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l. Introduction

A. Le cancer, ou en sommes-nous ?

Le cancer est une maladie ancrée dans I'histoire de 'humanité avec des mentions
datant de 'Egypte antique. Il fallut attendre les descriptions d’Hippocrate pour donner
un nom a cette pathologie, I'analogie morphologique des tumeurs a celle du crabe
aboutit au nom de cancer. Déja a cette époque, la chronologie de lintervention
thérapeutique était importante, le docteur grec préconisait une prise en charge rapide
pour espérer une guérison. Galien a été a 'origine d’'une des premiéeres définitions du
cancer qui était considéré comme un exces d’humeur, notamment de la bile noire qui
se solidifiait. Le traitement préconisé était la dissolution de cette masse ou bien

I'excision compléte.

C’est au Moyen-Age que la notion de rechute est apparue, Henri de Mondeville pointait
la difficulté de guérir du cancer et dont I'un des traitements les plus efficaces était
I'excision dans l'intégralité de la masse. Cependant, il a souligné que si cette derniéere
n’était pas compléte alors la maladie réapparaissait. Ainsi, la rechute aprés chirurgie
venait d’étre décrite.

C’est au XIX®™e siécle avec I'avénement du microscope que I'anatomiste Johannes
Peter Muller décrivit une tumeur comme étant constituée de cellules, bouleversant les

structures tissulaires et pouvant récidiver et tuer.

Aujourd’hui, 'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le cancer comme étant
des cellules anormales qui se développent de maniére incontrdlée et se répandent au-
dela de leurs limites habituelles pour envahir des régions voisines du corps et/ou se

propager a d’autres organes.

Grace a des techniques de diagnostic plus précises et a cause d’'une augmentation
constante de la population mondiale, lI'incidence du cancer dans le monde a atteint
prés de 20 millions de nouveaux cas en 2020. Cette méme année, le cancer a éteé la
cause de 10 millions de déces, correspondant a pres d’un déceés sur six dans le monde.
L'OMS estime qu’en 2040, I'incidence du cancer sera de 30 millions de nouveaux cas
et sera la cause du déces de 16 millions de personnes.
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Ainsi le cancer est un probléme de santé publique majeur et le sera probablement

dans les années a venir avec un poids sur la santé mondiale de plus en plus important.

Outre I'impact sur la santé, le cancer pése énormément sur I'’économie mondiale. En
2023, une étude menée par 'TESMO (European Society for Medical Oncology) estime
que les pertes économiques générées entre 2020 et 2050 par le cancer seront de 25
trillions de dollars [1].

En France, en 2021, l'Institut National du Cancer (INCa) estime les dépenses
hospitaliéres associées au diagnostic, traitement et suivi des pathologies cancéreuses
a 6,3 milliards d’euros, soit une augmentation de 6,6% par rapport a I'année
précédente. Cette dépense va tendre a augmenter avec pour cause, les nouveaux
traitements de plus en plus onéreux et le nombre de patients en constante
augmentation. De plus, une personne sur cing perd son emploi dans les cing ans apres
le diagnostic d’'un cancer et prés d’'une personne sur trois estime éprouver une
dégradation persistante de sa qualité de vie mentale. Ces données démontrent un

impact sociétal pour les personnes ayant ou ayant eu un cancer.

Au vu de ces données, I'oncologie est un domaine de recherche majeur, que ce soit
dans la compréhension physiopathologique du cancer ou dans I'élaboration de
nouveaux traitements. A ce jour, prés de 100 000 essais cliniques sont en cours dans

le monde (www.clinicaltrial.gouv, recherche du mot « cancer » en juillet 2023)

démontrant une effervescence dans le monde scientifique pour élaborer de nouveaux

traitements.

B. Quel arsenal thérapeutique contre le cancer ?

L’ensemble des options thérapeutiques disponible afin de lutter contre les pathologies
tumorales n’a cessé de se développer au cours de I'Histoire (Figure 1). L’évolution des
traitements est marquée par des événements historiques mais également des
découvertes majeures dans les domaines de la biologie et de 'immunologie. A I'aide
de ces avancées scientifiques, les médecins ont eu acces a des thérapies ciblant les
cellules tumorales avec pour point initial la chirurgie avant d’arriver a une médecine de

précision grace a 'immunothérapie.
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Figure 1 : Frise chronologique de I'évolution de I'arsenal thérapeutique dans la lutte contre le
cancer [2].

1. Les premiers traitements historiques

Historiquement, I'un des premiers traitements décrits est I'excision de la masse
tumorale lorsque cette derniére est localisée. Dans le cas contraire, des traitements

palliatifs a base de dérivés du pavot étaient utilisés [3].

La prise en charge du cancer évolue avec la découverte des rayons X a la fin du
XIXéme siécle par Wilhelm Conrad Rontgen [4]. Leur application premiére était pour
le diagnostic, cependant les chercheurs Pierre et Marie Curie décidéerent d'utiliser ces
rayons dans un but thérapeutique aidés par les travaux d’Emil H Grubbé qui fut le
premier a appliquer les rayons X comme traitement contre le cancer du sein [5].

Ces différents travaux posérent les bases de la radiothérapie qui se démocratisa dans
les années 1920 grace aux travaux de Claudius Regaud démontrant qu’un
fractionnement de l'administration des rayons X permettait de réduire les effets
indésirables [6].

Ces deux premiéres options thérapeutiques étaient préconisées pour les stades
précoces avec pour objectif d’éradiquer la tumeur. Cependant, ces traitements étaient
peu efficaces en cas de stades plus avanceés et peu d’options thérapeutiques existaient
en cas d’échecs thérapeutiques.
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2. Les chimiothérapies ciblant TADN

Il faut attendre les années 1940 et la Seconde Guerre mondiale pour voir apparaitre
les premiers agents alkylants. L'un d’entre eux est la moutarde azotée présente dans
le gaz moutarde responsable d’aplasies chez les soldats I'ayant respiré [7]. Le
mécanisme d’action de cette molécule repose sur I'inhibition de la réparation de 'ADN.
L’ADN est composé de deux brins complémentaires constitués d’'une succession de
nucléotides de quatre types : adénosine, thymine, guanine et cytosine. Lors de la
division cellulaire, les brins d’ADN sont séparés et 'ADN polymérase permet de
reconstituer les brins complémentaires. A la fin de ce processus, deux molécules
d’ADN double brins sont synthétisées et réparties dans les cellules issues de la
division.

La cytotoxicité des agents alkylants repose sur la liaison du groupe aziridium de la
molécule sur les guanines créant des liaisons covalentes entre les deux brins d’ADN.
L'apparition de ces liaisons augmente 'encombrement stérique réduisant I'acces a
I’ADN pour les polymérases et empéche la réplication de ’ADN. De plus, ces agents
se lient aux groupes alkyl des bases de '’'ADN ce qui induit des coupures simple et
double brin par les enzymes de réparation de 'ADN et provoque I'apoptose des
cellules.

Le chef de fil de cette classe thérapeutique est le cyclophosphamide qui est moins
toxique que les substances utilisées durant la guerre. La réduction de la toxicité est
liee aux propriétés de la molécule qui a besoin d'étre métabolisée par le foie afin
d’aboutir au métabolite alkylant qui cible les cellules en division. Les cellules tumorales
sont particulierement ciblées par ces molécules a cause de leur forte prolifération
comparée aux cellules saine qui sont moins impactées par les agents alkylants.
D’autres agents alkylants furent développés dans les années 1970 avec notamment

les agents dérivés du platine.

Peu aprés la Seconde Guerre mondiale, une nouvelle classe médicamenteuse fait son
apparition dans l'arsenal thérapeutique antinéoplasique : les antimétabolites. Ces
molécules inhibent la prolifération cellulaire en bloquant la synthése de 'ADN. Le chef
de fil de cette classe est le méthotrexate. Cette molécule inhibe la dihydrofolate
réductase et réduit de ce fait la conversion du dihydrofolate en tétrahydrofolate, ce
dernier étant crucial pour la synthese des base purines (adénosine et guanine) et de
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la thymidine. Ainsi, cette classe thérapeutique empéche la prolifération cellulaire mais

induit également des perturbations métaboliques qui conduisent a la mort cellulaire [8].

L’avénement de la chimiothérapie avec I'ensemble des classes thérapeutiques qu’elle
inclut permet une amélioration de la survie des patients. La compréhension de la
biologie cellulaire tumorale améne a mettre au point de nouveaux composeés ainsi qu’'a
I'élaboration de protocoles thérapeutiques. L'objectif de ces derniers est d’utiliser, en
association, différentes molécules ayant différents mécanismes d’action afin
d’améliorer l'efficacité des traitements. Une réponse antitumorale synergique est
recherchée tout en respectant les seuils de tolérance a ces différentes molécules et
permet de réduire les risques d’apparition de résistance.

L'un des premiers protocoles utilisés est le MOPP, élaboré par I'équipe du Dr De Vita
en 1964, qui associe de la mechlorethamine (agent alkylant), la vincristine (inhibiteur
de topoisomérase, empéchant la prolifération cellulaire), la procarbazine (agent
alkylant) et la prednisone (corticostéroide). L'utilisation de ce protocole dans les cas
de maladie de Hodgkin avancée a permis la rémission compléte chez 80% des
patients traités ainsi que 'absence de symptémes ou rechute chez 60% d’entre eux
[9].

La combinaison de la chimiothérapie avec la chirurgie ou la radiothérapie sert de base
a I'élaboration des protocoles de prise en charge des patients en fonction des
caractéristiques des différentes pathologies.

Cependant ces molécules manquent de sélectivité et provoquent des effets
indésirables hématologiques comme une aplasie [10] nécessitant le développement
d’autres options thérapeutiques.

