitement de ’ADKP. Cependant, les résultats obtenus avec ces stratégies ont été
décevants, avec I'échec des monothérapies ciblant les checkpoints immunitaires
(anti-CTLAA4 et anti-PD-1/PD-L1) Les essais cliniques actuellement conduits devraient
cependant permettre de définir des stratégies combinatoires efficaces. Trés
récemment et de fagon intéressante nous avons assisté a un changement
spectaculaire concernant le rble probable, ou démontré, de la Gal-9 dans
I’échappement a la surveillance immunitaire pour toute une série d’affections
malignes, et notamment dans 'ADKP (Daley et al. 2017a; Daley et al. 2016)(Sideras et
al. 2017).
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Pas de
bénéfice
mOS de
4.3 mois
(p<0.01)
Pas de
bénéfice
Pas de
bénéfice
Pas de
bénéfice
Pas de
bénéfice
mOS de
9 mois

mOS 9.8 mois

Os de 30 % a
4 ans
Pas de

bénéfice
OS de 24,8
mois
Pas de
bénéfice du
cetuximab
Pas de
bénéfice
10S GVAX+
CRS-207 de
1mois VS
chimiothérapie

86 % 0OS a12

Pas de
bénéfice
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Transfert
adoptif

Inhibiteur de
point de
contrble

immunitaire

Mesothelin

MUC1

CD40

CTLA-4

CTLA-4

PD-L1

20

21

30

27

14

Seul

Seul

Gemcitabine

GVAX

Seul

Seul

Métastatique

Non
résécable

Non
résécable
Métastatique

Non
résécable
métastatique

Non
résécable
Métastatique

Métastatique

Pas de
bénéfice
mOS
9.8 mois,
20 %1 ans OS
tmOS de
1.7 mois vs
gemcitabine
seul, OS 8,4
mois
120 % de I'OS
a1l ans par
rapport au
GVAX seul

Pas de
bénéfice.
Pas de
bénéfice

(Beatty et
al. 2014)

eatty et al.
2014)

(Beatty et
al. 2011)

(Le et al.
2013)

(Royal et
al. 2010a)

(Brahmer et
al. 2012a)

Tableau 6 : Liste des principaux essais cliniques d'immunothérapies dans I'ADKP dont les
résultats ont été publiés (Adapté de Kunk et al. 2016; Thind et al. 2017; Ma et al. 2016)
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II. La galectine-9 : Nouveau point de contréle immunitaire

La Gal-9 appartient & la famille des galectines dites divalentes. Elle posséde de
multiples fonctions biologiques telles que la chimio-attraction, l'agrégation cellulaire et
I'apoptose (Rabinovich & Toscano 2009) (Alam et al. 2011)(Rabinovich & Toscano 2009;
Rabinovich & Toscano 2009) . Elle est constituée de deux domaines de reconnaissance des
hydrates de carbone (CRD), reliés par un peptide de liaison. On la retrouve sur la membrane
cellulaire, dans le cytoplasme et le noyau (Hirashima et al. 2004). Il existe trois génes qui
codent la Gal-9 : LGALS9, LGALS9B et LGALS9C et chacun de ces génes peut produire
différents variants par épissage alternatif (Chabot et al. 2002). A ce jour, on décrit
principalement trois variants mais au total cing variants ont été caractérisés. Les trois
principaux ont des différences au niveau de la région peptidique qui relie les deux CRD et les
deux autres possédent un CRD tronqué dans la région C-terminal (Spitzenberger, Graessler
et Schroeder, 2001; Chabot et al., 2002; Heusschen et al., 2013).

Le réle préventif de la Gal-9 dans la dissémination des métastases et son effet pro-
apoptotique sur les cellules cancéreuses, ont suggéré un effet bénéfique de la Gal-9 dans le
cancer. La Gal-9 a par exemple été associée a un bon pronostic dans le cancer gastrique,
mammaire, broncho-pulmonaire non a petites cellules (CBNPC) et le myélome (Jiang et al.
2013; Irie et al. 2005; Schulkens et al. 2014a; Kobayashi et al. 2010). En revanche elle
semble associée a un mauvais pronostic dans le carcinome du nasopharynx (CNP), du rein,
dans le glioblastome et plus récemment dans 'adénocarcinome du pancréas (Lowther et al.
2016; Klibi et al. 2009; Fu et al. 2015). Trés recemment, il a été montré qu’'une
immunothérapie anti-Gal-9 ciblant les Treg, parvenait a limiter de maniére significative la
croissance tumorale dans un modéle murin humanisé de CNP (Brevet W02015185875)

(article en soumission, Mustapha et al. 2018).

La Gal-9 est le principal ligand pour Tim-3, une protéine transmembranaire de type 1
appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Initialement identifiée sur les cellules
Thi, la liaison Gal-9/Tim3, induit 'apoptose des Th1 effecteurs et T CD8+ via la voie Ca++-
calpaine -caspase 1 agissant ainsi comme une voie de régulation négative des lymphocytes
T activés (Zhu et al. 2005). Outre Tim-3, CD44 est une des autres molécules de surface
cellulaire interagissant avec la Gal-9 (Bollyky et al. 2009; Bourguignon et al. 2002; Liu et al.
2009; Tanikawa et al. 2010). L’équipe du Dr Kuchroo a montré que la liaison de la Gal-9 au
CD44 amplifie I'activité tyrosine kinase du récepteur au TGF-[3, renforcant ainsi I'expression
et la stabilité de Foxp3+ et de la Gal-9 dans les iTreg (Wu et al. 2014). Ainsi, la Gal-9 régule
I'équilibre réciproque des cellules Teff et Treg en induisant non seulement la mort ou
I'épuisement des lymphocytes Teff (Thl) mais aussi la promotion de la génération de

cellules Treg Foxp3+ et constitue donc un nouveau point de contrdle immunitaire.
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PROPOSITION D'UNE NOUVELLE
STRATEGIE D'IMMUNOTHERAPIE DANS
LE CANCER DU PANCREAS

70



RESUME

Au cours de ces derniéres années, nous et d’autres équipes avons montré, dans
divers cancers, qu’une augmentation de la prévalence des lymphocytes T régulateurs (Treg),
favorisait la progression de la tumeur, en inhibant notamment la réponse immune anti-
tumorale. En ce sens, le laboratoire a développé une nouvelle stratégie d'immunothérapie
active visant a inhiber spécifiguement l'activité suppressive des lymphocytes T régulateurs
naturels humains (CD4+ CD25high FoxP3+ CD127-/Low). Celle-ci consiste en ['utilisation
d’'un anticorps monoclonal (Brevet W0O2015185875) ciblant la Galectine-9 (Gal-9) produite
par les Treg. Le laboratoire a, ainsi, montré pour la premiére fois qu’une immunothérapie
anti-Gal-9, parvenait a limiter de maniére significative la croissance tumorale dans un
modele murin humanisé de carcinome du nasopharynx. Par ailleurs, une augmentation de la
prévalence des Treg a également été décrite dans le cancer du pancréas et plus récemment,
il a été montré dans un modéle murin de cancer pancréatique une augmentation significative
de la Gal-9 intra-tumorale. C’est pourquoi, nous avons eu pour objectif d’évaluer la possibilité
d’utiliser notre immunothérapie anti-Gal-9 dans le cancer pancréatique.

Dans un premier temps, nous avons montré par immunohistochimie une
augmentation importante de I'expression de la Gal-9 sur des coupes de pancréas issues
d'un modeéle murin transgénique de cancer pancréatique (KrasG12D). Nous avons
également montré que cette augmentation de la Gal-9 était proportionnelle a ['état
d’avancement des lésions précancéreuses. Et, avant d’envisager ['utilisation de notre
immunothérapie anti-Gal-9 dans ce modele murin transgénique, nous avons montré (i) que
les Treg murins exprimaient bien la Gal-9 (cytométrie de flux, Immunofluorescence et
western-blot); (ii) que l'anticorps monoclonal breveté pour cibler et neutraliser la Gal-9
humaine pouvait aussi cibler et inhiber 'immunosuppression induite par la Gal-9 murine
recombinante (tests de prolifération) et enfin (iii) que I'anticorps anti-Gal-9 pouvait cibler et
neutraliser I'activité suppressive des Treg murins (tests de suppression : MLR). Par ailleurs,
afin d’anticiper I'utilisation de cette immunothérapie chez 'homme, nous avons pu valider
dans 4 lignées différentes de cancers pancréatigues humaines (Capan-1, Capan-2,
MIAPaCa-2, PANC-1), l'expression génique (RT-QPCR) et protéique de la Gal-9
(Immunofluorescence, Western-blot et cytométrie). Et enfin, nous avons également montré
gue ces lignées étaient capables de sécréter la Gal-9 (ELISA).

En conclusion, nos résultats, bien que préliminaires, suggérent que I'anticorps anti-
Gal-9 humain pourrait étre utilisé dans le modele murin transgénique de cancer
pancréatique, en ciblant spécifiqguement la Gal-9 tumorale endogene et la Gal-9 exogéne
produite par les Treg. Ainsi, ce modéle devrait nous permettre de valider in vivo I'efficacité
d’'une immunothérapie anti-Gal-9. Par ailleurs, les résultats préliminaires obtenus sur les
lignées pancréatiques humaines entrouvrent des perspectives encourageantes quant a
I'utilisation clinique de I'anti-Gal-9.
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l. OBJECTIFS DES TRAVAUX

Notre équipe, en collaboration avec I'équipe de Pierre Busson a linstitut Gustave
Roussy, a développé un anticorps spécifique de la Gal-9 nommé 1G3. L’anticorps cible la
partie C terminale de la Gal-9, et plus précisément la fin du « linker » et la partie N terminale
du 2éme CRD. Cette séquence est commune aux trois isoformes de la Gal-9 (aa 166 a 178
de l'isoforme S, aa 178 a 190 de I'isoforme M, aa 210 a 222 de I'isoforme L) permettant ainsi
a lanticorps de reconnaitre les 3 isoformes. De plus, il a été montré par ELISA que
I'anticorps était capable de se lier a la Gal-9 murine, mais ne réagissait pas avec les autres
galectines humaines (Barjon et al. 2012). Notre laboratoire a démontré le potentiel de cet
anticorps a étre utilisé dans des stratégies d’immunothérapie. En effet, le 1G3 est capable de
cibler et neutraliser l'activit¢é immunosuppressive de la Gal-9 in vitro et in vivo et de
neutraliser l'activité suppressive des Treg permettant ainsi une restauration du systéme
immunitaire. La preuve de concept a été établie dans un modeéele murin humanisé par
xénotransplantation d’'une tumeur de carcinome de nasopharynx (connu pour étre infiltré par
un nombre important de Treg et pour produire des quantités massives de Gal-9) (Klibi et al.
2009). Plus récemment, les Treg et la Gal-9 ont également été associés a un mauvais
pronostic dans le cancer du pancréas, c’est pourquoi, nous avons envisagé la possibilité
d’étendre I'utilisation de notre immunothérapie dans les cancers pancréatiques qui sont de
trés mauvais pronostic. Afin de répondre a ce projet ambitieux, notre premier objectif a été
de vérifier 'expression de la Gal-9 dans des coupes de pancréas issues d’'un modéle murin
transgénique de cancer pancréatique mais aussi de déterminer les taux de LTreg infiltrant et
circulant dans ce modéle. Notre second objectif, en amont de [Iutilisation de notre
immunothérapie anti-Gal-9, a été de vérifier (i) que les Treg murins exprimaient bien la Gal-
9, (ii) que I'anticorps monoclonal breveté pour cibler et neutraliser la Gal-9 humaine pouvait
aussi cibler et inhiber 'immunosuppression induite par la Gal-9 et les Treg murins. Et enfin,
afin d’anticiper l'utilisation de cette immunothérapie chez 'lhomme, notre dernier objectif a
été de valider I'expression de la Gal-9 dans 4 lignées différentes de cancers pancréatiques

humaines.
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1. MATERIELS ET METHODES

