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Titre : Immunité des cancers colorectaux et gastriques avancés, et impact des antio-
angiogéniques sur les lymphocytes T régulateurs

Résumé :

L'immunité joue un réle dans la survenue et la progression des cancers de I'épithélium digestif
glandulaire parmi lesquels le cancer colorectal (CCR) et le cancer gastrique (CG). Cependant
les tumeurs induisent des mécanismes d'échappement au systéme immunitaire, comme
I'induction de cellules immunosuppressives, parmi lesquelles les lymphocytes T régulateurs
(Treg). Le Bevacizumab (BV) et I'Aflibercept (AFL), deux molécules anti-angiogéniques (AA)
ciblant le VEGF, ont montré une efficacité dans le traitement des patients ayant un CCR
métastatique (CCRm).

Dans la lére partie, je montre le réle prépondérant de la voie VEGF-A/VEGFR dans ces
phénomeénes dans un modele murin de CCR, ainsi que chez des patients atteints de CCRm. En
effet, une baisse des Treg était observée chez des patients traités par BV, mais pas dans un
groupe contréle, sans BV. Les anti-VEGF permettaient d'inhiber la prolifération des Treg
induits par la tumeur. Il existait une population de Treg exprimant le VEGFR2 chez des souris
porteuses de tumeurs. Cette population a été retrouvé chez des patients atteints de cancer, et
pourrait étre impliquée dans les phénomenes d'immunorégulation en lien avec le
microenvironnement tumoral.

Nous avons également étudié la modulation des mécanismes immunorégulateurs induits par
I'Aflibercept. Cette molécule cible outre la voie VEGF-2/VEGFR-2 d'autres voies alternatives
de I'angiogenese, qui pourraient étre impliquées dans les phénomenes immunomodulateurs.
Nous avons pu montrer, dans des modéles murins, et dans le cadre d'études ancillaires d'essais
cliniques, que [laflibercept entrainait une diminution importante des Treg, et plus
particulierement des Treg mémoires, notamment les Treg Th1-like.

Dans une 2¢me partie, les Treg circulants, ainsi que d’autres populations suppressives (MDSC
circulants et Treg infiltrants la tumeur) ou effectrices (LT CD8", NK) ont été analysés, dans le
cadre d'une étude ancillaire d'un essai clinique. Les Treg diminuaient également avec un
traitement ciblant HGF/c-Met, voie anti-angiogénique indirecte. De plus, les Tregs circulants
étaient moins fréquents chez les patients atteints d'adénocarcinome gastrique de type
diffus/mixtes que les types intestinaux. Parallelement, les patients ayant un CG de type
diffus/mixtes avaient une infiltration en cellules effectrices LT CD8" et un taux de NK
circulants plus faibles, témoignant d'un phénotype de « cold tumor », ignoré par le systéme
immunitaire. Enfin, les LT CD8" infiltrant et le taux élevé de NK étaient associés a un meilleur
pronostic, indépendamment du statut MMR ou du type histologique.

Ces résultats pourraient permettre d'optimiser des stratégies d'immunothérapie ciblant
spécifiqguement les populations immunosuppressives décrites et les mécanismes impliqués.

Mots clefs : Lymphocytes T régulateurs, Lymphocytes T CD8*, Natural killer, cancer
colorectal, cancer gastrique, anti-angiogeniques, VEGF



Title: Immunity in advanced colorectal and gastric, and impact of antioangiogenics on T
regulatory lymphocytes

Abstract :

Immunity plays a role in the occurrence and progression of cancers of the glandular digestive
epithelium including colorectal cancer (CRC) and gastric cancer (GC). However, tumors induce
escape mechanisms to the immune system, such as the induction of immunosuppressive cells,
including regulatory T cells (Treg). Bevacizumab (BV) and Aflibercept (AFL), two anti-
angiogenic (AA) molecules targeting VEGF, have shown efficacy in the treatment of patients
with metastatic CRC (mCRC).

In the first part, we showed the preponderant role of the VEGF-A / VEGFR pathway in these
phenomena in a mouse model of CCR, as well as in patients with mCRC. Indeed, a decrease of
Treg was observed in patients treated with BV, but not in a control group, without BV. Anti-
VEGF inhibited the proliferation of tumor-induced Treg. We have also shown that there is a
population of Treg expressing VEGFR2 in tumor-bearing mice. This population has also been
found in patients with cancer, and may be involved in immunoregulatory phenomena related to
the tumor microenvironment.