3. Les inhibiteurs de tyrosine kinase et anticorps monoclonaux

L’amélioration des connaissances en biologie cellulaire et en immunologie a facilité
'appréhension de la genése, la propagation et le traitement des cancers. Cela aboutit
au développement d’'une nouvelle approche thérapeutique appelée thérapie ciblée qui
regroupe de nombreuses classes thérapeutiques.

Grace a l'identification des voies de signalisation moléculaires impliquées dans la
prolifération des cellules cancéreuses, de petites molécules ont été développées. Ces
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dernieres ciblent, pour la plupart, des tyrosines kinases qui sont des enzymes clés
dans la signalisation intracellulaire et les réponses biologiques. Par exemple, I'imatinib
(Glivec®) est une molécule utilisée dans le traitement de la leucémie myéloide
chronique, caractérisée par une translocation a l'origine du chromosome de
Philadelphie. Cette anomalie conduit a la formation d’'un oncogéne nommé BCR-ABL
qui augmente l'activité de la tyrosine kinase ABL impliquée dans la division cellulaire
et amplifie les signaux de prolifération cellulaire. Ainsi les cellules qui présentent cette
anomalie, majoritairement issues de la lignée myéloide, sont sujettes a une
prolifération accrue et constante qui caractérise la leucémie myéloide [11]. L'imatinib
a été synthétisé pour se lier spécifiqguement au domaine kinase de BCR-ABL et induire
un changement de conformation de I'enzyme la rendant inactive [12]. En plus
d’empécher leur prolifération, l'inactivation de cette voie de signalisation induit
I'apoptose des cellules.

Comme dans le cas de I'imatinib, la synthése chimique de ces molécules permet de
moduler leur structure et de cibler spécifiquement les enzymes tyrosine kinases

exprimées par les cellules cancéreuses.

Une autre classe médicamenteuse emblématique des thérapies ciblées est les
anticorps monoclonaux. Ces derniers sont apparus avec le développement des
hybridomes qui consistent en la fusion de lymphoblastes B produisant des anticorps
et une cellule de myélome dotée d’une capacité de prolifération et d'immortalité [13].
Cette technique permet de produire de grande quantité d’anticorps afin de les
appliquer en thérapie.

Parmi les anticorps monoclonaux nous avons le Rituximab qui est dirigé contre le
CD20 indiqué dans le lymphome non-Hodgkinien [14]. Cette pathologie est associée
a une prolifération non régulée de lymphocytes B induisant une défaillance de
'immunité mais également de divers organes en fonction de la localisation. Le CD20
a été defini comme une cible intéressante dans cette pathologie a cause de sa forte
expression a la surface des différents stades de maturation du lymphocyte B et est
restreint a ce type cellulaire. Le CD20 est impliqué dans la régulation du calcium
intracellulaire, du cycle cellulaire, de l'apoptose [15] et semble participer a la
fonctionnalité des lymphocytes B [16]. La liaison de I'anticorps monoclonal au CD20
va induire une cytotoxicité dépendante des anticorps [17] mais également activer la
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voie du complément par agrégation a la surface cellulaire du lymphocyte de la protéine

C1q qui initialise la cytotoxicité liee au complément [18,19].

Jusqu’a présent, les thérapies se sont concentrées sur le ciblage des cellules
tumorales via différentes molécules. L'avancée des connaissances immunologiques
permet de développer de nouveaux traitements qui vont supporter le systéme
immunitaire. Un ensemble de traitement est alors développé et regroupé sous le nom
d'immunothérapie, nous nous concentrerons sur les inhibiteurs des points de contréle

immunitaire et les cellules chimeric antigen receptor T (CAR-T).

4. Les inhibiteurs des points de contréle immunitaire

Le début des années 2000 a été marqué par la découverte des points de contréle
(checkpoint) immunitaires parmi lesquels PD1 et CTLA4 [20,21]. Ces molécules sont
exprimées par les cellules immunitaires afin de réguler et contrdler la réponse immune
[22-24]. Le PD1 interagit avec son ligand PDL1, exprimé a la surface des cellules du
« soi » qui par définition ne sont pas ciblées par le systéme immunitaire [24]. Cette
interaction diminue I'expression de facteurs de transcription comme GATA3 et aboutit
a l'inhibition les fonctions effectrices des lymphocytes ainsi que de leur prolifération
[25].

Le CTLA4 a un mécanisme d’action différent, ce récepteur est exprimé par les cellules
immunitaires ainsi que par cellules du « soi » [26], il interagit avec le ligand du CD28
avec une meilleure affinité que ce dernier [26,27]. En plus de ces propriétés
d’antagonistes, le CTLA4 est capable d’internaliser les ligands du CD28 exprimés sur
les cellules présentatrices d’antigéne empéchant I'interaction de ces derniers avec leur
récepteur [28]. Afin d’étre activé et fonctionnel, les lymphocytes T CD8 ont besoin de
trois signaux : interaction avec I'antigéne cible, induction des voies de costimulations
(CD28, 4-1 BB) et la présence de cytokines qui orientent la réponse immunitaire [29].
Ainsi, en empéchant l'interaction avec le CD28, le CTLA4 empéche la mise en place
du second signal d’activation, ce qui conduit a un état anergique des lymphocytes T
CD8 [30,31].

L'étude des mécanismes d’échappement tumoral aux traitements a permis d’observer
que la forte expression de PD1 et/ou CTLA4 est de mauvais pronostic et constitue une

source de reésistance aux différentes options thérapeutiques [32,33]. Cette
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surexpression inactive les lymphocytes avoisinant les cellules tumorales et empéche
la mise en place de la réponse immunitaire contre ces derniéres. L’identification de ces
mécanismes de résistance a abouti au développement des inhibiteurs de checkpoint
immunitaires (ICl).

Cette classe thérapeutique a pour mécanisme d’action l'inhibition des checkpoints
immunitaires précédemment décris a I'aide d’anticorps monoclonaux. L'utilisation de
ces traitements Iéve les mécanismes immunosuppresseurs tumoraux et soutien la
réponse immunitaire antitumorale. Ces anticorps vont se lier aux CTLA4 ou PD1 et
empécher leur interaction avec leurs ligands [34,35].

Ces thérapies montrent une efficacité notable dans différents cancers comme le
cancer du poumon ou le mélanome, qui sont deux cancers répandus, avec 20% [36]
et 36% [37] de rémission compléte obtenue respectivement. Cependant, selon les
cancers, le taux de rechute peut atteindre 58% [34].

En dépit de bons résultats, ces traitements présentent des effets indésirables non
négligeables comme des atteintes pulmonaires, cutanées et digestives liés a 'absence

de régulation de la réponse immunitaire [38,39].

Malgré le développement de nouvelles options thérapeutiques au cours de I'Histoire,
aucun traitement n’est efficace chez tous les patients. Face a des maladies en
constante progression et a la biologie complexe des tumeurs, le développement de

nouveaux traitements efficaces reste une priorité de recherche.

En 2017, la Food and Drug Administration (FDA) autorise I'utilisation d’un traitement
appelé cellules CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T) dont I'indication est la leucémie
aigué lymphoide. Ce nouveau type de traitement apporte de nouveaux espoirs dans

la lutte contre les cancers.
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II. Les cellules CAR-T, le traitement tant attendu dans
la lutte contre le cancer ?

A. Quel-est leur mécanisme d’action ?

Le concept de cellules CAR- T est apparu a la fin des années 1990 avec les travaux
du Professeur Zelig Eshhar. Les lymphocytes T percoivent les antigénes sous forme
de peptides associés a une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
exprimée par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) [40]. La reconnaissance de
ce complexe peptide/CMH permet d’induire une réponse immunitaire spécifique d’un
antigéne tout en évitant des réactions auto-immunes [29]. Au cours de leur
développement, les lymphocytes T sont sélectionnés afin de ne pas générer de
cellules auto-réactives. Les cellules capables de reconnaitre le complexe formé de
peptides endogénes non pathogénes, dits du « soi », associés au CMH sont éliminées
[41]. Ala suite de cette sélection, tout complexe composé d’antigéne étranger et d’'une
molécule de CMH sera reconnu et activera une réponse immunitaire [40,42]. En
fonction de son origine, 'antigéne ne sera pas présenté de la méme maniére (Figure
2). Un antigéne exogéne sera pris en charge par des molécules de CMH de type Il et
sera présenté aux lymphocytes T CD4 afin d’orchestrer la réponse immunitaire [40,42].
Si l'antigéne étranger est produit par une cellule du « soi », par exemple en cas
d’infection virale, il sera associé a une molécule de CMH de type | et activera les
lymphocytes T CD8 pour induire une cytotoxicité immeédiate [40,42].
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Figure 2 : Systéme de présentation des antigénes endogénes ou exogénes aux lymphocytes.
Adapté de [42]. Fig2A. Systeme de présentation de I'antigéne aux lymphocytes T CD8. Le
virus ou l'antigéne tumoral est dégradé en peptides antigéniques qui sont associés a la
molécule de CMH | dans le réticulum endoplasmique. Le complexe est exporté a la membrane
et sera reconnu par le lymphocyte T CD8. Fig2B. Systéeme de présentation de I'antigéne aux
lymphocytes T CD4. L’antigene exogéne est endocyté par la CPA, puis dégradé en peptide
dans I'endosome. Le réticulum endoplasmique produit des vésicules contenant la molécule de
CMH I, cette vésicule fusionne avec I'endosome et permet la formation du complexe CMH-
peptide. Le complexe est exporté a la membrane pour étre présenté aux lymphocytes T CDA4.