A. Modéles murins

Nous avons travaillé sur un modéle murin Pdx1-Cre ; LstopL-KrasG12D de fond
génétique C57BL/6. C’est un modéle de cancérogenése pancréatique développant des
lésions pré-néoplasiques PanIN de bas grade a partir de 5-6 semaines et de moyen grade a
partir de 9-12 semaines semblables a celles retrouvées chez 'homme. A plus faible
fréquence, on peut retrouver des Iésions de haut grade PanIN3 a partir de 12 a 15 semaines.
Ce modéle a été développé et décrit par Hingorani et ses collaborateurs (Hingorani et al.
2003) . Nous y avons eu acces, par nos collaborateurs Isabelle Van Seuningen et Nicolas
Jonckheere installés au Centre de recherche Jean-Pierre Aubert a Lille (JPARC). Ces
Iésions, ainsi que le microenvironnement tumoral, ont été reproduits dans des modeles
transgéniques établis chez la souris a partir de la mutation de Kras. La mutation KRASG12D
est introduite, aprés une cassette Lox-Stop-Lox (LSL), empéchant la transcription dans un
allele du géne Ras. La version oncogénique de Kras est alors induite, a des niveaux
physiologiques, pendant le développement embryonnaire aprés excision de la cassette LSL
par la recombinase Cre exprimée sous le contrble des promoteurs des facteurs de
transcription Pdx1 (pancreatic et duodenal homeobox 1) spécifiques des cellules souches
pancréatiques. Au final cela conduit a la formation des PanIN similaires aux PanIN humaines
du point de vue des voies de signalisation activées et des protéines exprimées. Par la suite
10 % de ces souris développeront naturellement un adénocarcinome. Par ailleurs
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs murines, comme TP53, SMAD4, et
INK4A/ARF, mutés dans la pathologie humaine, conduit au développement, en quelques
mois, de tumeurs invasives entourées d’un stroma dense. Le pancréas de ces souris agées
de 5, 9, et 15 mois a été fixé dans le chloroforme, puis inclus dans la paraffine afin de

réaliser des coupes de 5 ym d’épaisseur.

Le modeéle murin & partir duguel nous avons réalisé nos expérimentations de mise au
point est une souche de méme fond génétique (C57BL/6 JANVIER®).

B. Lignées cellulaires

4 lignées de cancer du pancréas sont cultivées dans un incubateur a 5% de CO2 et a
37°C et maintenues dans des conditions stériles.
La lignée cellulaire Capan-2 est issue d'une tumeur primaire d’'un adénocarcinome
pancréatique de la téte du pancréas infiltrant 'anse du duodénum et 'ampoule de Water.
C’est une lignée bien différenciée, tumorigéne, polygonale, adhérente qui pousse en
monocouche (Kyriazis et al. 1986).
La lignée Capan-1 est issue d’'une métastase hépatique d’'un adénocarcinome pancréatique
de la téte du pancréas. Cest une lignée bien différenciée, tumorigene, prismatique,

adhérente qui pousse en monocouche (Kyriazis et al. 1982).
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La lignée MiaPaCa-2 est issue d’'un adénocarcinome pancréatique du corps et de la queue
infiltrant la zone péri-aortique. C’est une lignée peu différenciée, les cellules sont larges,
fusiformes, adhérentes, et peuvent pousser les unes sur les autres (Yunis et al. 1977).

La lignée Panc-1 est issue d’'un carcinome de la téte du pancréas envahissant la paroi du
duodénum. Les cellules sont rondes, poussent en monocouche et sont adhérentes. Les
lignées MIAPaCa-2 et PANC-1 sont cultivées dans un milieu DMEM, supplémenté avec de la
L-glutamine (2mM), du SVF 10% (v/v), 100 unités/ml de pénicilline, 100 pg/ml streptomycine.
Les lignées Capan-1 et Capan-2 sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 supplémenté avec
de la L-glutamine 2mM, 100 unités/ml de pénicilline, 100 pg/ml streptomycine et SVF 10%
(v/v) pour Capan-2 et 15% (v/v) de SVF pour Capan-2.

C. Isolement des lymphocytes T conventionnels CD4+CD25- et des

lymphocytes T régulateurs CD4+ CD25+ murins

L’'obtention des splénocytes murins se fait en condition stérile a partir de souris
C57BI/6 (JANVIER ® France) euthanasiées par dislocation cervicales. Les rates sont
récupérées et placées dans du tampon MACS (Miltenyi Biotech®, Allemagne) jusqu’a leur
utilisation. Elles sont ensuite broyées, sous poste de sécurité microbiologique, dans une
boite de Pétri stérile contenant du tissu en nylon 30 um (Blutex® NYLON 90/35 W PW). Les
cellules T CD4+CD25+ (Treg) ou T CD4+CD25- (Tconv) sont obtenues avec le Kit
d’lisolement de lymphocytes T régulateurs «CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit,
murin» selon les instructions du fournisseur (Miltenyi Biotec, Allemagne). Tout d’abord, les
cellules T CD4+ sont obtenues par sélection négative. Une premiére étape d’incubation de
10 minutes a 4°C avec un cocktail d’anticorps biotinylés ciblant les marqueurs CD8, CD11b,
CD45R, CD49b, Ter-119. La suspension cellulaire est ensuite incubée pendant 15 minutes a
4°C avec des microbilles magnétiques biotinylée et I'anticorps anti- CD25 PE. Les cellules
ayant fixés les billes sont retenues dans une colonne MACS® (Magnetic Activated Cell
Sorting, Miltenyi Biotec, Allemagne) placée dans un champ magnétique. Seules les cellules
CD4+, non marquées, sont éluées et récupérées a la sortie de la colonne. Ensuite les
cellules CD4+ CD25+ sont obtenues par sélection positive : les cellules CD4+ sont incubées
15min a 4°C avec des microbilles magnétiques, un anticorps anti-PE. Les cellules marquées
avec les billes sont retenues dans une colonne MACS® placée dans un champ magnétique

D. Analyse des lymphocytes T conventionnels et régulateurs murins par

cytométrie en flux (BD FACSCanto Il TM)
Anticorps :

Les Anticorps primaires monoclonaux anti-murins utilisés sont couplés a des
fluorochromes : CD4-FITC, CD25-PE, anti-Gal-9 APC, CD45 PE-Cy5 et FoxP3-APC
(Miltenyi Biotec, Allemagne). Pour la compensation, lisotype contrble des différents
anticorps monoclonaux a été utilisé. L'exclusion des cellules mortes est réalisée par
marquage des cellules vivantes en suivant les instructions du kit Viobility405/452 de chez

Miltenyi Biotec® (30-110-205). Le marquage des cellules est effectué grace au kit «mousse
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Treg detection kit » (Miltenyi Biotec, Allemagne) selon les instructions du fournisseur.
Brievement, 300 000 splénocytes sont repris dans un volume de 35uL de tampon Miltenyi et
incubées pendant 15 minutes a température ambiante avec 5 pL de « mouse FCR block »
puis a l'obscurité pendant 20min avec 5 uL d’anticorps anti-CD4, anti-CD25. Les cellules
marquées sont lavées puis reprises avec 1mL de solution de fixation et de perméabilisation
et incubées 30min a 4°C. Les cellules sont ensuite lavées, reprises dans 45uL de tampon de
perméabilisation 1X et incubées 20 min a 4°C avec 5L de « mouse FCR block » puis avec
5uL d’anti-FoxP3 pendant 30min a 4°C. Enfin les cellules sont lavées et reprises dans 200pL
de tampon Miltenyi. La fluorescence est analysée par cytométrie en flux au BD FACSCanto
1™ (FACS Flow Supply System, Becton Dickinson, USA). Les résultats de cytométrie sont
analysés exprimés sous forme de delta de médiane d'intensité de fluorescence (AMFI =
anticorps MFI - contrdle isotopique de I'MF) avec le logiciel Flow Jo (Tree Star Incorporation,
USA).

E. Mesure de la prolifération cellulaire

Le test de prolifération cellulaire a été fait sur 100 000 cellules (gplénocytes ou
cellules T CD4+),1 uCi/puits de thymidine [3H] (PerkinElmer®, Courtaboeuf, France) est
ajouté 18 heures avant la mesure puis collectées sur un filtre en fibre de verre (Printed
Filtermat A, Wallac, Turku, Finlande) en utilisant un collecteur Tomtec (Wallac). Le filtre a
ensuite été scellé dans un sac aprés un séchage et l'addition du liquide de scintillation
(Beckman Coulter, Etats-Unis). La radioactivité a été était mesurée en utilisant un compteur
B (1450 Trilux, Wallac, Finlande). Chaque test de prolifération a été réalisé en friplicate et

estimé en « coups par minute » (cpm).

Les lymphocytes CD25  ( Tconv) et les co-cultures de T conv/ Treg ayant été exposées au
test de prolifération ont été préalablement mis en culture dans du milieu RPMI 1640
supplémenté en pyruvate de sodium (concentration final = 1 mM), en acides aminés non
essentiels MEM 1x, en HEPES (concentration final = 25 mM) en 2-mercaptoéthanol
(concentration final = 50 uM), en gentamicine (concentration final =10ug/ml) (Thermo Fisher

Scientific France) et avec 10% de sérum de veau foetal (GIBCO, Invitrogen).

100 000 Tconv sont cultivées avec 50 000 Treg dans 100 uL de milieu en plaques 96 puits a
fond rond (Corning France) avec ou sans Gal-9M (3 pg/mL), en présence de '1G3 ou de son
isotype controle 1I9G1 (5 pg / mL) pour les tests de prolifération. Chacun de ces essais de

prolifération a été effectué a deux temps : 48h ou 72h de culture.