Les cancers sont, a I'origine, des cellules saines qui vont proliférer de maniére non
contrélée a cause de mutations. Cette instabilité génétique, conduit a I'expression de
nouveaux antigénes qui sortent du répertoire du « soi », ces néo-antigénes sont
associés a une molécule de CMH de type | [42]. Le complexe est reconnu par les
lymphocytes T CD8 et induit une réaction antitumorale. Afin d’échapper au systéme
immunitaire, les cellules tumorales réduisent I'expression des molécules de CMH afin

de ne plus étre détectées par les cellules du systeme immunitaire [43,44].
En se basant sur cette observation, I'équipe du Professeur Eshhar modifia

génetiquement des lymphocytes T afin de les rendre indépendants du CMH, ces
cellules sont appelées T-bodies [45], ancétres des cellules CAR-T.
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L'objectif de cette modification génétique est de permettre aux lymphocytes T de

reconnaitre 'antigéne cible indépendamment du CMH [29,45].

Pour cela, un géne synthétique est inséré dans le génome du lymphocyte T gréace a
I'utilisation de rétrovirus. Via la machinerie cellulaire, le géne synthétique sera exprimé

par la cellule [46] (Figure 3).
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Figure 3 : Principe d’insertion d’un gene d’intérét (vert) dans le génome cellulaire (rouge) a
I'aide d’'une particule virale [46]. Le virus contenant la séquence génétique d’intérét perd son
enveloppe lors de l'infection de la cellule. LARN est rétrotranscrit en ADN et sera inséré
dans le génome. Dans le cas des cellules CAR-T, le fragment d’ADN codant pour le CAR est
apporté par un rétrovirus et est inséré dans le génome des lymphocytes T.

Dans le cas des cellules CAR-T, le géne d’intérét code pour un récepteur synthétique
constitué d’'une partie extracellulaire dont la fonction est de reconnaitre 'antigéne cible,
d'une partie transmembranaire permettant d’ancrer le récepteur a la membrane
cellulaire et d’'une partie intracellulaire permettant la mise en place de voies de
signalisation [47] (Figure 4).

L'un des objectifs des cellules CAR-T est de reconnaitre spécifiquement les cellules
tumorales. Pour cela, la partie extracellulaire du récepteur est composée du fragment
variable d’'un anticorps [47]. L'une des particularités des anticorps est de reconnaitre
un antigéne de maniére spécifique et indépendante du CMH. Cette spécificité est due
a leur région variable générée par des mutations aléatoires qui permettent a un
anticorps de reconnaitre un seul antigéne [48]. Ainsi, en exploitant cette région variable
comme site de reconnaissance de l'antigéne cible, la cellule modifiée pourra

reconnaitre et étre activée par un unique antigéne.
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Figure 4 : Structure du récepteur CAR [47]. Le domaine extracellulaire est composé d’'une
chaine variable légére et lourde similaire dérivées d’un anticorps qui assure la spécificité et la
forte affinité pour I'antigéne cible. Un domaine transmembranaire permet d’ancrer le récepteur
a la membrane cellulaire. La partie intracellulaire assure l'activation de la cellule lors de la
reconnaissance de l'antigéne cible, elle est classiquement composée d’'un domaine de
costimulation (CD28 ou 4-1BB) et de la chaine zéta du CD3.

L'interaction entre le récepteur et I'antigéne cible induit un signal qui permet d’activer
les fonctions effectrices de la cellule CAR-T. Le domaine du CAR qui assure la
transduction du signal est composé d’'une séquence qui code pour le domaine
intracellulaire du récepteur coactivateur, le CD28 ou le 4-1BB et du domaine de
signalisation CD3( intracellulaire. Ces deux éléments ont été décrits comme ayant un
réle crucial dans I'activation du lymphocyte T lors de la reconnaissance de I'antigéne
au sein du complexe antigéne/CMH [49].

Grace a la composition génétique du CAR, les cellules CAR-T réunissent deux des
trois signaux nécessaires a l'activation d'un lymphocyte T avec la stimulation
antigénique et 'engagement d’'un domaine de costimulation. Pour maintenir I'activité
du lymphocyte et polariser sa réponse, des cytokines sont nécessaires et sont
apportées par le microenvironnement cellulaire [49,50].

Le traitement par cellules CAR-T nécessite plusieurs étapes afin de préparer le patient
et les cellules. Tout d’abord, les lymphocytes T du patient sont isolés, puis transduit a
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I'aide d’un rétrovirus afin d'insérer la séquence du CAR dans le génome de la cellule.
Les cellules transduites sont sélectionnées et amplifiees avant d’étre réinjectées au
patient [51] (Figure 5). Entre l'isolation des lymphocytes T et I'injection des cellules, le
patient se voit administré une chimiothérapie afin de réduire la masse tumorale mais
également pour diminuer son nombre de leucocytes. Cet affaiblissement volontaire du
systéme immunitaire a pour but de concentrer certaines cytokines comme I'lL-7 et I'lL-
2 nécessaires a la croissance des lymphocytes T dans le corps du patient afin de
maximiser I'expansion des cellules CAR-T aprés l'injection.
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Figure 5 : Etapes de production des cellules CAR-T [51]. Tout d’abord les lymphocytes T du
patient sont isolés puis transduits. Les cellules qui expriment le CAR sont amplifiées puis
réinjectées chez le patient.

Aprés réinjection, les cellules CAR-T gagnent le site tumoral ou elles reconnaissent
spécifiquement les cellules cancéreuses. Cette reconnaissance entraine I'activation
du lymphocyte et induit la lyse de la cellule cible [52]. La cellule lysée libére des néo-
antigénes alors captés par les cellules présentatrices d’antigénes qui vont activer les
cellules T endogénes et amplifier la réponse antitumorale (Figure 6).
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Figure 6 : Mécanisme d’action des cellules CAR-T. Aprés réinjection les cellules CAR-T
gagnent le site tumoral ou ils reconnaissent I'antigéne tumoral via leur CAR. La
reconnaissance de l'antigene active les cellules CAR-T et permet la lyse spécifique des
cellules tumorales [52].

Les indications de cette thérapie sont pour le moment restreintes aux hémopathies
malignes comme les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) [53] et lymphomes
[54]. Ces hémopathies sont caractérisées par une prolifération non contrélée des
précurseurs des lymphocytes B due a des mutations [55]. Ce défaut de maturation
ameéne a I'accumulation de cellules immatures dans la moelle osseuse amenant a un
défaut de production des autres cellules sanguines [55]. Les cellules B immatures
expriment fortement le CD19 qui constitue la cible des cellules CAR-T. Lutilisation des

cellules CAR-T est accompagnée de résultats probants avec 50% de rémission chez
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les patients traités [56—-58]. Cependant, des effets secondaires ont été observés

comme le syndrome de relargage cytokinique (SRC) et une neurotoxicité.

Au vu des résultats prometteurs dans les hémopathies malignes, la communauté
scientifique appliqua les cellules CAR-T aux tumeurs solides comme le mélanome [59]
et le glioblastome [60]. Les résultats n'ont toutefois pas été a la hauteur de ceux
observés dans les LAL et lymphomes. Les efforts se concentrent aujourd’hui sur la
compréhension et le contournement des résistances observées dans les tumeurs
solides.

Ainsi les cellules CAR-T sont actuellement un traitement innovant qui se confronte a
des limites qui empéchent leur application a un plus large panel de pathologies

cancéreuses.

B. Quelles sont les limites des cellules CAR-T ?

La spécificité des cellules CAR-T repose sur la cible antigénique choisie et reconnue
par le domaine extracellulaire du récepteur. De nhombreux paramétres influent sur le
choix de la cible, cette derniere doit étre exclusivement exprimée par les cellules
cancéreuses, en quantité suffisante et de maniere constante [61]. Dans le cas des
LAL, la cible choisie est le CD19 qui est exprimé en grande quantité par les cellules
tumorales. Ainsi, les cellules CAR-T auront un effet cytotoxique majoritairement « on-
target », c'est a dire restreint aux cellules cibles et peu d’effet « off-target » associé a
de la toxicité [62]. Dans le cas des LAL, les cellules CAR-T vont réagir contre toutes
les cellules qui expriment le CD19, dont les précurseurs lymphoblastiques malins qui
seront lysés mais également les lymphocytes B matures fonctionnels et sains. Ainsi,
chez les patients atteints de LAL et traités par des cellules CAR-T, il est attendu
d’observer une lymphopénie B [63] synonyme d’efficacité du traitement. Cet effet
indésirable est associé a une toxicité « on-target » c'est a dire associé a une lyse des
cellules exprimant I'antigéne cible.

Parmi les effets indésirables les plus décrits, le syndrome de relargage cytokinique
(SRC) est un autre effet « on-target » associé a la thérapie [64,65]. En plus d’induire
la lyse des cellules tumorales, les cellules CAR-T vont produire des cytokines et
favoriser la mise en place d’'une réponse antitumorale. Cette production de cytokines
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entraine un emballement du systéme immunitaire induisant un état inflammatoire
géneéralisé pouvant conduire le patient en unité de soins intensifs [64,65].

Dans le cas ou 'antigene cible est exprimé par des tissus sains, les cellules CAR-T
vont induire un effet toxique « off-target », qui constitue I'une des hypothéses
avancées pour expliquer I'apparition d’'une neurotoxicité apres la réinjection des
cellules modifiées [65]. Cette neurotoxicité serait associée a I'expression du CD19 par
les cellules périvasculaires du cerveau comme les péricytes qui sont alors considérées
comme des cibles pour les cellules CAR-T [60,65]. Une autre cause de cet effet
indésirable est I'affaiblissement de la barriere hémato-encéphalique qui laisserait
passer les cytokines pro-inflammatoires a l'origine des Iésions neuronales conduisant
a la neurotoxicité [65].

Le SRC et la neurotoxicité sont deux effets indésirables souvent décrits lors de
I'utilisation des cellules CAR-T, mais ne constituent pas les seuls obstacles a

I'extension de leurs indications.

L'application des cellules CAR-T aux les tumeurs solides reste un challenge de taille
et essuyent de nombreux échecs [66,67]. Cette difféerence de réponse est associée
aux propriétés particulieres des tumeurs solides qui, de par leur croissance non
contrblée, vont créer et entretenir un environnement spécifique appelé
microenvironnement tumoral (MET) [68].

La premiére barriére que vont rencontrer les cellules CAR-T est une barriere physique
constituée de fibrogéne, amas de cellules et collagéne [67-69]. La matrice
extracellulaire empéche les cellules immunes d’infiltrer le coeur de la tumeur et de
participer a la réponse antitumorale [70]. Cette barriére physique est ciblée afin de
favoriser la pénétration des cellules CAR-T via divers mécanismes comme la
surexpression de I'héparinase en utilisant un vecteur rétroviral contenant le géne qui
code pour cette enzyme. Cette modification des cellules CAR-T facilite la dégradation
de la matrice extracellulaire et d’améliore I'activité antitumorale des cellules [71].

En plus de cet obstacle physique, l'infiltration des cellules CAR-T est réduite a cause
d’'une vascularisation tumorale aberrante et inefficace [72]. Les cellules sont
administrées par voie intraveineuse et vont atteindre la tumeur par voie vasculaire [52].
Cependant, a cause de leur activité proliférative incontrdlée, les cellules cancéreuses
ont besoin d’un apport en oxygéne et nutriments accru [73]. Ainsi, via des facteurs pro-

angiogéniques produits par les cellules tumorales, de nouveaux vaisseaux immatures

31



sont créés de fagon anarchique [74] (Figure7). Ce réseau vasculaire non fonctionnel
empéche les cellules CAR-T de rejoindre le site tumoral et de lyser les cellules
tumorales [74]. Encore une fois, différentes stratégies sont étudiées afin de surmonter
ce défaut de perfusion, I'une d’entre elles consiste a diriger les cellules CAR-T contre
les cellules exprimant le récepteur au facteur de croissance endothélial [75]. Ce
récepteur est exprimé au niveau des cellules endothéliales tumorales, leur lyse induite
par les cellules CAR-T améliore l'infiltration de cellules immunitaires et la réponse
antitumorale [75].

Healthy tissue Tumor tissue
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Figure 7 :Comparaison de I'organisation vasculaire entre un tissu sain (a gauche) et un tissu
tumoral (a droite) [74]. Dans un tissu sain, la vascularisation se ramifie afin d’assurer un
échange efficace des gaz et des nutriments, les vaisseaux sont constitués d’une couche de
cellules endothéliales soutenue par des péricytes. Au sein de la tumeur, le réseau vasculaire
est désorganisé et peu fonctionnel. Cette dysfonction est associée a une architecture des
vaisseaux instable due a la discontinuité de la couche de cellule endothéliale.

Afin de maintenir leur état prolifératif, les cellules tumorales nécessitent une quantité
importante d’énergie. Ce besoin en nutriments associé au réseau vasculaire inefficace
entraine, au sein de la tumeur, une compétition métabolique entre les cellules
tumorales et les cellules immunitaires [76]. A cause de leur demande énergétique
accrue, les cellules tumorales consomment rapidement les nutriments et I'oxygéne a

disposition [77] participant a la création d’'un environnement hypoxique amplifié par le
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réseau vasculaire défaillant et la forte densité cellulaire. Ces conditions drastiques
réduisent la fonctionnalité des cellules immunitaires et donc des cellules CAR-T par
extension [78].

Dans des conditions physiologiques, les cellules produisent de I'énergie grace a la
glycolyse, processus au cours duquel le glucose est transformé en pyruvate [79]. En
présence d'oxygéne, le pyruvate est oxydeé puis transporté dans la mitochondrie afin
d’entrer dans un processus métabolique appelé cycle de Krebs qui aboutit a la
production d’énergie sous forme de molécule d’adénosine triphosphate (ATP) [79]
(Figure 8).
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Figure 8 Métabolisme du glucose chez une cellule différenciée (panel de gauche) et chez
une cellule proliférative ou tumorale (panel de droite) [80]. Les cellules différenciées
produisent leur énergie a partir du glucose qui est transformé en pyruvate. En présence
d’oxygene ce dernier est transformé par phosphorylation oxydative dans la mitochondrie afin
de produire de grandes quantités d’ATP. En absence d’oxygene le pyruvate est transformé
en lactate par fermentation qui produit peu d’ATP. Dans le cadre de cellules tumorales ou
prolifératives, la voie conduisant a la fermentation lactique est favorisée, cette
reprogrammation métabolique est appelée effet Warburg.

Dans les conditions hypoxiques de I'environnement tumoral, la raréfaction de
'oxygéne empéche I'engagement du pyruvate dans le cycle de Krebs et favorise sa
fermentation en lactate permettant la production de molécule d’ATP. Cette adaptation
meétabolique, appelée I'effet Warburg [80], explique comment les cellules cancéreuses
se sont adaptées a des conditions métaboliques pauvres.

L’accumulation de lactate dans le cytoplasme des cellules tumorales induit son export
par un transport couplé a I'export d’'un ion hydrogéne afin de limiter I'acidification
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intracellulaire [81]. Cette sécrétion induit une acidification du milieu extracellulaire [82]
avec un pH pouvant atteindre la valeur de 6,5 [83], a titre de comparaison, la valeur
de pH physiologique est d’environ 7,4.

Cette acidification du milieu tumoral participe a I'établissement d’'un environnement
défavorable a la réponse antitumorale [84]. Par exemple, il a été décrit que les
lymphocytes T en milieu acide perdent leur capacité a produire des cytokines pro-

inflammatoires comme le TNFa ou I'lFNy [84,85].

Ainsi de nombreuses limites qu’elles soient physiques, métaboliques mais également
biochimiques impactent la réponse antitumorale médiée par les cellules CAR-T. De
nombreux efforts se concentrent sur I'identification des marqueurs qui caractérisent
ces résistances afin d’utiliser le traitement le plus adéquat. Nous avons vu que les
meétabolites, comme le lactate, ont un réle prépondérant dans le développement des
cellules cancéreuses et dans la réponse antitumorale. Ces métabolites peuvent étre
produits par les cellules du corps humains mais également et parfois exclusivement
par des bactéries que lI'on retrouve au niveau intestinal, constituant le microbiote
intestinal. La composition de ce dernier et donc la palette de métabolites qui en
découle est unique entre chaque individu et semble avoir une influence sur I'efficacité
des traitement antitumoraux. Cette hypothése interroge sur les mécanismes par
lesquels des bactéries localisées au niveau intestinal peuvent avoir un effet sur les

traitements antitumoraux qui ont une cible a distance de l'intestin.
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lll. Le microbiote intestinal a-t-il un role dans la
réponse antitumorale médiée par les cellules CAR-
T?

A. Qu’est-ce que le microbiote intestinal et quel est son impact sur
notre santé ?

Le microbiote intestinal est défini comme I'ensemble des microorganismes incluant
bactéries, virus et protozoaires présents dans la lumiére intestinale [86,87]. L'intestin
est une niche particuliére, caractérisée par une tolérance immunitaire [88,89] qui
permet la persistance du microbiote intestinal. Les mécanismes a l'origine de cet
environnement sont a ce jour peu compris mais I'une des hypotheses est que le
microbiote produit des métabolites qui diffusent a travers la barriére intestinale et
induisent un effet anti-inflammatoire et tolérogéne [90]. Cependant, afin d’éviter une
colonisation de la muqueuse intestinale par les composants du microbiote, les cellules
épithéliales produisent un mucus a leur surface [88,90]. Cette couche protectrice
comprend des peptides antimicrobiens qui permettent d’éviter le contact entre les
composants du microbiote et les cellules épithéliales [88]. Ainsi, I'équilibre constant
entre le systéme immunitaire intestinal, le microbiote et ses métabolites, et les cellules
épithéliales intestinales permet la mise en place de 'homéostasie intestinale [90]
(Figure 9).

La perturbation de I'un de ces éléments entraine une rupture de 'homéostasie qui, si
elle n'est pas corrigée, participe a I'apparition de pathologique intestinales comme les

maladies inflammatoires chroniques de l'intestin [91].
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Figure 9 : Acteurs impliqués dans la mise en place de I’homéostasie intestinale [91]. Différents
mécanismes réduisent le contact entre le contenu de la lumiéere intestinale et I'épithélium
intestinal. Une barriére mécanique composée de mucus recouvre cet épithélium et contient
des peptides antimicrobiens qui limitent 'invasion bactérienne de I'épithélium. Au sein de la
lamina propria, la réponse immunitaire repose sur un équilibre entre réponse anti-
inflammatoire assurée par I'lL-10, produit par les lymphocytes T régulateurs, et la réponse
inflammatoire médiée dans le cas de réinfection.

Le microbiote influe sur la santé intestinale par les métabolites qu’il produit a partir des
fibres alimentaires ingérées [92]. L'une des classes de métabolites les plus décrites
sont les acides gras a chaine courte (AGCC) issus d’un processus de fermentation
des fibres [92].

Par exemple, le butyrate qui fait partie de cette classe de métabolite présente de
nombreux effets bénéfiques pour la santé intestinale [93-95] (Figure 10). Ce
métabolite semble étre une source d’énergie importante pour les cellules épithéliales
intestinale [96] mais également favorise la cicatrisation de ces dernieres suite a une
lésion [94,97]. Le butyrate présente également un effet sur I'immunité intestinale avec
un effet anti-inflammatoire associé a l'induction de lymphocytes T régulateurs [98],

dont le réle est de contrdler la réponse immunitaire.
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Figure 10 : Réle et mécanisme d’action du butyrate produit par le microbiote intestinal dans
limmunité intestinale [95]. Le butyrate est produit par certaines especes bactériennes a partir
des fibres alimentaires ingérées. Ce métabolite présente des fonctions variées en fonction du
type cellulaire ciblé. Par exemple, il constitue une source d’énergie pour les cellules
épithéliales intestinales, tandis qu'il favorise la différenciation des lymphocytes T CD4 en
lymphocytes T régulateurs et induit la production d’IL-10 par ces derniers.