F. Immunofluorescence
1.5 10° cellules sont ensemencées dans une plaque de 6 puits dans lesquels une lamelle
de verre stérile a été déposée. Aprés deux jours de culture les cellules sont fixées avec 1 ml
de PFA 4%.
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Pour les lymphocytes T conv et Treg: Apres l'isolement, les cellules ont été fixées sur lamelle

grace au CytoSpin ®, 2min a 300g

Perméabilisassions et marquage :

Les cellules sont, par la suite, lavees 3 fois avec PBS (Thermo Fisher Scientific
France) puis perméabilisées avec 0,5% de Triton 100-X (Sigma France) dans du PBS. Le
blocage est effectué avec une solution d'albumine bovine a 2% et 0,3% de Triton 100X dans
du PBS (Sigma France). Les incubations d'anticorps primaires et secondaires sont, quant a
elles, effectuées dans du PBS contenant 0,5% de BSA pendant 2 heures a température
ambiante. L’anticorps primaire anti- Gal-9 (ABCAM® ab69630) est utilisé au 1/500 pour les
lignées cellulaires et 1/250 pour les lymphocytes. L’anticorps secondaire utilisé pour les
lignées est une IgG de chevre anti-lapin (H+L) couplée a Alexa Fluor® 555 utilisé
aul/500éme (Thermo Fisher Scientific France) pour les lymphocytes Alex ia Fluor® 633
utilisé au 1/500. Le noyau des cellules est coloré avec du 4'6'-diamidino-2-phénylindole
(DAPI) au 1/5000&me (Sigma Aldrich, Etats-Unis) durant 5 minutes, & TA. Enfin, les lamelles
sont fixées sur les spots des lames a I'aide une solution de Mowiol® 4-88 (Sigma Aldrich,
Etats-Unis) puis maintenues a l'obscurité a 4°C. Parallélement, un contrdle est effectué sans
Anticorps primaire pour éliminer le bruit de fond lié aux liaisons aspécifiques de I'Anticorps
secondaire. L'analyse des photos a été effectuée sous le logiciel Zen (Carl Zeiss, France)

par microscopie confocale LSM780 (Carl Zeiss).

G. Western Blot Gal-9
Lyse protéique : Les différentes lignées cellulaires de I'étude sont lysées pendant 15
minutes sur de la glace avec un tampon de lyse constitué de Tris-HCI 20mM, 50mM de
NaCl, 5mM d'EDTA, 1% de Triton 100X, 0,02% d'azide de sodium et supplémenté par un
inhibiteur de protéase (PIC) (1/400°™) (Sigma-Aldrich®, USA). Le lysat obtenu est ensuite
centrifugé (14000 rpm, 4°C pendant 30 minutes) afin d’éliminer les débris cellulaires et de

récupérer le surnageant contenant les extraits protéiques.

Dosage des protéines : La concentration des protéines en solution est ensuite mesurée
par dosage colorimétrique de Bradford (BIO-RAD Laboratories GmbH, Minchen). Une
gamme étalon est établie en préparant 400 uL de dilutions successives de BSA (20ug/mL)
(Fluka, Sigma, USA) dans I'eau Milli-Q®. 100uL de réactif de BIORAD sont ajoutés dans
chaque tube contenant 400uL de solution (lysat protéique dilué au 1/200°™ dans de I'eau).
Puis 150uL de solution sont déposés par puits en triplicate sur une plaque de 96 puits a fond
plat (Maxisorp™, NUNC, Danemark). L'absorbance a 595 nm est lue au spectrophométre
(Multiskan, ThermoLabsystems, France). Les analyses sont obtenues par le logiciel

Ascent™ Software (ThermoLabsystems, France) et exprimées en yg/mL.

Electrophorese et transfert: Pour la préparation des échantillons, 7.5ul de bleu de charge
1X (NuPAGE LDS Sample buffer 4X, Invitrogen, USA) sont mélangés a 3uL d’agent
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réducteur (NUPAGE LDS Sample reducing agent 10Xn Invitrogen, USA). 20 ug de protéines
sont ajoutés au mélange et le volume final est ramené a 30 pL avec le tampon de lyse. Les
protéines sont chauffées 10 minutes a 70°C puis centrifugées (300g, 30sec, TA), avant
d’étre déposées sur un gel dénaturant de polyacrylamide (NUPAGE(r)NOVEX 4-12% Bis-Tris
Gel, Lifes technologies, USA). La migration est réalisée dans un tampon MES1X (NuUPAGE
® MES SDS Running Buffer 20X)) & 150Volts, 2h & TA. 12uL de marqueurs de poids
moléculaire (MagicMarkTM XP Western Protein Standard) sont utilisés comme indicateurs
de taille. Aprés la migration, le gel est récupéré et les protéines sont transférées sur une
membrane en PVDF (Immobilon-P Transfer Membrane IPVH PORE SIZE : 0.45um). Le
transfert est réalisé en tampon Tris-Gly (Tri-glycine 10X, pH 8.5, Euromedex, France) ;
Méthanol (AnalaR NORMAPUR, VWR PROLABO, France) et eau déionisée) a 65 Volts,

pendant 2h30 a 4°C dans une cuve Invitrogen ® Novec mini-cell..

La qualité du transfert et de I'équicharge sont vérifiées par coloration au rouge ponceau
(Sigma, USA) pendant 5 minutes. La membrane est ensuite décolorée par des bains d’eau
déionisée.

Saturation, Anticorps et révélation : Aprées I'étape de transfert, la membrane est bloquée
dans une solution de saturation PBS 1X (Euromedex, France) caséine (2mg/mL) sur la nuit &
4°C, sous agitation. La membrane est ensuite immergée dans une solution d’anticorps
primaires a TA et sous agitation pendant 2h. Afin de détecter les protéines correspondantes,

nous avons utilisé les Anticorps suivants :

Cible Anticorps primaires Anticorps secondaires
_ _ _ Anti-rabbit HRP
Galectine- Rabbit anti-Gal-9 CT-L1 . .
1/400°™ (GE Healthcare, 1/10000°™
9 (Galpharma®, Japan)

Wauwatosa, USA)

Anti-mouse HRP
HSP 60 Mouse anti-HSP 60 1/100°m (GE Healthcare, 1/10000°™®
Wauwatosa, USA)

Tableau 7 : Liste des Anticorps primaires et secondaires utilisés pour Western Blot.

Les membranes sont ensuite lavées au PBS 1X Tween 0.05% puis incubées 2h avec
une solution d’anticorps secondaires, sous agitation a TA. Elles sont ensuite lavées avec du
PBS 1X Tween 0.05% puis rincées avec du PBS 1X. La révélation des protéines est faite
avec 400 pL de luminol ECL + 400uL d’ECL peroxide (SuperSignal™ West Femto Extended
Duration Substrate) ; Les acquisitions ont été réalisées sur BIORAD ChemiDOC® XRS et

analysées sur le logiciel Image Lab Image Capture and Analysis Software.
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H. Immunohistochimie

Apres rehydratation des coupes, les peroxydases endogenes ont été désactivées par
un peroxyde d'hydrogéne a 0,3% dans du méthanol pendant 20 minutes. Les sites
aspécifiques ont été bloqués avec une solution de PBS/BSA 5%/sérum de chévre 5%
(Vector Labs U.S.A) pendant 2 heures. Ensuite, suivie d'un blocage de l'avidine et de la
biotine pendant 15 minutes chacun (Vector Labs U.S.A). Aprés un rincage au PBS,
l'anticorps primaire anti-Gal-9 (ABCAM ® ab69630) a été ajouté. Il a été dilué au 1/250°™
dilué dans une solution a 2% de BSA + 2% de sérum de chévre pendant une nuita 4 ° C
sous agitation. Apres 3 lavages dans du PBS pendant 5 minutes, I'anticorps secondaire anti-
lapin biotinylé (BA-1000 Vector Labs U.S.A) au 1/250 dilué dans du PBS/BSA 2% a été
ajouté et incubé pendant 1 heure. Aprés 3 étapes de lavage, I'amplification a été effectuée
par VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector Labs U.S.A), 3 étapes de lavage ont été effectuées
de nouveau avant la révélation par ImmPACT AEC Peroxidase (HRP) Substrat (Vector Labs
U.S.A) pendant 4 minutes avant de laver a lI'eau. La coloration du noyau a été effectuée par
une solution d’hématoxyline de Mayer (CL64040 LABOMODERNE France) pendant 2
minutes et une contre coloration par une solution Hemalun de Mayer a été réalisée. Les
photos ont été realisé grace au microscope Axio plan 2 ® puis analysées avec le logiciel Zen
2012.

I. ELISA Galectine-9

Les surnageants de culture des différentes lignées ont été testés pour mesurer la
sécrétion de Gal-9 par ELISA Sandwich en suivant les instructions du fabricant (Hu Cloud-
Clone Corp, USA).
Les surnageants de culture des Capan-1, Capan-2, MiaPACA-2, PanC-1 ont été recueillis
puis centrifugés a 300 g pendant 10 minutes pour éliminer les cellules et débris et congelés
a -80 ° C jusqu'a l'analyse ou les plaques sont lues a 450 nm au spectrophotométre

(Multiskan EX, ThermoLabsystems, France).

J. Analyse transcriptomique
Extraction de 'ARN :

L'extraction d’ARN total est réalisée a partir des cellules en culture, a l'aide de
TRIzol® (Life Technologies, GB). Aprés homogénéisation dans 1mL de TRIzol, du
chloroforme est ajouté (PROLABO, Merck eurolab, France). Suite a une agitation et a une
incubation a TA, les tubes sont centrifugés a 12000g (15 minutes a 4°C). La phase aqueuse
supérieure contenant 'ARN est alors récupérée est précipité par l'isopropanol (ACROS
Organics, USA). Le culot est récupéré, puis solubilisé dans de 'eau DNAses free et RNAses
free (eau RF, Life Technologies, GB). L’ARN est quantifiable par absorbance a 260 nm
grace au Nanodrop™ 2000c.

Rétro-transcription (RT) :
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Le kit de Transcriptase Reverse Superscript™ Il RNAse H est utilisé pour la RT (Life
Technologies, GB). L’ADN complémentaire (ADNc) est synthétisé a partir de 2ug d’ARN
total, dans un volume de 15uL d’eau RF. 5uL du mélange composé de 1uL d'oligo dT
(Roche Diagnostics, Germany), 0,1uL de RNAsin 40U/uL (PROMEGA, USA) et 4uL d’eau
RNAse free (Life technologies, USA) sont ensuite ajoutés au mélange. Aprés une autre
incubation de 10 minutes a 70°C puis 5 minutes a TA, 10uL d’'un second mélange
réactionnel contenant : 6uL de tampon 5X (Tris-HCI, KCI, MgCI2) (Invitrogen, GB), 1uL de
DTT (life Technologies, GB), 2uL de dNTPs 10mM (Amersham Bioscience, GB), 0,1uL de
RNAsin (Promega, USA), 1uL de transcriptase Reverse Superscript™ 1l a 100Ul/uL (Life
Technologies, GB), sont ajoutés. Une incubation d’'une heure a 45°C puis 5 minutes a 95°C
est réalisée. La réaction est ensuite stoppée par I'ajout de 70uL d’eau RF/uL d’ARN initial,
afin d’obtenir une concentration finale de 10ng d’équivalent ARN/uL.

PCR quantitative en temps réel (Q-PCR) :
La réaction est réalisée a partir d ADNc a une concentration de 10ng d’équivalent ARN/uL de

mélange réactionnel. Toutes les amorces sont congues spécifiquement pour la Q-PCR :

Galectine 9 humaine (SIGMA) : GAPDH (EUROGENTEC) :
5-GTGGGTGTGAAAGGCAGCGGT-3 5-CCATCAATGACCCCTTCATTG-3
3-AGGTCGACAGGGGAAAAGACCCT-5’ 3-TTAAGGTACCGTGGCAGTTC-5
B-Actine (EUROGENTEC) : 18S (EUROGENTEC) :
5-CACGGCATCGTCACCAAC-3’ 5-TCAAGAACGAAAGTCGGAGG-3’
3’- GTTACTCGACGCACACCGA -5 3’- ACACTACGGGAATCTACAGG -5’

Tableau 8 : Amorces utilisées pour la g-PCR

Les transcrits sont amplifiés et quantifiés par le Mx3005P (Statagénen, USA) dans
des plaques optiques 96 puits (Eurogentec, France). Dans chaque puits, 10uL d’'un couple
d’amorces spécifiques sont déposés, chaque plaque contenant les couples d’amorces et un
puits controle contenant I'eau RF, en double exemplaire. Les Q-PCR sont réalisées, a partir
d'1uL d’échantillon d’ADNc/puits, suivant les instructions du fabricant avec le kit MESA
GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay (Eurogentec, France). Apres une premiere
dénaturation de 5 minutes a 95°C, le mélange réactionnel va subir 40 cycles d’amplification
consistant en une succession de passage de 15 secondes a 95°C (dénaturant de double
brin d’ADN) puis une minute a 60°C (Hybridation des amorces et élongation du brin d’ADN
néosynthétisé). L'intensité de fluorescence est mesurée a la fin de chaque cycle
d’élongation, et un cycle de fusion est programmé immédiatement aprés la derniére

amplification.
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L’analyse des résultats se fait selon I'expression quantitative relative d’'un géene en
utilisant la méthode 2 ~**°T (Livak et al. 2001). L’expression d’un géne donné est interprété
en CT (Cycle Threshold) puis normalisé par la moyenne des 3 génes de ménages = ACT.
L’expression de chaque géne est ensuite rapportée a la condition de référence = AACT

Enfin, I'expression relative des génes est exprimée en 2-24°T

K. Analyse des données de Transcriptome

Les données concernant le transcriptome ont été extraites a partir de la base de
données publique Géne Expression Omnibus (GEQO) puis analysées statiquement a I'aide du
logiciel GraphPad. Les courbes de survies ont été obtenues a partir de la plateforme
PROGeneV2.

L. Analyse statistique

Le logiciel Graphpad a été utilisé pour le traitement des données et l'analyse
statistique. Le test a été appliqué pour les analyses respectivement P <0.05 (*) P <0.01 (**)

et P <0.01 (*+).
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Il RESULTATS

A. Expression génique et protéique de la Galectine 9
1. Expression génique de la Galectine 9

Nous avons, dans un premier temps, par analyse bioinformatique a partir de la
banque de donnée public GEO (Géne Expression Omnibus), récupéré les données
d’expression des transcrits de Gal-9 provenant de deux études issues des tissus de patients

atteints d’adénocarcinome pancréatique et de tissus sains (GSE15471 et GSE16515).
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Figure 15 : Expression des transcrits de Gal-9 dans les adénocarcinomes pancréatiques humain
et dans le pancréas des souris KRASG12D vs contrdles.

A. Quantification, par analyse bioinformatique des données de transcriptome humain, de I'expression des
transcrits de la Gal-9 chez des patients atteints d ADKP comparée a celle de pancréas sains. B.
Quantification, par analyse bioinformatique des données de transcriptome chez les souris KRAS®'? et
leurs controles WT. C. Courbe de survie en fonction de I'expression de la Gal-9 chez des patients atteints

ADKP.

L’analyse montre une augmentation statistiquement significative de I'expression des

transcrits de la Gal-9 dans les adenocarcinomes humains comparés aux pancréas sains
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(Figure 15 A). Une étude similaire réalisée sur une cohorte de souris KRAS®*?? vs saines
(GSE53659) a également montré une augmentation statistiquement significative de
I'expression génique de la Gal-9 (Figure 15 B). Enfin nous avons relié I'expression génique
de la Gal-9 a la survie globale a grace a la plateforme PROGgeneV2. Les courbes de survie
réalisées a partir de deux cohortes de patients ADKP (GSE21501 et TCGA) montrent qu'une
forte expression des transcrits de Gal-9 est associée a une diminution de la survie globale de
100 a 150 jours (Figure 15 C)

2. Expression protéique de la Galectine 9 dans le pancréas des souris KRASG12D.

L’expression protéique de la Gal-9 a été étudiée par immunohistochimie sur des
coupes paraffinées de pancréas agées de 5, 9 et 15 mois. Nous avons observé une

expression plus forte chez les souris mutées KRAS®*?P

que chez les souris non mutées (WT)
et constaté que I'expression de la Gal-9 augmente drastiguement dans les PanIN de haut
grade (15 mois). Plus précisément, nous avons observé une expression plus intense au
niveau des lésions précancéreuses (PanIN) et nous avons constaté une expression au
niveau des ilots de Langherans et au niveau vasculaire chez les souris mutées et non mutée

(Figure 16).

KRAS WT/CRE

KRAS Lox/CRE

Figure 16 : Expression de la Gal-9 dans le pancréas des souris KRASG12D vs KRAS WT.

SGlZD et

Immunohistochimie anti-Gal-9 sur des coupes paraffinées de pancréas de souris KRA
KRAS WT, prélevées a 5, 9 et 15 mois. La fléche noire sur le contrble KRAS WT indique a 5
mois un exemple de fixation sur I'endothélium vasculaire et @ 9 mois un exemple de fixation au
niveau des ilots de Langherans. La fléche noire a 15 mois chez la souris KRAS indique un

PanIN3.

82



B. Evaluation de la prévalence des lymphocytes T régulateurs périphériques et
infiltrants dans le modéle KRAS ©*?P

Nous avons analysé la prévalence des lymphocytes Treg périphériques et infiltrants
les pancréas des souris KRAS 2P par cytométrie. L’analyse des Treg périphériques a été
faite dans le sang des souris et 'analyse des Treg infiltrants a été faite aprés digestion
enzymatique des pancréas. Les lymphocytes Treg ont été identifiés sur la base de
I'expression du CD4+, Foxp3+, CD25+ et CD127-/low On constate une forte augmentation
des taux de Treg infiltrants chez les souris KRAS®*?® par rapport au souris WT. Nous

n’avons pas retrouvé cette différence au niveau périphérique.
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Figure 17 : Prévalence des lymphocytes T régulateurs dans les souris KRAS®'?® vs KRAS
WT.

A. Les lymphocytes T reg ont été marqués aprées digestion mécanique puis enzymatique des pancréas
des souris KRAS ®*?° ys WT. B. Les lymphocytes T reg ont été marqués a partir du sang périphérique
aprés lyse des globules rouge
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C. Evaluation de I'expression de la galectine 9 dans les lymphocytes T

régulateurs murins de souris C57BI6.

Dans un premier temps, nous avons évalué I'expression intracellulaire de la Gal-9 par

cytométrie de flux dans les lymphocytes Treg et les Tconv murins Nous avons retrouvé une

expression intracellulaire de la Gal-9 murine a la fois dans les Treg et les Tconv, avec un

niveau d’expression trés comparable (Figure 18 A).

Par ailleurs, I'analyse par immunofluorescence a conforté I'expression de la Gal-9

murine dans les Treg avec également un niveau d’expression comparable entre les 2 types

cellulaires (Figure 18 B).
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Figure 18 : Expression protéique de la Gal-9 dans les lymphocytes Tconv et Treg murins.

A. Marquage intracellulaire de la Gal-9 par cytométrie de flux. Figures représentatives de 3

expériences indépendantes. B. Marquage par immunofluorescence de la Gal-9 murine. Figures

représentatives de 2 expériences indépendantes
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D. Evaluation de la capacité du 1G3 a neutraliser la suppression de la galectine
9 recombinante murine sur les Tconv murins

Afin de tester si I'anticorps 1G3 était capable de neutraliser la Gal-9 murine, nous
avons testé par des tests de prolifération sur les Tconv, la capacité de I'anticorps a inhiber le
potentiel immunosuppressif de la rGal-9 murine. Comme attendu, la Gal-9 recombinante
murine (3 ug/mL) inhibe bien la prolifération des lymphocytes Tconv™ spécifiquement activés
(anti-CD3-Anti-CD28) et ce de facon hautement statistiquement significative (p<0.0001).

L’ajout du 1G3 permet de restaurer la prolifération des Tconv et donc d’inhiber I'effet
de la Gal-9r également de facon hautement statistiquement significative (p<0.0001). L'effet a
été observé a 48 et 72h mais seul I'effet a 72h est présenté ici (Figure 19). Par contre,
aucune restauration immunitaire n’est observée avec I'sotype contrble (IgG1). Par ailleurs,
on observe une légere diminution de la prolifération des Tconv qui est statistiguement

significative (p<0.05), a la fois avec 1G3 et son isotype contréle.

Alone +1G3 Spg/mL +iso + Gal 3pg/mL +Gal +iso +Gal +1G3

*

1,2
1

0,8

* K K

3
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Cpm

0,4

0,2 |
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Figure 19 : L’anticorps anti-Gal9 inhibe 'immunosuppression induite par la rGal-9 murine
La prolifération des Tconv a été analysée aprés une culture de 72 heures par incorporation
de thymidine tritié. Les résultats de prolifération obtenus sont présentés sous forme de
prolifération relative aprés normalisation par rapport aux Tconv. Les barres d'erreur
représentent les écarts-types. Les calculs de la significativité ont été faits avec un t-test de
Student. Histogramme moyenné sur 3 expériences indépendantes

E. Evaluation de la capacité du 1G3 a neutraliser la suppression des Treg
murins sur les Tconv autologues

Les Tconv activés proliférent in vitro tandis que les lymphocytes Treg isolés ex vivo
sont anergiques méme aprés leur activation. Comme attendu, une co-culture des Tconv
avec les Treg autologue (ratio 2 :1) montre que les Treg autologues induisent une diminution
d’environ 40% de la prolifération des Tconv activés. Ainsi, le test de suppression par MLR
conforte bien que les Treg murins spléniques isolés ex vivo et en condition d'activation

posséedent une activité immunosuppressive.
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L’ajout de l'anti-Gal-9 & cette co-culture permet de restaurer partiellement la
prolifération indiquant ainsi une inhibition de la fonction suppressive des Treg.
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Figure 20 : Test de suppression par MLR. Effets de l'anticorps anti-Gal9 sur l'effet suppressif
des Treg

Les Tconv ont été mis en culture pendant 72 heures avec ou sans Treg. La prolifération a été évaluée
par incorporation de thymidine tritié aprés 72h. Les résultats de proliférations obtenus sont présentés
sous forme de prolifération relative suite a la normalisation par rapport aux Tconv. N=3 Les barres
d’erreur représentent les écarts-types. Les calculs de la significativité ont été faits avec un t-test de
Student
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F. Evaluation de I’expression de la galectine 9 dans les lignées humaines de
cancer pancréatique

Nous avons analysé par RT-QPCR I'expression des transcrits de Gal-9 dans les 4
lignées MIAPaCa-2, PANC-1, Capan-1 et Capan-2 et nous avons retrouvé un niveau

d’expression similaires dans les 4 lignées étudiées (Figure 21 A).