En plus d’avoir un réle important dans la physiologie intestinale, le microbiote intestinal
semble avoir un impact sur la mise en place de pathologies intestinales comme les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) [91]. Ces pathologies sont
caractérisées par une inflammation chronique de la muqueuse intestinale qui se
manifeste par des crises entrecoupées de périodes de rémission [91,99] et qui peut
se transformer en cancer du cblon [100]. Les mécanismes associés a I'apparition de
ces maladies sont peu connus, cependant une dysbiose est souvent observée chez
ces patients [101,102]. Cette altération du microbiote est associée a une baisse de la
production des AGCC [103,104] qui entraine un état inflammatoire de la muqueuse
intestinale et favorise I'apparition d’infections bactériennes [105,106]. La restauration
des niveaux de production de ces meétabolites permet d’étendre les phases de
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rémission et de réduire la symptomatologie des patients, démontrant le role des AGCC

dans le maintien de 'homéostasie intestinale [107].

Ainsi le microbiote intestinal est un élément clé dans le maintien de 'homéostasie
intestinale grace a son implication dans de nombreux processus physiologiques et

pathologiques en cas de déséquilibre.

Outre un effet local, le microbiote intestinal est capable d’influer sur des organes situés
a distance de l'intestin. Par exemple, il a déja été rapporté qu’'une perturbation du
microbiote intestinal était observé en cas de pathologies du systéme nerveux [108].
Chez les patients atteints de la maladie de Parkinson, caractérisée par une
dégradation progressive des neurones dopaminergiques, les niveaux de butyrate sont
abaissés comparés a ceux observeés chez les personnes saines [109,110]. Le butyrate
présente des propriétés neuroprotectrices via une réduction de la neuro-inflammation
[111,112]. De plus, une supplémentation en butyrate améliore les fonctions motrices
des souris atteintes de la maladie de Parkinson [111].

Un autre exemple de I'effet du microbiote a distance du site intestinal est la relation
étroite qui existe entre le foie et le microbiote intestinal. Anatomiquement, les deux
organes sont reliés par la veine porte ou le sang venant du petit et large intestin est
drainé pour arriver au niveau hépatique. Grace a cette connexion anatomique, les
meétabolites produits par le microbiote intestinal et qui ont diffusé jusque dans la
circulation sanguine intestinale peuvent rejoindre le foie [113]. Ainsi ces métabolites
agissent au niveau hépatique et vont par exemple, stimuler la réponse immunitaire
hépatique en activant les macrophages résidents du foie [114] afin d’éliminer les
pathogenes circulants.

En plus d’'un réle physiologique au niveau hépatique, le microbiote intestinal semble
étre impliqué dans la physiopathologie de maladies hépatiques. L'’hépatite alcoolique
est associée a une consommation excessive d'alcool mais des facteurs inter-
individuels favorisent le développement et la sévérité de cette pathologie [115]. L'un
des facteurs observé dans cette pathologie est la perturbation du microbiote intestinal,
ou dysbiose, qui est associée a une augmentation de la production de métabolites pro-
inflammatoires par les bactéries intestinales [116]. La dysbiose, caractérisée par la
perturbation de certaines familles bactériennes, est associée a la progression de la
cirrhose [116], stade le plus avancé de I'hépatite alcoolique. De plus, le transfert du
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microbiote des patients a des souris dépourvu de microbiote intestinal induit une
perturbation du métabolisme de I'éthanol et une susceptibilité aux pathologies
hépatiques [117].

La stéato-hépatite non alcoolique appelée NASH est une autre pathologie hépatique
ou le microbiote intestinal semble jouer un réle. Cette maladie est caractérisée par un
syndrome  métabolique (association d'une obésité, hyperglycémie et
hypertriglycéridémie) [118] et peut aboutir a un carcinome hépatique, une hypertension
portale voire au décés du patient [119]. Cette pathologie aurait deux points de départ,
le premier est une stéatose hépatique, accumulation de graisse au niveau du foie, le
second correspond a une accumulation d’espéces réactives de 'oxygénes qui sont
des molécules pro-inflammatoires [120]. En cas de dysbiose, le microbiote intestinal
peut étre une source importante de molécules induisant une réponse inflammatoire au
niveau hépatique. La perturbation du microbiote peut donc constituer le second point
de départ de la NASH et participer a son entretien via une inflammation constante
[121].

Donc le microbiote intestinal est capable d’influer sur des processus physiologiques
mais également pathologiques a distance du site intestinal, sur tous les organes, via
les métabolites produits par les bactéries intestinales et diffusant dans la circulation
sanguine. Comme évoqué précédemment, les tumeurs solides sont perfusées via un
réseau vasculaire désorganisé et peu efficace, pourtant le microbiote intestinal semble

étre un acteur du microenvironnement tumoral.

B. Quelle-est |a relation entre microbiote intestinal et cancer ?

Le microbiote intestinal empéche [Iimplantation de souches bactériennes
opportunistes et potentiellement pathogénes [87]. Lors d’'un déséquilibre, cette flore
délétere peut s’implanter et causer une inflammation, dans certains cas elle peut
produire des toxines [122]. Parmi les toxines produites, la colibactine produite par une
souche d’Escherichia coli est associée a I'apparition de mutations retrouvées dans le
cancer colorectal [123]. Un autre exemple de l'effet carcinogéne du microbiote
intestinal est sa relation avec la protéine p53 codée par le gene TP53 [124,125]. Cette
protéine a pour fonction de réparer les Iésions de 'ADN [125,126] ou d’induire la mort
de la cellule en cas de prolifération non contrélée [125]. Dans plus de 50% des cancers
chez 'hnomme le géne TP53 est muté ce qui rend la protéine p53 non fonctionnelle et
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favorise la tumorigenése [124]. Il a été décrit que la production d’acide gallique par
certaine souches bactériennes du microbiote intestinal favorise I'apparition de
mutation sur le géne qui code la protéine p53 ce qui induit la perte de sa fonction
antitumorale [124,127].

Ainsi une dysbiose peut avoir un impact direct sur la mise en place de cancers en
favorisant le développement de populations bactériennes produisant des métabolites
qui peuvent induire des mutations sur des génes clés dans le développement de

cellules tumorales.

Une dysbiose intestinale est associée a un affaiblissement de la barriére intestinale
qui devient perméable aux éléments de la lumiére intestinale. Une plus grande
proportion de peptides microbiens diffuse dans la circulation sanguine et rejoint le foie.
Au niveau hépatique, des cellules myéloides immunosuppressives détectent les
peptides microbiens et proliférent. Ces cellules produisent des cytokines anti-
inflammatoires qui induisent un dysfonctionnement des lymphocytes T hépatiques
[128]. Dans le cas de I'hépatocarcinome, un désequilibre de la barriére intestinale est
associé a une progression de la maladie [128,129]. En paralléle, 'augmentation de la
permeéabilité de la barriére intestinale est associée a une translocation de molécules
pro-inflammatoires qui vont induire une inflammation hépatique et favoriser la mise en

place de I'hépatocarcinome [128,129] (Figure 11).
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Figure 11 : Impact de la dysbiose intestinale dans le développement du carcinome
hépatocellulaire [129]. La dysbiose intestinale favorise la production de peptides microbiens
pro-inflammatoires qui diffusent dans la muqueuse intestinale. Ces protéines gagnent le foie
via la veine porte ou elles sont reconnues par les cellules immunitaire du foie et induisent
une réaction inflammatoire. De plus, la dysbiose favorise I'implantation d’une flore
bactérienne produisant des métabolites déléteres. Ces métabolites gagnent le foie et
peuvent induire une sénescence des cellules hépatique. La sénescence et l'inflammation
sont deux facteurs initiaux au développement de I’hépatocarcinome.

En situation d’homéostasie intestinale, le microbiote n’a pas d’effet cancérigéne et
présente méme des propriétés anti-cancéreuses. Ainsi, une étude a démontré que
dans différents modeéles murins de cancer, le microbiote intestinal produit des
métabolites qui activent les monocytes intra-tumoraux favorisant une réponse
antitumorale [130]. En plus de cet effet antitumoral, il a été démontré que I'absence ou
la perturbation du microbiote intestinal réduit I'activation des monocytes qui se
différencient alors en macrophages pro-tumoraux et favorisent le développement des

cellules tumorales [130]. Enfin, une alimentation riche en fibres favorise I'induction de
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la réponse antitumoral et améliore l'efficacité des inhibiteurs de checkpoints

immunitaires [130].

Une étude s’est penchée sur le lien entre la composition du microbiote intestinal et le
développement des cancers. Dans un modele pré-clinique, la croissance de
meélanome est évaluée en fonction de la composition du microbiote intestinal [131].
Dans cette étude, des mélanomes sont implantés dans deux groupes de souris
génetiquement identiques issus de deux laboratoires différents (Jackson et Taconic).
En fonction de leur origine, la progression du mélanome est différente. Les souris
issues du laboratoire Jackson sont plus résistantes au mélanome par rapport au souris
issues de Taconic [131]. Cette différence de croissance tumorale peut étre expliquée
par la différence de composition de microbiote des souris issues de différents
laboratoires. Une étude a démontré que le microbiote intestinal des souris issues du
laboratoire Jackson et Taconic était different en terme de composition et de diversité
[132]. Afin de vérifier cette hypothese, le microbiote intestinal des souris Jackson, qui
sont résistantes au mélanome, est transféré aux souris Taconic dont les mélanomes
se développent rapidement [131]. Aprés le transfert du microbiote intestinal, les
mélanomes des souris Taconic progressent aussi rapidement que ceux des souris
Jackson [131]. Lensemble de ces résultats laissent supposer que la composition du

microbiote semble étre un facteur favorisant ou non développement des cancers.

Le microbiote intestinal semble avoir un réle dans l'initiation et le développement de
différentes tumeurs aussi bien au niveau local qu’a distance du site intestinal et influer
sur la réponse immunitaire. Les traitements antitumoraux les plus récents comme les
inhibiteurs de checkpoints immunitaires (ICl) reposent sur le renforcement et la
réactivation de I'immunité antitumorale du patient. Ainsi, la communauté scientifique
s’est intéressée sur le lien qui existerait entre l'efficacité des ICI et la stabilité du

microbiote intestinal.

C. Le microbiote intestinal-a-t-il une influence sur I'efficacité des
inhibiteurs de checkpoints immunitaires ?

L'organisme des patients atteints de cancer est affaibli par les traitements

antitumoraux utilisés les rendant particulierement a risque de développer des
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infections opportunistes. Ainsi, il n'‘est pas rare dobserver la prescription

d’antibiotiques en amont ou durant la prise d’ICI.

La modification de la composition du microbiote intestinal peut influencer la
fonctionnalité des cellules immunitaires a distance du site intestinal. Cette relation
entre le microbiote et 'immunité conditionne I'efficacité des ICI [133]. Il a été observé
dans des modeles murins de sarcome, que la perturbation du microbiote intestinal par
I'utilisation d’antibiotiques réduit I'efficacité des anti-CTLA4 [133]. Cet effet s’explique
par la réduction de la proportion de Bacteroides fragilis lors du traitement antibiotique.
Cette souche bactérienne participe a la maturation de cellules dendritiques via la
reconnaissance des antigénes capsulaires de Bacteroides fragilis qui entraine la
production d’interleukine 12 et favorise une réaction inflammatoire [133,134]. Cette
diminution entraine donc une immaturité des cellules dendritiques et la perte de leur

fonctionnalité lors de leur recrutement au niveau du site tumoral [133,134].

L'étude qui a démontré que le transfert de microbiote pouvait retarder le
développement du mélanome, s’est intéressée a [lefficacité de l'association du
transfert de microbiote et des ICI [131]. Cette combinaison améliore le contrdle de la
tumeur et augmente l'infiltration de lymphocytes T au sein de cette derniére [131].
L’amélioration de I'efficacité des ICl est associée au genre bactérien Bifidobacterium,
dont l'inoculation induit une meilleure réponse immunitaire antitumorale et réduit la
croissance de la tumeur [131]. Cet effet serait d0 a une activation des cellules
dendritiques par les bactéries du genre Bifidobacterium qui activeraient par la suite les
lymphocytes T [131].

Outre le mélanome, l'efficacité des IClI semble étre influencée par le microbiote
intestinal également dans le traitement du cancer du poumon non a petite cellules.
Chez les patients ayant regu une antibiothérapie dans les deux mois avant
'administration d’ICI ou un mois apres, présentent un cancer qui progresse plus
rapidement [135]. Une autre étude montre que l'utilisation d’antibiotiques large spectre
dans les trente jours précédant I'utilisation des ICI réduit les chances de survie et

augmente le risque de rechute, tout cancer confondu [136].

La déstabilisation du microbiote intestinal par les antibiotiques semble avoir un impact
négatif sur I'efficacité des traitements par ICl. Grace a l'identification des souches
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bactériennes associées a un profil répondeur aux ICI, il est possible de moduler la
composition du microbiote afin de maximiser I'efficacité du traitement.

Différentes actions peuvent étre entreprises afin de moduler la composition du
microbiote intestinal. La premiére est la modification du régime alimentaire qui peut
influer sur sa fonctionnalité. Par exemple, une étude a montré qu’'un régime pauvre en
fibres réduisait la survie des patients atteints de mélanome traités par des ICI (Figure
12 A) [137]. L'équipe de recherche a ensuite cherché a évaluer I'impact d’un régime
riche en fibres sur I'efficacité des ICI en utilisant un modeéle préclinique de mélanome
traité par des ICl associé a un régime riche ou pauvre en fibre. Il a ainsi été démontré
que l'association des ICI avec un régime riche en fibres permet d’améliorer la réponse
antitumorale (Figure 12 B) [137].

Le microbiote intestinal peut également étre modulé en utilisant des probiotiques qui
sont des compléments alimentaires contenant des micro-organismes couramment
utilisés lors de traitements antibiotiques afin de limiter les diarrhées induites par ces
derniers. Une étude a exploré l'impact de [lutilisation de probiotiques sur le
développement tumoral. Dans le modéle préclinique, I'administration de probiotiques
permet de ralentir la croissance des mélanomes et améliore la survie des souris mais
n’est pas suffisant pour éradiquer la tumeur (Figure 12 C) [138].

Les mécanismes associés a cet effet reposent sur la colonisation du site tumoral par
les bactéries contenues dans le probiotique utilisé qui amplifie la réponse antitumorale
[138].
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Figure 12 : Impact de la modulation du microbiote intestinal sur I'efficacité des ICI. Panel A :
Comparaison de la survie des patients atteint de mélanome traité par ICI en fonction du régime
en fibre. Panel B : Impact de I'association du régime en fibre et des ICI sur la croissance de la
tumeur dans un modele préclinique de mélanome [137]. Panel C : Impact de I'utilisation d’un
probiotique sur le développement de mélanome et sur la survie dans un modéle préclinique
[138].

L'ensemble des données pré-cliniques ont permis la mise en place d’un essai clinique
de phase 1 (NCT03829111). Ce dernier consiste a étudier I'efficacité d’'un probiotique
composé de Clostridium butyricum en association avec la combinaison nivolumab-
ipilimumab utilisée dans le cadre du carcinome rénal métastatique [139]. L'étude
montre que la combinaison d’'un probiotique produisant du butyrate aux ICI permet
d’améliorer le contréle de la maladie mais n’a pas amélioré significativement la survie
des patients (Figure 13) [139].
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Figure 13 : Impact de I'association d’un probiotique (CBM588) avec la combinaison nivolumab-
ipilimumab dans le cas du carcinome rénal métastatique. Panel A : Impact sur la stabilité de
la maladie (gauche) et sur la survie (droite) de la combinaison. Panel B : Comparaison de la
réponse entre les deux bras traités. Figures issues de [139].

Afin de moduler la composition du microbiote intestinal, il est possible d'implanter un
tout nouveau microbiote chez les patients. Cette thérapeutique, appelée
transplantation de microbiote fécal consiste en l'introduction des selles d’'un donneur
sain dans le tube digestif du patient [140]. Cette transplantation est indiquée dans le
cas du traitement d’'une infection a Clostridium difficile résistante a I'antibiothérapie.
Au vu de la relation entre le microbiote intestinal et I'efficacité des thérapies
antitumorales, une étude a exploré I'impact de la transplantation de microbiote fécale
sur la réponse meédiée par les ICI. Pour cela, des souris dépourvues de microbiote
intestinal appelées « germ-free » sont colonisées par le microbiote fécal des patients
répondeurs ou non aux ICI puis des cellules de mélanome leur sont injectées en sous
cutanée. Aprés 21 jours de développement des mélanomes, les souris sont traitées
par des ICI (Figure 14 A). Les souris transplantées avec le microbiote fécal de patients
répondeurs répondent mieux aux ICl que les souris transplantées avec le microbiote
fécal de patients non répondeurs [141] (Figure 14 B). Ainsi cette étude suggere que la

manipulation du microbiote intestinal permet d’influer sur I'efficacité des ICI.
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Figure 14 : Impact de la transplantation de microbiote fécal sur I'efficacité des ICI. Panel A :
Plan expérimental, une transplantation de microbiote fécal est réalisée sur des souris « germ
free » a partir de selles de patients répondeurs (bleu) ou non (rouge) aux ICI. 14 jours apres,
des cellules de mélanome sont injectées en sous-cutanée. Dés que la tumeur a atteint un
volume suffisant, un traitement par ICI est administré aux souris. Panel B : Etude de la
croissance tumorale 14 jours aprés injection des cellules tumorales (gauche) et 28 jours apres
linjection. Figures issues de [141]

La relation entre le microbiote intestinal et I'efficacité des ICI attire de plus en plus
'attention de la communauté scientifique. Grace a I'avancée des techniques de
séquencage il est possible d’étudier en profondeur la composition du microbiote.
L'identification d’especes bactériennes associées a la réponse aux ICl permettrait
I'élaboration de probiotiques qui semblent potentialiser I'efficacité des ICI.

Il a été deécrit que le microbiote intestinal avait un impact sur la fonctionnalité des
cellules immunitaires. La thérapie par cellules CAR-T étant basée sur la modification
geénetique de lymphocytes T CD8, ces derniers pourraient étre sujets a l'influence du
microbiote intestinal qui pourrait entrainer des variations de réponse a la thérapie entre

les différents patients.

D. Le microbiote intestinal, alli€ ou ennemi des cellules CAR-T ?

Le microbiote intestinal est capable d’'influer sur les cellules du systeme immunitaire
et de moduler leur fonctionnalité. Comme décrit précédemment, 'un des mécanismes
d’action, est la production d’éléments solubles tels que les acides gras a chaine
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courtes (AGCC) qui diffusent jusque dans la circulation sanguine et influent sur les
cellules. Dans l'optique d’étudier la relation entre ces éléments solubles et la
fonctionnalité des lymphocytes T, les cellules ont été incubées avec du surnageant
riche en AGCC produit par la souche Megasphaera massiliensis. Cette condition de
culture des cellules a permis d’augmenter la production d’IFNy et de TNFa, deux
cytokines associées a la réponse antitumorale [142] (Figure 15 A). Parmi les AGCC,
le pentanoate est le métabolite qui induit la sécrétion la plus importante de ces
cytokines. Afin d’étudier la relation entre le pentanoate et la réponse antitumorale
meédiée par les cellules CAR-T, ces derniéres sont cultivées trois jours en présence du
métabolite avant d’étre transférées chez une souris porteuse de tumeurs
pancréatiques. Les cellules CAR-T incubées avec le pantanoate induisent une
meilleure réponse antitumorale que celles classiquement cultivées. Cette réponse est
associée a une production accrue d’IFNy et de TNFa par les cellules CAR-T ayant
infiltrées la tumeur (Figure 15 B). Ainsi les éléments produits par le microbiote
semblent avoir un effet sur la fonctionnalité des cellules CAR-T.