Par la suite nous avons recherché [I'expression protéique de la Gal-9 par
immunofluorescence et nous avons observé par microscopie confocale une expression plus
importante de la Gal-9 dans les MIAPaCa-2 et les PANC-1 comparativement au Capan-1
(Figure 21 B)

Afin de conforter ce résultat, 'expression de la Gal-9 a été évaluée par Western Blot dans

les quatre lignées ((Figure 21 C).

Afin de qualifier et de quantifier l'isoforme de la Gal-9 exprimée par nos cellules, nous
avons (i) utilisé une gamme de concentration avec 3 points de 0.1, 0.6 et 1 ng de l'isoforme
M et (ii) déposé deux extraits protéiques, de 30 g de cellules de carcinome de nasopharynx
(C15), connu pour exprimer fortement I'isoforme L mais aussi les isoformes S et M de la Gal-
9. Quantitativement, I'expression de la Gal-9 pour Capan-1 et Miapaca-2 est plus importante
que l'expression pour PanC-1 et Capan-2. Grace a la gamme réalisée, nous avons pu
estimer respectivement une concentration de 0.19ng (Capan-1), 0.07ng (Capan-2), 0.14ng
(MIAPaCa-2), 0.07ng (PANC-1) pour 20ug d’extrait protéique de chacune des lignées.
Qualitativement, pour les 4 lignées nous observons un isoforme dont le poids moléculaire est
supérieur a celui des isoformes S et M (respectivement de 34.7 et 35.9 Kda). Cet isoforme a

en revanche le méme poids moléculaire que l'isoforme L des extraits de C15.

Par ailleurs, nous avons également évalué par cytométrie de flux I'expression
intracellulaire de la Gal-9 dans nos quatre lignées. Les résultats sont présentés en delta de
MFI. La figure 19 D montre que les lignées MIAPaCa-2 et PANC-1 expriment
significativement plus de Gal-9 que les lignées Capan-1 et -2. Et enfin, nous avons mesuré
par ELISA le niveau de sécrétion de Gal-9 a partir du surnageant de cultures de chacune
des lignées cancéreuses. La Gal-9 est produite par toutes les lignées cellulaires mais avec
une sécrétion significativement plus importante pour MIAPaCa-2 et PANC-1

comparativement aux Capan-1 et Capan-2 (Figure 21 E)
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Figure 21 : Expression de la Gal-9 dans les 4 lignées de cancer pancréatigue humain
A. Analyse par RT-QPCR des transcrits de la Gal-9 dans les quatre lignées. B. Immunofluorescence anti-Gal-9
dans les 4 lignées tumorales. C. Analyse de I'expression de la Gal-9 par Western Blot. D. Analyse de
I'expression intracellulaire de la Gal-9 par les 4 lignées. E. Analyse de la sécrétion de la Gal-9 par ELISA
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DISCUSSION GENERALE

Nous avons vu, en introduction, comment, les lymphocytes Treg exercent leurs effets
suppresseurs sur les lymphocytes Teff responsables de la réponse anti-tumorale. Dans le
but d'inverser la balance entre les lymphocytes Treg et lymphocytes Teff dans le contréle de
l'immunité anti-tumorale, de nombreuses équipes ont cherché a développer des stratégies
thérapeutiques visant a inhiber les lymphocytes Treg CD4+CD25+. Ces équipes ont cherché
a cibler, avec des anticorps monoclonaux, des molécules de surface exprimées par les
lymphocytes Treg, et notamment celles intervenant dans leur activité suppressive.
Néanmois, malgré l'effet prometteur de différentes molécules, un des obstacles a la
déplétion spécifique des lymphocytes Treg est le manque de spécificité de leurs marqueurs
de surface. En effet, les protéines de surface CD25, CTLA-4 ou GITR, exprimées par les
lymphocytes Treg sont également des marqueurs d'activation des lymphocytes Teff.
L'utilisation de ces protéines comme cibles pour la déplétion des lymphocytes Treg a donc
eu pour effet indésirable I'élimination de nombreux lymphocytes Teff CD4+ et CD8+,
indispensables a la régression tumorale. Dans ce contexte, il reste trés difficile de cibler
spécifiguement les lymphocytes Treg dans des protocoles thérapeutiques. L’originalité de
l'immunothérapie anti-Gal9 développée au laboratoire tient dans sa capacité a cibler et a

neutraliser les lymphocytes Treg sans affecter les lymphocytes Teff.

Plus particulierement, il a été montré dans le laboratoire que la Gal-9, est sécrétée de
maniére spécifique par les lymphocytes Treg et non les Tconv lors de l'activation et que
I'anticorps 1G3 dirigé contre la Gal-9 permet d'inhiber I'activité suppressive des lymphocytes
Treg sans affecter les Teff (Brevet WO2015185875). Par allleurs, il a été démontré que cet
anticorps est capable de neutraliser la conversion des lymphocytes T CD4+ conventionnels
en T CD4+ immunosuppresseurs induite par la Gal-9. Nous avons également montré que cet
anticorps est capable, au-dela de la restauration de leur prolifération, de restaurer chez les
PBMCs et les T CD4+ humains la sécrétion de cytokines de type Thl avec une forte
production d'INFy et de TNFa conjugué d’une faible production de TGF[].

Quel rationnel y-a-t-il & évaluer le 1G3 dans le cancer du pancréas ?

Il a été décrit, dans le cancer du pancréas, une infiltration intra-tumorale de
lymphocytes Treg et une polarisation Th2 des lymphocytes intra-tumoraux (TILs) et du TME
(Fukunaga et al. 2004; Hiraoka et al. 2006). Les mécanismes a l'origine de cet infiltrat pro-
tumoral ne sont pas encore totalement élucidés. En revanche, nous avons assisté tres
récemment a un changement spectaculaire concernant le role probable, ou démontré, de la
Gal-9 dans I'échappement a la surveillance immunitaire pour toute une série d’affections

malignes, et notamment pour le carcinome pancréatique (PAD)(Daley et al. 2017a; Daley et
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al. 2016)(Sideras et al. 2017). Le PAD se développe a partir de lésions pré-néoplasiques, les
PanIN, d’abord de bas grade (PanIN1), puis de haut grade (PanIN3) et chez 10 % des
patients ces Iésions se transforment en adénocarcinome. Fait intéressant, il a été décrit dans
la littérature un infiltrat de Treg dans les PanIN-1 et une augmentation croissante dans les
PanIN-2 et PanIN-3. L'observation inverse a été faite avec linfiltrat de lymphocytes
TCD8"(Hiraoka et al. 2006). Nous avons pu montrer, dans notre modéle murin, la forte
expression de la Gal-9 au niveau de ces PanlIN et 'augmentation de cette expression dans
les PanIN de haut grade. En paralléle nous avons également montré une augmentation du
taux de Treg infiltrant ces pancréas. Ces résultats sont encourageants quant a I'impact que

peut avoir un anticorps ciblant et neutralisant la Gal-9 dans ce contexte.

Comment expliquer I’efficacité du 1G3, chez I’humain et chez la souris ?

Comme nous venons d’en discuter, afin d’évaluer I'impact de notre Anticorps I'1G3
dans le cancer du pancréas, nous avons choisi un modeéle murin. Nous devions donc
préalablement valider I'efficacité du 1G3 sur du matériel biologique murin. J'ai notamment pu
montrer que le 1G3 pouvait cibler et neutraliser la Gal-9 murine et I'activité suppressive des
Treg murin. De fagon inattendue, nous avons observé une légére, mais significative,
diminution de la prolifération des Tconv alors que cela n'avait pas été observé avec les
Tconv humain. En revanche, nous n'avons pas retrouvé de différence de prolifération
statiquement significative que ce soit avec le 1G3 ou son isotype, ce qui suggére une toxicité
aspécifique. Grace a nos tests MLR, nous avons pu montrer que le 1G3 pouvait également
cibler la Gal-9 et les Treg murins et donc étre utilisé dans un modele murin, pour neutraliser
la Gal-9 tumorale et/ou I'activité suppressive des Treg. L'une des explications possibles de
cette efficacité croisée entre les deux especes est que le 1G3 cible la séquence d’acides
aminés, TPAIPPMPHP chez 'lhomme et que la Gal-9 murine contient dans son domaine de
liaison une séquence d’acides aminés, TPGIPPVVYPTP, homologue a 69%. Chez 'lhomme,
le 1G3 empéche la fixation de la Gal-9 sur son récepteur soit en modifiant la conformation de
la Gal-9 soit en se fixant directement sur son site de liaison aux récepteurs. Des études
cristallographiques et daffinité (Biacore) permettront dans le futur de répondre a ces
questions d’autant que tous les récepteurs de la Gal-9 ne sont pas encore connus (Su et al.
2011). En raison de 'homologie des séquences, il est probable que la neutralisation de la

Gal-9 murine passe par les mémes voies que celles de la Gal-9 humaine.

L’expression de la Gal-9 peut-elle étre un marqueur d’agressivité dans le cancer du
pancréas ?

En paralléle de ce travail de validation, j'ai également validé I'expression de la Gal-9

dans 4 lignées de cancer pancréatigue humain. Nous avons observé, dans les lignées,
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I'expression de l'isoforme L, mais pas des isoformes S et M. Cependant, peu de travaux ont
été réalisés sur les différentes isoformes de la Gal-9 et il semblerait que les isoformes
puissent avoir des niveaux d’expression, des fonctions et des localisations différentes. Il est
donc possible que les isoformes S et M soient également produites et /ou sécrétées dans
d’autres conditions. De fagon intéressante, jai pu montrer que les quatre lignées semblent
toutes exprimer autant de Gal-9. En revanche nous montrons trés clairement que les lignées
PanC-1 et MIAPaCa-2 sécrétent plus de Gal-9 que les lignées Capan-1 et Capan2. Ces
deux derniéres sont des lignées présentant un phénotype dit « épithélial » moins agressif
que I'on associe a un meilleur pronostique. En revanche les deux lignées sécrétant le plus
de Gal-9 présentent un phénotype dit « quasi-mésenchymateux » associé a une plus grande

résistance aux traitements et a une progression tumorale plus rapide (Collisson et al. 2011).