Lors de l'utilisation des cellules CAR-T dans le cas des hémopathies malignes, une
lymphodéplétion est nécessaire afin de réduire la masse tumorale et favoriser
I'amplification des cellules CAR-T [143]. La déplétion des lymphocytes augmente le
risque de développer des infections opportunistes. Afin de réduire ce risque, des
antibiotiques a large spectre peuvent étre utilisés [144] mais I'une des conséquences
indirectes de cette thérapie de support est 'apparition d’'une dysbiose intestinale. Ainsi,
des études se sont intéressées a établir un lien entre I'utilisation d’antibiotiques large
spectre et I'efficacité des cellules CAR-T.
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Figure 15 : Impact des AGCC sur la fonctionnalité des lymphocytes T et des cellules CAR-T
(adapté de [142]). Panel A. Impact de l'incubation des lymphocytes T CD8 avec du surnageant
riche en AGCC sur la production d’IFNy et TNFa.. Panel B. Impact d’une incubation des
cellules CAR-T avec du pentanoate sur leur fonctionnalité antitumorale et sur la production de
cytokines inflammatoires.

Afin d’étudier I'impact de l'utilisation d’antibiotiques sur I'efficacité des cellules CAR-T,
la survie des patients ayant regu des antibiotiques quatre semaines avant l'injection
des cellules a été comparée a celle des patients n’ayant pas recu d’antibiothérapie.
Dans la cohorte étudiée, 60% des patients ont regu au moins un antibiotique avant
ladministration des cellules CAR-T, dont les plus fréquents sont Ile
triméthoprime/sulfaméthoxazol, vancomycine, pipéracilline/tazobactam, céfépime. La
prise de I'un de ces antibiotiques est associée a une moins bonne survie des patients
un an aprés l'injection des cellules CAR-T (Figure 16 A). L'étude s’est ensuite
concentrée sur les patients ayant pris I'association triméthoprime/sulfamethoxazol,
imipénem/cilastatine et méropénem dont ['utilisation est associée a un profond
déséquilibre du microbiote intestinal. Les patients exposés a I'un de ces antibiotiques
correspondent a 20,6% de la cohorte étudiée, la survie chez ces derniers est
significativement réduite comparée a celle des patients non exposés a ces
antibiotiques (Figure 16 B) [145].
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Une deuxiéme étude s’est concentrée sur I'impact sur la survie des patients lors de
I'utilisation de méropénem, céfépime, ceftazidime et de pipéracilline/tazobactam dans
les trois semaines avant l'injection des cellules CAR-T [144]. Les résultats de cette
étude viennent appuyer les résultats précédemment décrits en observant qu’'un an
aprés l'injection des cellules, les patients n’ayant pas regu d’antibiotiques avaient une
survie de 50% contre 25% chez les patients ayant été sous antibiothérapie [144]
(Figure 16 C). Ainsi, l'utilisation d’antibiotiques a large spectre dans un délai de trois
a quatre semaines avant 'administration de cellules CAR-T est associée a une moins
bonne survie des patients [144,145]. Au vu de cette association, les équipes de
recherches ont cherché a décrire la composition du microbiote intestinal chez les
patients ayant regu les antibiotiques.

La diversité bactérienne du microbiote intestinal est réduite avec une perte des
populations Roseburia et Bifidobacterium [144,146] mais une augmentation des
populations Entorococcus et Streptococcus [144] est également observée. La mise en
lumiére du lien entre la dysbiose induite par les antibiotiques et la réponse aux cellules
CAR-T permet d’identifier des profils microbiotiques prédictifs de l'efficacité de la
thérapie.
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Figure 16 : Impact de I'antibiothérapie en pré-injection des cellules CAR-T sur la survie des
patients atteints de lymphomes non Hodgkinien (NHL) ou de leucémie aigué lymphoide (LAL).
Panel A et B issus de [145] et panel C issus de [144].
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Outre la survie des patients, le microbiote intestinal semble avoir un impact sur la
survenue d’effets indésirables associés aux cellules CAR-T.

Les effets indésirables les plus courants associés a l'utilisation des cellules CAR-T
sont le SRC et la neurotoxicité. En fonction de leur intensité, ces effets indésirables
sont répartis en différents grades allant du grade | au IV associé a une prise en charge
en soin intensifs [147,148] (Tableau 1 et 2). Grace a ces classifications, les praticiens
peuvent administrer un traitement adapté a l'intensité des effets indésirables [147].

Classification du SRC selon le groupe CARTOX [18] (inspirée de la publication de Lee ef al. [20])

Symptoéme de SRC ~ Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4

Signes vitaux

Fievre (> 38 °(C) oui NA NA NA

Hypotension non Correction avec Nécessité d’une forte dose Menace vitale

(TA systolique remplissage IV ou faible de vasopresseurs® ou de plusieurs

< 90 mmHg) dose de vasopresseurs  vasopresseurs

Hypoxie non Fi02 < 40 % Fi02 > 40 % Ventilation mécanique

(saturation < 90 %)

Toxicité d'organe*  Grade 1 Grade 2 Grade 3 ou cytolyse de grade 4 Grade 4 a I'exception
cytolyse de grade 4

Classification du SRC selon le Penn Grading Scale [23]

Grade Bénin Modéré Sévere Mise en jeu du pronostic vital
- Réaction bénigne - Dysfonction d’organe - Dysfonction d’organe de grade 3 - manifestations cliniques
ne nécessitant de grade 2 (ou cytolyse  (ou cytolyse grade 4), mettant en jeu le pronostic
que des mesures grade 3), - Hypotension artérielle nécessitant vital du patient, telles qu'une
symptomatiques telles - Patient hospitalisé un remplissage IV ou faible dose hypotension nécessitant
que des antipyrétiques,  pour la prise en charge  de vasopresseurs, de forte dose de traitement
antiémétiques du SRC - Coagulopathie nécessitant un traitement  vasopresseur, ou hypoxie

par plasma frais congelé, impliquant une ventilation

- Hypoxie nécessitant une oxygénotharapie mécanique...
ou ventilation non invasive.

Tableau 1 : Classification du SRC se reposant sur les signes cliniques [147,148].

Symptomes Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
Score d'efficience Altération mineure Altération modérée Altération majeur (score entre  Patient dont I'état neurologique rend
neurologique (CARTOX-10%) (score entre 7 et 9) (score entre 3 et 6) 0 et 2) impossible Ia réalisation du test
Augmentation NA NA Edéme papillaire de stade Edéme papillaire de stade 3-5¢,
de la pression intra- 1-2*, ou pression d’ouverture  ou pression d’ouverture du LCR 3 la
cranienne du LCR 3 la PL < 20 mmHg PL = 20 mmHg, ou cedéme cérébral
Déficit neurologique et NA NA Crise d’épilepsie partielle ou Crise convulsive généralisée ou état
convulsions convulsions infra-clinique de mal épileptique avec ou sans
a I'EEG et réponse aux convulsions, déficit neurologique
traitements par benzodiazépine

Tableau 2 : Gradation de la neurotoxicité associée aux cellules CAR-T [147].

Cependant, les facteurs associés a la gravité de ces effets indésirables ne sont pas
clairement définis. Parmi les hypothéses, la stabilité et la composition du microbiote
intestinal semblent associés a la survenue d'effets indésirables graves. En plus
d’étudier I'impact sur la survie, la perturbation du microbiote semble étre impliquée

dans la survenue des effets indésirables. Il a été décrit que les patients ayant pris des
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antibiotiques large spectre avant linjection des cellules CAR-T étaient plus
susceptibles de développer une neurotoxicité bien que les mécanismes a l'origine de
cette association ne sont a ce jour pas connus [144,145] (Figure 17 A et B).
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Figure 17 : Relation entre la prise d’antibiotique avant I'injection des cellules CAR-T et la
survenue d’effets indésirables SRC ou neurotoxicité. Panel A issu de [144] et panel B issu de
[145] montrent la relation entre la survenue de SRC ou neurotoxicité (ICANS) en fonction de
la prise d’antibiotiques chez des patients atteints de lymphome. Panel C : Diversité du
microbiote intestinal (Indice de Shannon) en fonction du stade du SRC (Fca : prélevement
avant lymphodéplétion, Fcb : préléevement aprés lymphodéplétion, CRSa, b, c : stade de
gravité du CRS) chez les patients atteints de myélome multiple traité par cellules CAR-T issu
de [146]. Panel D : abondance de Bifidobacterium et Leuconostoc en fonction de la gravité du
CRS chez les patients atteints de myélome muiltiple traité par cellules CAR-T [146].

La relation entre la survenue de SRC et la dysbiose induite par les antibiotiques est
moins claire [145] et semble étre associée au type de cancer. Dans le cas des
leucémies aigues lymphoblastiques, le microbiote intestinal ne semble pas étre
associé a la survenue de SRC (Figure 17 A et B) [144,145]. Une autre étude s’est
portée sur le lien entre la survenue de SRC et la composition du microbiote intestinal
dans le cadre du myélome multiple [146]. Les patients qui développent cet effet
indésirable présentent une diversité bactérienne réduite dont lintensité est

proportionnelle a la gravité de ce dernier (Figure 17 C). Les grades les plus élevés de

52



SRC sont associés a un enrichissement de la flore intestinale en Bifidobacterium et
Leuconostoc (Figure 17 D) [146]. D’'un point de vu mécanistique, la capacité des
Bifidobacterium a produire une grande quantité d’AGCC induirait une réponse
inflammatoire via l'induction de la production de cytokines ce qui favoriserait
I'apparition de SRC sévere [146,149].