Comme nous lavons vu dans lintroduction, plusieurs articles ont corrélé
'augmentation de l'expression de Gal-9 par la tumeur a un meilleur pronostique en lien avec
la diminution des métastases. En fait, la description de la Gal-9 comme facteur apoptotique a
dominé la littérature pendant longtemps (Heusschen, Griffioen, et al. 2013). En tenant
compte de cette information et avant de comprendre son réle immunosuppresseur, il était
normal d'imaginer que l'expression de la Gal-9 puise étre diminué dans les cellules
cancéreuses. Par exemple, il a été montré dans le mélanome qu'une augmentation de
I'expression intra-tumorale de Gal-9 aux premiers stades était associée a une diminution des
métastases et était donc corrélée a un meilleur pronostique. En revanche, une autre étude
dans le mélanome a clairement montré que I'augmentation du taux la Gal-9 circulant était
corrélée a un mauvais pronostic (Kageshita et al. 2002; Kobayashi et al. 2010). L’explication
potentielle serait que les tumeurs utilisent la Gal-9 de deux maniéeres différentes pour
favoriser leur croissance : a l'intérieur de la tumeur, la Gal-9 est sous exprimée car il s'agit
d'un facteur apoptotique, mais a la périphérie de la tumeur la Gal-9 peut étre directement
sécrétée pour créer un environnement pro-tumoral en inhibant la réponse immune. Cette
théorie est en fait soutenue par un travail réalisé dans le cancer bronchique non a petites
cellules, dans lequel les auteurs ont constaté que la diminution des niveaux intra-tumoraux
de Gal-9 était couplée a une augmentation de Gal-9 dans le tissu péri-tumoral, favorisant
ainsi la théorie de l'expression localisée de la Gal-9 dans les tumeurs (Schulkens et al.
2014b).

Quel est le meilleur modéle pour I’évaluation d’une immunothérapie dans le cancer du

pancréas ?

Le choix du modéle est extrémement important en immunothérapie. Pour rappel la
mauvaise connaissance des modeéles murins a conduit a remettre en question la théorie de

limmunosurveillance tumorale pendant plus de 20 ans (Stutman 1974; Stutman 1979;
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Rygaard & Povisen 1976; Dighe et al. 1994; Shankaran et al. 2001; Miller et al. 1963). Il est
donc trés important de savoir quelles informations peuvent étre obtenues a partir des
modeéles disponibles. Afin d’évaluer notre stratégie de neutralisation de la Gal-9, nous
disposons du modéle murin transgénique d’adénocarcinome pancréatique (souris KC). Au
laboratoire, nous proposons un autre modéle de souris immunodéficiences humanisées suite
a l'injection de PBMCs humains et xénotransplantées avec une tumeur d’adénocarcinome
pancréatique. Une partie de la preuve de concept du 1G3 a été établie en montrant
I'efficacité du 1G3 dans un modéle de souris immunodéficientes humanisées et
xénotransplantées avec une tumeur de carcinome du nasopharynx. Ainsi, il a été possible de
recréer au laboratoire un nouveau modéle murin humanisé xénotransplanté cette fois avec

des cellules tumorales d’ADKP (Miapaca-2).

Il est clairement montré que I'échec des traitements actuels dans 'ADKP n’est pas
seulement lié a la tumeur elle-méme, mais aussi et surtout a son microenvironnement. Ainsi,
nous devons avoir un modéle le plus proche possible du cancer humain en termes de
structure histologique (présence de PanIN) et d’infiltration lymphocytaire. Chez 'humain la
mutation ponctuelle de 'oncogéne Kras confére un gain de prolifération non contrbélée pour
la cellule cancéreuse qui acquiert ainsi un pouvoir oncogénique amplifié. Cette mutation est
retrouvée dans 75 a 95 % des cancers du pancréas, mais aussi dans les lésions
précancéreuses de type PanIN. Ces lésions, ainsi que le microenvironnement tumoral, ont
été parfaitement reproduits dans des modeles transgéniques murins a partir de la mutation

de Kras®'?P

(modéle KC). Au final cela conduit a la formation des PanIN similaires aux PanIN
humaines du point de vue des voies de signalisation activées et des protéines exprimées.
Par la suite 10 % de ces souris développeront naturellement un adénocarcinome. Enfin,
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs, mutés dans la pathologie humaine, comme
TP53, SMAD4, et INK4A/ARF, ou l'injection d’'un agent inflammatoire (céruléine), conduit au
développement, en quelques mois, de tumeurs invasives entourées d’un stroma dense
(modéle KPC). Ces deux derniers modeles (KC et KPC) sont particulierement réalistes et
refletent 'ensemble de la physiopathologie (moléculaire, histologique et immunitaire) de
'AKP. Sur la base de ce raisonnement, ce modéle de souris pourrait donc nous permettre
d’évaluer avec précision I'impact de notre immunothérapie. Chez I’'homme les monothérapies
et les bithérapies par anti-CTLA-4 et anti-PD-1 n’ont pas permis de restaurer la réponse
immune antitumorale dans 'ADKP (Winograd et al. 2015). De facon similaire chez les souris
KPC, ces stratégies d'immunothérapies n’ont pas fonctionné. Ce modele reproduit donc
fidélement la manque d'efficacité clinique observé a ce jour avec les anti-PD-1 et les anti-
CTLA-4 dans I'ADKP humain. En effet, il reproduit fidélement la complexité du
microenvironnement y compris I'immunosuppression multifactoriel retrouvée dans I'’ADKP

humain (M2, Treg, MDSC, LT yd, cellules mésenchymateuses...).
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Les données cliniques actuelles montrent tres clairement que dans ce contexte, la
neutralisation d’'une voie unique d'immunosuppression n’est pas suffisante pour restaurer la
réponse immune. Ainsi, il semble nécessaire de développer des stratégies combinatoires en
ciblant plusieurs voies d'immunosuppression. La combinaison d’'un anti-CD40 ou d’un anti-
CXCR2, ciblant respectivement les M2 et les MDSC, avec un avec anti-PD-1 et/ou un anti-
CTLA4 ont permis d’ameliorer la survie globale des souris KPC (Winograd et al.
2015)(Steele et al. 2016).

Dans ce contexte compliqué, nos objectifs sont (i) d’évaluer I'impact de I'1G3 sur la
neutralisation de l'activité suppressive des Treg dans 'ADKP (ii) d’évaluer l'impact de la
neutralisation de la Gal-9 dans 'ADKP et (iii) enfin d’évaluer son impact sur la progression

tumorale.

Ce modéle trés agressif et réaliste, est adapté pour confirmer le rdle des Treg
(infiltrant et circulant) et de la Gal-9 dans le développement de 'ADKP. Ces souris peuvent
également constituer un trés bon modele prédictif de réponse pour le développent de
stratégies combinatoires puissantes. En revanche, les données de la littérature montrent que
ce modeéle n’est pas le plus adapté pour évaluer I'impact d’'une immunothérapie seule et de
son mécanisme d’action (Winograd et al. 2015)(Steele et al. 2016)(Daley et al. 2017b)(Lu et
al. 2017). Hormis la puissante immunosuppression, il existe une relative hétérogénéité dans
le développement des lésions cancéreuses et ensemble ces paramétres suggerent qu'il sera
trés difficile de préjuger de l'efficacité de '1G3 seul dans ce modéle. La mise en place d’'un
modele murin reconstitué par des PBMC humains permet de contrdler précisément le taux
de LTreg et ainsi d’évaluer I'impact de notre immunothérapie sur une seule composante de
'immunosuppression et au final de pouvoir proposer ultérieurement la stratégie combinatoire

la plus efficace dans le modéle KC ou KPC et chez 'lhomme.

D’autres cibles potentiel du 1G3 dans le cancer du pancréas ?

Nous avons discuté du potentiel de cette immunothérapie en montrant sa capacité a
restaurer I'immunité anti-tumorale via l'inhibition de Il'activité suppressive des Treg. Tres
récemment, il a été montré, dans le cancer du pancréas, que d’autres populations
immunitaires pouvaient inhiber la réponse anti-tumorale via la Gal-9. Ansi, il a été montré
récemment que d’une fagon inhabituelle, les Tyd (T y&T), représentant jusqu'a 40 % des
TILs dans ce contexte, agissent comme des régulateurs centraux de I'activation des cellules
T effectrices via leur forte expression de point de contrdle immunitaire, PD-L1 et Gal-9. En
outre, il a été décrit que le blocage ou I'épuisement des Tyd conduit a 'augmentation (i) de
Iinfiltration tumorale par les lymphocytes afT et a (ii) la polarisation Thl des TILs.
L'utilisation d’un anticorps ciblant la Gal-9 a conduit a la prolifération des cellules T CD4" et

CD8’, ralentissant ainsi la progression tumorale. Fait intéressant, il a été montré que les T yd
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infiltrants expriment FOXP3" alors que I'on ne retrouve pas ce phénotype en condition
normal. La forte expression du TGF-B dans le microenvironnement tumoral pourrait induire
I'expression de FOXP3 et conférer un phénotype régulateur pro-tumorale chez les T yoT

dans ce contexte.

Il a également été montré dans une autre étude que la Gal-9 est un ligand fonctionnel
de la dectinel, une lectine de type C exprimée sur les macrophages et décrite dans la
défense antifongique. Les auteurs ont trouvé que linteraction Gal-9/Dectin-1 induisait la
transformation des macrophages infiltrants en macrophage tolérogéne de type M2 (Daley et
al. 2017b). Ansi, on pourrait supposer que les M2, les Tyd pourrait étre de nouvelles cibles

pour notre Ac anti-Gal-9.

Quelle stratégie combinatoire peut-on proposer dans PADKP et quel serait la place
d’un anti-Gal-9 dans une telle stratégie ?

Les immunothérapies ciblant les points de contrdles immunitaires, comme le CTLA-4
ou PD-1 provoquent des réponses objectives dans de nombreux types de tumeurs y compris
dans des cancers considérés comme non-immunogenes (Borghaei et al. 2015; Weber et al.
2015). Dans 'ADKP, seulement 1 patient sur 27 a répondu a lipilimumab (anti-CTLA-
4)(Royal et al. 2010b) et 0 patients sur 14 ont eu une réponse objective a l'anti-PDL-1
(Brahmer et al. 2012b) malgré la surexpression de PD1 et de CTLA-4.

Il est régulierement décrit que la surexpression de PD-1 ou du CTLA-4 ne permet pas
de prédire la réponse a une immunothérapie. En revanche, les meilleures réponses aux anti-
PD-1 et aux anti-CTLA-4 ont été obtenues dans des tumeurs solides (mélanomes et cancers
pulmonaires) caractérisées par un nombre élevé de TILs avant le traitement (Taube et al.
2014). Dans I'ADKP, au fur et & mesure que les Iésions pancréatiques progressent, le taux
de lymphocytes T CD8+ infiltrant diminue alors que celui des Treg augmente (Hiraoka et al.
2006). Ainsi 'ADKP, est couramment considéré comme un cancer peu immunogéne malgré
la forte expression de CTLA-4 et de PD-1 (Zhang et al. 2017; Loos et al. 2008). On peut
donc expliquer I'échec des anti-PD-1 et des anti-CTLA-4 dans ce contexte non pas, par
labsence de reconnaissance et d’activation du Sl sur les cellules, mais par une
autorégulation excessive et un micro environnement trés immunosuppressif. Cette théorie
est parfaitement corrélée avec la forte prévalence de leucocytes immunosuppresseurs (Treg,
MDSC, M2) et avec la surexpression des molécules co-inhibitrice (PD-1, CTLA-4, LAG-3,
Tim-3) qui témoigne d’une réaction immunitaire sous-jacente. Cette observation est
fondamentale car elle suggére que le Sl n'est pas ignorant de ’ADKP mais est instruit par la
tumeur de ne pas l'attaquer. L’échec des monothérapies dans 'ADKP est le témoin direct
d’'une immunosuppression multifactorielle qui ne peut pas étre levée par linhibition d’'une

seule composante. Il est donc nécessaire de pouvoir définir une stratégie combinatoire
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s’articulant autour de trois axes majeurs de I'activation lymphocytaire : (i) stimuler I'immunité

adaptative (ii) briser la tolérance systémique et (iii) augmenter I'immunogénicité tumorale.
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Figure 22 : Mécanismes des immunothérapies dans 'ADKP (Morrison et al. 2018)
Représentation graphique de la réponse immunitaire dans I'ADKP indiquant ou chaque type

d'immunothérapie agit. F : fibroblaste ; MDSC : cellules myéloides suppressives, M@ : macrophage ;
DC : cellule dendritique, CD8 : LT CD8 ; CD8 ex : LT CD8 épuisée.
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Ainsi, comme nous l'avons vu tout au long de ce manuscrit, de nombreuses
immunothérapies permettent de stimuler 'immunité adaptative, c’est le cas des anti-PD-
1/PD-L-1, des anti-CTLA-4 mais aussi de l'anti-Gal-9, de I'anti-TIM-3, de I'anti-LAG-3 et de
lanti-TIGIT. Toutes ces thérapies peuvent étre théoriguement combinées entres elles mais
le choix doit étre réfléchi en fonction de deux parametres : La tolérance et I'orientation de la
RI.

Concernant la tolérance il a été observé une tres forte toxicité lors de I'association
d’un anti-CTLA-4 et d’'un anti-PD-1. Cette toxicité est majoritairement attribuable a I'activation
anarchique des LT puisque cette stratégie brise dans un premier temps la tolérance
périphérique (anti-PD-1) et facilite I'activation précoce des lymphocytes T naifs (anti-CTLA-4)
dans un deuxiéme temps. Afin de limiter la toxicité, il est nécessaire d’évaluer des
combinaisons agissant sur les stades tardifs de I'activation lymphocytaires et d’éviter une
activation précoce des lymphocytes T. Concernant la Gal-9 elle est peu ou pas exprimé a
I'état basal et son expression est bien induit dans un état inflammatoire. A l'inverse des
modeéles murins CTLA-4 KO, les modéles murins Gal-9 KO ne présente pas de signe majeur
de toxicité. Ensemble ces données suggerent un bon profil de tolérance pour I'anti-Gal- 9.
L’autre point crucial a évaluer est la fagon dont nous voulons réactiver la réponse immune.
Deux stratégies sont possibles et complémentaires :« activer les effecteurs » et « inhiber les
inhibiteurs ». Ainsi, il est vraisemblable d'imaginer qu’une immunothérapie anti-Gal9 dans le
contexte de 'ADKP permettra, de briser I'inhibition médié par les Treg, et de réinstaller la
réponse immune. Il est logique de supposer que la force de cette immunothérapie serait sa
complémentarité avec les anti-PD1 en permettant dans un premier temps le déverrouillage
du Sl via I'anti-Gal-9, et dans un second temps un « boost » de la réponse immune via un
anti-PD1. L’association avec un anti-Tim-3, LAG-3 ou TIGIT pourrait étre discuté au cas par
cas en fonction de l'infiltrat lymphocytaire et des données de toxicité. Au stade actuel, il est
nécessaire de maitriser 'impact de ces immunothérapies sur le S| pour comprendre
comment elles modulent la réponse dans la tumeur et définir ainsi la meilleure stratégie

combinatoire.

Enfin, étant donné la redondance des voies de I'immunosuppression et le réle majeur
des M2 et des MDSC, il semble nécessaire de compléter les stratégies d’activations
lymphocytaires avec des stratégies ciblant plus spécifiquement les M2 et les MDSC (anti-
CCR2, antiCD40, iCSF1R). De facon intéressante les données récentes de la littérature
suggerent qu’un anti-Gal-9 pourrait neutraliser I'activité suppressive des M2 et des MDSC
(Daley et al. 2017b; Zambirinis et al. 2016).

Au-dela des stratégies de réorientation des acteurs de 'immunité il est nécessaire de
créer un microenvironnement favorable a la réponse immune. L’importance du métabolisme

tumorale est de plus en mis en avant pour expliquer le phénotype immunosuppressif des
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leucocytes dans certaines tumeurs. La consommation en tryptophane, la production de
lactate et de kynurénine via les enzymes IDO/TDO2 ou les surexpressions des canaux
transporteur de lactate : MCT1 joue un role direct dans 'immunosuppression. Les premiers
essais avec les inhibiteurs d’IDO dans d’autres types de cancers ont montré une trés bonne
tolérance et suggérent un effet synergique avec les anti-PD-1. En association avec les
stratégies combinatoires ces inhibiteurs peuvent agir comme des adjuvants
d'immunothérapies pour créer un microenvironnement favorable en levant

immunosuppression systémique.

Enfin, il est nécessaire de faciliter I'orientation de la réponse immune vers les cellules
tumorales. L'utilisation concomitante d’une stratégie combinatoire avec des vaccins ciblant
des antigénes tumoraux (MUC1, mesotheline, CEA, Ras) permettrait de focaliser la réponse
immune sur les cellules tumorales. Ces vaccins ont montré un profil de tolérance favorable
mais une efficacité limitée. En effet, il a été montré chez ces patients pré-traités ou en
progression la présence d’amas lymphocytaires inactivés. Ces données fournissent un
puissant rationnel pour évaluer une stratégie combinatoire d’inhibiteurs de checkpoint dans

les protocoles de vaccination et espérer ainsi restaurer la RI.

Quel est la place des stratégies actuels de radio-chimiothérapie avec
I'immunothérapie ?

Dans un premier temps I'avénement de I'immunothérapie a semblé concurrencer la
chimiothérapie. Comment combiner des stratégies de chimiothérapies le souvent
extrémement lymphodéplétive avec des immunothérapies ? Récemment des études ont
montré que certaines chimiothérapies, en particulier les anthracyclines (doxorubicine,
mitoxantrone etc.) mais aussi le cyclophosphamide et I'oxaliplatine, sont capables d’induire
une mort cellulaire dite « immunogénique ». Cette mort cellulaire se caractérise par un haut
potentiel d’activation du S| notamment via le relargage ou I'exposition de DAMPs (HMGB1,
ATP, calréticuline etc.). De fagon trés intéressante le Livatag ®, une formulation
nanoparticulaire de doxorubicine, est actuellement évalué dans I'ADKP humain. Le
laboratoire Onxeo, qui commercialise le Livatag ®, affirme avoir montré qu’en combinaison
avec des inhibiteurs de « check point », il présente une efficacité combinée supérieure a
celle de chacun des deux agents seuls dans des modeles orthotopiques murins de cancer
du pancréas (France et al. 2017). Ainsi, I'association de chimiothérapie peut faciliter

I'activation et I'orientation de la Rl comme pourrait le faire la vaccination.

Cette notion de mort immunogéniques fait également évoluer la facon de percevoir la
radiothérapie. En effet, doit-on irradier massivement pour détruire les cellules tumorales ou
doit-on procéder a une irradiation douce afin de ne pas dénaturer les antigenes et faciliter la

réponse immune lors de l'utilisation d’immunothérapie ?
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Depuis l'avénement des ICI, l'étude de limpact des différentes stratégies
d’irradiations sur la RI anti-tumorale semble indispensable pour offrir les meilleures
stratégies d’irradiation aux patients. Ainsi, 'étude RADVAX évalue actuellement un protocole

de radiothérapie hypo fractionnée en combinaison avec le pembrolizumab dans 'ADKP.
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APRES-PROPOS

Jusqu’a aujourd’hui le seul traitement curatif du cancer était la chirurgie, la
chimiothérapie cytotoxique étant le plus souvent un traitement palliatif. L'immunothérapie est
un bouleversement dans le sens ou elle est la seule a pouvoir offrir des réponses durables.
Cette nouvelle approche thérapeutique est non seulement élégante mais pourrait également
devenir « universelle ». Cependant, les résultats spectaculaires sont a pondérer par
'absence totale de réponse d'un grand pourcentage de patients. Il est nécessaire de
comprendre « pourquoi » certains patients répondent et d’autres non. Bien que des
hypothéses soient formulées, il est aujourd’hui impossible d’identifier précisément les
populations qui répondront ou non a 'immunothérapie. Les données massives fournies par
la multiplication des essais cliniques, les nouvelles méthodes de séquencage et de
spectrométrie devraient permettre de répondre a ces questions. Jaimerai également
souligner qu’au méme titre que I'immunothérapie, les travaux sur le métabolisme des cellules
tumorales prennent aujourd’hui une ampleur considérable et ouvre peut-étre la voie a de
nouvelles approches dans le traitement du cancer.

Le pharmacien en tant que responsable des médicaments qu'il délivre doit pouvoir
informer a I'hépital mais aussi en ville autour de ces médicaments en passe de devenir des
« standards ». En outre, ces nouveaux traitements innovants qui semblent loin de la réalité
du comptoir de l'officine sont en fait tres présents. Par ailleurs, la chronicisation du cancer
souleve la question de la gestion des effets indésirables a moyen et long terme. Le
pharmacien en tant que spécialiste du médicament est parfaitement légitime pour
communiquer sur les effets secondaires liés a une immunothérapie. Le développement des
systemes de communication et de partage avec le médecin spécialiste va

vraisemblablement se renforcer dans les années a venir.

Les stratégies combinatoires vers une toxicité financiére ?

Le développement rapide des connaissances et les applications cliniques qui en
découlent doivent conduire la réflexion du « juste prix de I'innovation et des traitements » au
cceur de la société. Il s’agit d’'une vraie décision de santé publique et en ce sens le
pharmacien doit un étre un acteur incontournable dans ce débat.