Ainsi, le microbiote intestinal semble étre impliqué dans l'apparition des effets
indésirables ainsi que dans l'efficacité des cellules CAR-T.

De nouvelles études sont nécessaires afin de comprendre si la diminution de la survie
est associée a une augmentation de la fréquence des effets indésirables ou a une

moindre efficacité des cellules CAR-T ou les deux.

L'implication du microbiote intestinal sur I'efficacité et la toxicité des cellules CAR-T,
fait de ce dernier une piste intéressante afin d’'améliorer cette thérapie.

53



IV. La manipulation du microbiote intestinal peut-il
améliorer la réponse aux cellules CAR-T ?

L'un des enjeux dans [lutilisation des cellules CAR-T est de découvrir des
biomarqueurs prédictifs de I'efficacité de cette thérapie. L'étude de la composition du
microbiote intestinal avant I'administration de cellules pourrait permettre de prédire
I'efficacité du traitement [144] et pourrait intégrer les criteres d’éligibilité des patients.
Ainsi des profils favorables et défavorables a l'utilisation des cellules CAR-T seraient
établis. Dans le dernier cas, une modification de la composition du microbiote serait

nécessaire pour assurer une efficacité du traitement.

L'une des options qui permet de moduler la composition du microbiote intestinal est la
transplantation de microbiote fécal. La constitution d’'une banque de transplant fécal
favorables a la thérapie par cellules CAR-T permettrait de corriger un microbiote
défavorable des patients avant l'injection.

Cependant, I'étude du microbiote de chaque patient nécessite des ressources
importantes et peut retarder la mise en place du traitement. Ce retard de prise en
charge peut constituer une perte de chance pour les patients au vu de I'évolution
rapide de la maladie. Les cellules CAR-T sont utilisés en derniére ligne de traitement,
chez des patients dont la maladie est avancée et pour lesquels les autres lignes de
traitement n’ont pas été satisfaisantes. En plus de cette position dans la stratégie
thérapeutique, la production des cellules CAR-T nécessite environ un mois entre
l'isolement des lymphocytes T et la réinjection des cellules, durant lequel une
chimiothérapie est administrée au patient. Le processus de transplantation de
microbiote fécal nécessite une sélection des donneurs, un dépistage des agents
infectieux, puis une étape de contrdle de la prise du transplant et peut nécessiter un
mois entre le prélévement et I'implantation du microbiote (Figure 18) [150]. Le temps
nécessaire a la mise en place de la transplantation de microbiote fécal ne semble pas
compatible avec les étapes de la thérapie par cellules CAR-T.
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Figure 18 : Etapes nécessaire & la réalisation de la transplantation de microbiote fécal [150].
Les donneurs sont sélectionnés grace a un questionnaire, puis réalisent le don. Des tests de
détection d’agents pathogénes est réalisé avant la transplantation. Puis des contréles de
I'implantation de la greffe sont réalisés durant une quinzaine de jours.

Une solution a cette problématique pourrait consister a congeler les prélévements et
ainsi constituer une banque de transplants congelés et qualifies en amont. Cependant,
I'état actuel des connaissances, ne permet pas de savoir comment cette étape de
congélation et de décongélation impacterait la qualité du greffon « microbien ».

En plus de cette contrainte de temps vient s’ajouter une contrainte de planification. Le
moment ou la transplantation doit étre réalisée peut-étre crucial pour son efficacité. S'il
est choisi de la réaliser avant la chimiothérapie, il est possible que cette derniere altére
la colonisation et/ou la qualité du greffon. Si elle est réalisée aprés la chimiothérapie,
il faut alors s’assurer de son innocuité, le patient étant particulierement a risque de
développer des infections durant cette étape. Enfin il peut étre choisi de transplanter
apres I'administration des cellules CAR-T a condition que cela n’altére pas I'expansion
et la fonctionnalité des cellules injectées.

Ainsi, améliorer la thérapie par cellules CAR-T via la transplantation fécale pourrait
étre intéressant au vu de la relation entre le microbiote intestinal et I'efficacité de ce
traitement. Cependant des études approfondies notamment sur la faisabilité et la

sécurité de cette association sont nécessaires.

Un autre moyen moins contraignant d’ajuster le microbiote intestinal serait d’utiliser
des probiotiques. Les études effectuées jusqu’ici se sont arrétées a I'étude des genres
bactériens, regroupant plusieurs espéces bactériennes, mais n’ont pas identifié les
especes bactériennes associées a l'efficacité des cellules CAR-T. Afin de rendre
l'utilisation des probiotiques optimale, l'identification des espéces précisément

impliquées dans l'efficacité des cellules CAR-T permettrait d’orienter la composition
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des probiotiques. Ces derniers auraient pour unique fonction d’enrichir le microbiote
des patients en bactéries bénéfiques pour cette thérapie permettant d’améliorer la
réponse des cellules CAR-T. Cette fois-ci la planification de 'administration est moins
préoccupante que pour la transplantation de microbiote fécal. Dans le cas des
probiotiques, I'administration pourrait s’étendre durant tout le processus de
préparation et d’administration des cellules CAR-T.
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V. Conclusion

L'arsenal thérapeutique antitumoral n’a cessé d’évoluer au cours de l'histoire, la
compréhension de l'oncologie et de I'immunité ont permis de mettre en place des
traitements de plus en plus efficaces. Jusqu’a récemment, les thérapies antitumorales
ciblaient les cellules cancéreuses, les derniéres thérapies développées consistent a
supporter le systéme immunitaire du patient. Dans cette optique, les inhibiteurs de
checkpoints immunitaires permettent  d’outrepasser les mécanismes
immunosuppresseurs des tumeurs et favoriser la réponse antitumorale. Les cellules
CAR-T sont une autre stratégie qui repose sur la modification des lymphocytes T afin
de les rendre réactifs vis-a-vis des cellules tumorales. Malgré des avancées
significatives dans la lutte contre le cancer, tous les patients ne répondent pas a ces
thérapies pouvant correspondre a 50% d’entre eux dans le cas des cellules CAR-T.
De plus des effets indésirables ont été observés pouvant étre important et conduire au
déces du patient. A 'heure actuelle, aucun facteur permet de prédire la réponse a ces

deux immunothérapies.

L'un des éléments qui attire I'attention sur 'origine de ces disparités est la composition
du microbiote intestinal. Ce dernier est constitué de nombreux micro-organismes dont
des bactéries qui assurent de nombreuses fonctions. De récentes études ont démontré
que le microbiote intestinal avait des effets a distance du site intestinal et semblait
influer sur les thérapies antitumorales. Il a ainsi été montré que la perturbation du
microbiote intestinal par [l'utilisation d’antibiotique réduisait [I'efficacité des
immunothérapies et favorisait la survenue d’effet indésirables graves dans le cas des
cellules CAR-T.

Ainsi I'étude des profils microbiotiques permettrait non seulement de prédire I'efficacité
des thérapies antitumorales mais également d’ajuster la composition du microbiote

intestinal si ce dernier est délétere pour 'efficacité de ces traitements.

Différentes options sont actuellement utilisées pour moduler le microbiote intestinal, la
plus connue est I'utilisation de probiotiques. Des études ont démontré que le régime
alimentaire et I'utilisation de probiotiques permettaient d’améliorer la réponse aux
inhibiteurs de checkpoints immunitaires. Ces études ont abouti a un essai clinique de
phase | évaluant l'efficacité de I'association de cette immunothérapie avec un
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probiotique et a démontré une augmentation de l'efficacité du traitement lors de la
combinaison avec un probiotique. Une autre possibilité est d'utiliser la transplantation
de microbiote fécal, cette derniére permet d'implanter un nouveau microbiote chez les
patients ce qui assure un renouvellement de la composition de ce dernier. Encore une
fois cette technique a démontré son efficacité dans le cas des inhibiteurs des
checkpoints immunitaires dans le traitement du mélanome chez la souris.

A ce jour, les études n'ont pas étudié la relation entre la modulation du microbiote
intestinal et la réponse médiée par les cellules CAR-T. L'association d’'un probiotique
a ce traitement semble étre la plus propice afin d’étudier ce lien grace a sa facilité
d’administration et le peu de temps nécessaire a sa préparation. A contrario, la
transplantation de microbiote fécal nécessite un temps de préparation, qui doit se
greffer a la planification de production des cellules CAR-T. Cette contrainte peut étre
levée grace a l'utilisation de transplants congelés, cependant des études sur les
conséquences sur la viabilité et la fonctionnalité de ces conditions de conservation
sont nécessaire. De plus, une étude de compatibilité entre ces deux traitements sont
nécessaire afin d’écarter tout effet délétére direct de la transplantation fécale sur la
fonctionnalité des cellules CAR-T.

Ainsi, I'étude du microbiote intestinal semble étre intéressante afin d’améliorer les
immunothérapies. Cependant de nouvelles études sont nécessaires afin de vérifier la
compatibilité de la modulation de ce dernier avec le traitement par les cellules CAR-T.
Aujourd’hui, uniqguement la composante bactérienne du microbiote intestinal est
étudiée dans son association avec les immunothérapies, aucune étude n’a été réalisée
sur la composante virologique, protozoaire et fongique du microbiote intestinal. Des
études sur I'impact des différents composants du microbiote intestinal et leur relation
avec les immunothérapies pourraient aider améliorer les connaissances sur cette

relation et offrir de nouvelles perspectives d’amélioration des traitements.
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