En quelques chiffres, pres de 1 francais sur 20 ont eu ou vivent avec un cancer. Le
colt des médicaments anticancéreux était estimé a 3,2 milliards d’euros en 2017 et le
surco(t attendu lié aux nouveaux traitements anticancéreux est estimé entre 1 a 1,2 miliiards
par an (Ifrah et al. 2017). Brievement en France, pour un nouveau médicament, la
Commission de la transparence (CT) au sein de I'Haute Autorité de santé (HAS) juge d’une
part le service médical rendu (SMR) qui évalue les propriétés intrinseques du médicament et
d’autre part 'amélioration du service médical rendu (ASMR). L’avis de la CT est transmis au

ministre de la Santé qui prend la décision de suivre ou non l'avis rendu par le CT pour le
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remboursement (Guillot 2017). En fonction de TASMR, le Comité économique des produits
de santé (CEPS) va fixer le prix du médicament par rapport & celui des concurrents déja
existants.

Aujourd’hui le colt d’un traitement par ipilimumab dans le traitement du mélanome
métastatique, est de 56 000 € par patient (quatre perfusions). Les inhibiteurs de PD-1 ont
une durée de prescription non-limitée sauf par I'échec thérapeutique ou lintolérance. Le
pembrolizumab, anti-PD-1 utilisé actuellement dans le mélanome ou le cancer du poumon,
colte prés de 84 000 € par an pour un malade (Ifrah et al. 2017). Les prochaines années
pourraient étre marquées par (i) 'approfondissement des stratégies d'immunothérapies
(CAR-T, vaccins, nouveaux inhibiteurs de « checkpoint », inhibiteurs d’IDO, activateurs
d’APC, agonistes de costimulation), (ii) 'extensions des indications, (iii) des associations et
(iv) de nouvelles localisations tumorales. En paralléle ces traitements sont de plus en plus
couteux, a titre d’exemple la stratégie par transfert adoptif de CAR-T, trés efficace en
hématologie, est actuellement commercialisée a 400 000 euros. Il est donc difficilement
envisageable pour I'Etat de pouvoir supporter (i) 'augmentation considérable des prix, (ii)
'extension des indications (iii) la généralisation de stratégies combinatoire et (iv)

'augmentation de la durée du traitement (chronicisation des maladies autrefois mortelles).

La recherche contre le cancer est un domaine trés dynamique dans lequel la
compréhension de la physiopathologie embraye rapidement sur l'utilisation clinique de
stratégie thérapeutique. Ainsi, I'lnca a recensé 89 molécules anticancéreuses susceptibles
de recevoir une AMM et un remboursement dans les deux prochaines années (Ifrah et al.
2017). Il s’agit donc de permettre I'accés de ces stratégies innovantes dans un contexte de
« contrainte forte sur les comptes sociaux » (Desclerc-Dulac et al. 2016). Il y a toujours eu
des traitement colteux et innovants mais il existait un équilibre qui permettait a tous les
patients d’étre traités. Une analyse du systéme de santé de plus 190 pays publiée en 2016
dans le journal « The Lancet » soulignait que la France était 'un des seuls pays au monde a
conjuguer a la fois I'excellence de l'accés aux nouveaux médicaments et I'excellence de la
prise en charge social (Barber et al. 2017). Aujourd'hui, l'arrivée massive de traitements
innovants met réellement en danger I'égalité d'accés aux traitements en France. Fort
heureusement, les pays de 'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement
Economiques : 35 Pays, 20 % de la population mondiale) représentent 80 % du marché des
industries pharmaceutiques et I'Europe constitue 25 % de ce marché, laissant ainsi la place
pour la négociation (Desclerc-Dulac et al. 2016). Afin d'éclairer la situation dans le cancer,

prenons I'exemple récent du Sovaldi dans le traitement de I'hépatite C.

Le prix du Solvadi a été fixé a 41 000 € pour trois mois de traitement pour une
pathologie qui touche prés de 300 000 personnes en France. Selon certaines associations

ce consensus a été fait au mépris de I'égalité d'accés aux soins. En effet seul les patients au
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grade de fibrose la plus élevée, ont pu accéder au traitement et c'est seulement sous la
pression d'associations qu'un arrété ministériel a permis 1 an plus tard d'élargir le cycle des
potentiels bénéficiaires. La question posée par Madamme Desclerc-Dulac, co-présidente du
Collectif Interassociatif Sur la Santé (CISS) est alors « Doit-on sélectionner les malades pour
que la dépense reste compatible avec la contrainte budgétaire ? ». D’aprés la ministre de la
santé « les patients doivent avoir accés aux traitements dont ils ont besoin y compris les plus
innovants sur I'ensemble du territoire et sans avoir a se soucier des questions financiéres »
(MS Touraine, 2017). L’instauration du statut d’ATU (Autorisation Temporaire d’Utilisation)
pour certains médicaments a permis d’assurer jusque-la lI'accés a des meédicaments
innovants. Malgré cela il n’existe pas, aujourd’hui, de consensus sur la question du juste prix
de l'innovation (MS Touraine, 2017) et 'exemple du Solvadi illustre la menace que ces prix

tres élevés représentent pour l'accés universels aux soins en France.

Les industries pharmaceutiques leader dans l'onco-immunologie comme Novartis,
BMS, Merck et Roche semblent particulierement impliguées dans l'accessibilité aux
médicaments en France et se définissent eux-mémes comme des « acteurs de santé ».
Ainsi l'objectif clairement affiché de Roche est que « les patients en France continuent a
avoir accés aux médicaments dont ils ont besoin ». BMS au travers de sa fondation finance
des projets « scientifiques et philanthropiques au service du patient dans le domaine de
l'immuno-oncologie ». Toutes les conditions semblent donc étre réunies pour que les
industries pharmaceutiques et I'Etat trouvent les solutions nécessaires pour maintenir les
meilleurs traitements et I'égalité de I'acces aux soins en France. Il s'agit donc de trouver des
solutions pour permettre aux patients d’avoir acces a des thérapies, certes trés innovantes,

mais qui malheureusement sont loin d’avoir une efficacité chez tous les patients.

Proposition 1: En France le QALY (quality-adjusted life year, « année de vie pondérée par
la qualité ») n’est presque pas utilisé comme moyen de régulation a cause de la fragilité des
analyses microéconomiques. Dans certains pays, le QALY est clairement identifié et permet
d'imposer une limite au-dela de laquelle le prix serait insupportable pour la collectivité
(autour de 50 000 € par an en Angleterre et de 50 000 & 100 000 € par an aux Etats-Unis. Le
CEPS en partenariat avec les différentes industries pharmaceutiques et I'HAS pourrait définir
un budget par pathologie sur la base du QALY rapporté au PIB. Il est actuellement évalué la

possibilité de créer une agence européenne de fixation des prix.

Proposition 2 : Plusieurs associations et notamment La Ligue contre le cancer demandent
que les codts soient alignés sur le colt réel de la recherche dépensée par les laboratoires et
cette possibilité semble déja avoir I'accord du LEEM (Les Entreprises du médicament). En
effet, il est contestable d’'imputer les frais de recherche sur le prix du médicament lorsque

investissement du laboratoire consiste uniquement a racheter la licence. C’est le cas par
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exemple du paclitaxel qui est issu de la recherche du National Cancer Institute aux Etats-

Unis ou du docétaxel issu de la recherche du CNRS en France.

Proposition 3 : Aujourd'hui, le prix est fixé en fonction de l'intérét social et pas du colt de
production. Il est en effet nécessaire de récompenser un produit utile a la société méme
s'il cote moins cher a produire. Dans le cas précis de I'immunothérapie, comment fixer le
prix d'un médicament, inefficace en monothérapie, mais trés efficace en association avec
une autre immunothérapie ? Les valeurs d'efficience d'un médicament peuvent étre trés
différentes selon les indications, les populations et les associations. Il serait donc judicieux

de pouvoir négocier les prix par indications.

Proposition 4 : Une solution qui semble particulierement discutée dans le cancer serait la
mise en place d'un remboursement conditionné a l'efficacité individuelle. Cette derniere
mesure permettrait aux patients d'accéder a l'innovation thérapeutique tout en maitrisant les
colts.

Les arguments les plus faciles pour baisser le colt des médicaments seraient
d'expliquer que les industries pharmaceutiques se portent bien, gu'elles enregistrent plus de
bénéfices (112 milliards en 2016) que les industries du pétrole (110 milliards) et du luxe (20
milliards). Bien que les industries pharmaceutiques se définissent comme des acteurs
majeurs de la santé, elles restent des entreprises avec des objectifs de rentabilité
économique. Comme le souligne Pierre-Yves Geoffard, directeur de la Paris School of
Economics, les industries pharmaceutiques générent de Tlinformation et tentent
régulierement de convaincre les différents acteurs que leurs médicaments sont utiles et
efficaces en dépensant une trés grande partie de leur chiffre d'affaire dans le marketing.
Ainsi en 2013, sur 50 milliards de dollars de revenus, Roche consacrait 18 milliard de dollars
a une activité de production et de diffusion de l'information.

En fait, il n'y a aucun intérét a opposer lindustrie pharmaceutique a ses
contradictions car nous avons besoin de leur puissance financiére pour une partie de la
R&D, et pour préserver la qualité des médicaments disponible en France. Par ailleurs il est
clairement reconnu que la solvabilisation des soins en France est une source de dynamisme
et de richesse qui permet également un développement du pays sur le plan social et
économique (MS Touraine, 2017).

En revanche, les prix récemment demandés par les industriels pour certains
traitements innovants ont interpellé la communauté médicale, la société civile et I'opinion
publique. Le probleme de I'accés aux soins et ainsi remonté lors des discussions du G7. En
France, cette prise de conscience publique a conduit les responsables politiques a confirmer
en 2017 leur attachement au principe d'acces universel aux médicaments. Le Conseil
Economique, Social et Environnemental (CESE) par I'intermédiaire de Catherine Pajares y

Sanchez et Christian Saout explore « les voies et moyens de sauvegarder ce modéle qui
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constitue un des piliers de la cohésion sociale et de I'égalité en France ». lls ont notamment
fait un certain nombre de propositions qui relévent d'une régulation européenne ou
internationale pour sauvegarder a la fois une juste rémunération de l'innovation et un acces
aux nouveaux traitements (Pajares y Sanchez & Saout 2017). Les propositions mettent
également en avant la nécessité de rendre public les négociations et de les ouvrir aux

patients et aux professionnels de santé.

Le pharmacien doit participer activement a ce débat pour pouvoir continuer de
fournir aux médecins et aux patients les meilleurs outils thérapeutiques. Enfin,
I’évolution nous a doté d’un systéme de défense extraordinairement puisant garant de
notre intégrité biologique. L’immunothérapie nous rappelle le réle crucial du Sl dans
sa capacité a prévenir le développement du cancer, cependant les déréglements de ce
systéme sont prévisibles au-dela d’un certain age. Le Sl est a mon sens notre meilleur

outil de prévention du cancer, il est donc a préserver.
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