We also studied the modulation of immunoregulatory mechanisms induced by Aflibercept. This
molecule target besides the VEGF-2 / VEGFR-2 pathway other alternative pathway of
angiogenesis, which could be involved also in

immunomodulatory phenomena. In mouse models, and in the context of ancillary studies of
clinical trials, aflibercept led to a significant decrease in Treg, and more particularly in memory
Tregs, notably Thi-like Treg.

In a second part, in an ancillary study of a clinical trial, circulating Tregs and others
immunosuppressive immune cells (circulating MDSC and tumor infiltrating Treg) and effector
immune cells (circulating and infiltrating LT CD8" and NK) were analysed. Treg also decreased
with a treatment targeting HGF /c-Met, an indirect antiangiogenic pathway. Circulating Treg
were less frequent in patients with diffuse/mixed type gastric adenocarcinoma (SRCC) than in
those with intestinal type. In parallel, diffuse/mixed type was associated with less infiltrating
LT CD8* and circulating NK, suggesting a "cold tumor" phenotype, ignored by the immune
system. Finally, infiltrating LT CD8" and elevated circulating NK proportion were associated
with a better prognosis, regardless of MMR status or histological type.

These results could lead to optimize immunotherapy strategies specifically targeting the
immunosuppressive

populations described and the mechanisms involved.

Keywords : Regulatory T lymphocytes, Lymphocytes T CD8*, Natural Killer cells, colorectal
cancer, gastric cancer, antiangiogenics, VEGF
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Liste des principales abréviations

ADCC
ADCP
CCR
CCRm
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cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
phagocytose cellulaire dépendante des anticorps
Cancer colorectal

Cancer colorectal métastatique

Cancer gastrique

Complexe Majeur d’Histocompatibilité
Cellules présentatrices d’antigénes

Cytotoxic T Lymphocytes

cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
cellules dendritiques

deficient Mismatch Repair
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Interferon y

Inhibiteur des checkpoint immunitaires
Interleukin

Lymphocytes B

Lymphocytes T

Monocytes colony-stimulating factor

Myeloid derived suppressor cells

Mismatch repair (systeme de réparation des mésappariements)
Stabilité des séquences microsatellites
Instabilité des séquences microsatellites
Natural Killer

Natural Killer T

Les cellules mononuclées du sang périphérique
Programmed cell death 1

Programmed cell death ligand 1

Placental Growth Factor

proficient mismatch repair

Tumor associated antigens

Tumor associated macrophages

Tumor necrosis factor a

Lymphocytes T régulateurs

Vascular endothelial growth factor
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Introduction

Chapitre 1 : Immunité et cancer

1- Le concept d'immunosurveillance

Le role de I’'immunité en cancérologie a été suspecté dés 1909, par Ehrlich qui émettait
I’hypothése que le systeme immunitaire pouvait influencer le développement des carcinomes.
Le concept d’immunosurveillance est finalement né en 1957, décrit par Burnett comme la
capacité du systeme immunitaire a réagir contre les antigénes tumoraux permettant la régression
de la tumeur avant son expression clinique.

Cependant ce concept d’immunosurveillance a longtemps été remis en question. En effet, en
2000 lorsque Hanahan énongait les 6 critéres nécessaires au développement d’une tumeur,
I’immunité n’était pas citée (1).

L’immunosurveillance a en pratique d’abord été suspectée devant la survenue plus fréquente
de cancer chez des patients en situation d’immunodéficience. Le suivi de cohortes de patients
transplantés et de sujets infectés par le Virus de I’immunodéficience acquise (VIH) a
notamment montré une forte augmentation de I’incidence de certains cancers (rénaux,
pulmonaires, pancréatiques, coliques, mélanomes) (2,3).

Mais chez I’homme comme chez 1’animal cette sur-incidence de néoplasies chez les patients
immunodéprimés a longtemps été attribuée par certains au réle carcinogene de certains agents
pathogénes (Epstein Barr Virus (EBV), Human Papilloma Virus (HPV), VIH)...) ne
reconnaissant pas ainsi le réle central du systéeme immunitaire dans la prévention de la survenue
des cancers. Le concept d’immunosurveillance anti-tumorale a finalement été démontré dans
des modéles animaux par les travaux de 1I’équipe de Schreiber (4). Ces travaux ont porté sur la
survenue de néoplasies spontanées chez des souris immunocompétentes ou déficientes durant
une longue période. Les animaux étaient élevés dans une animalerie exempte d’organismes
pathogénes spécifiques (EOPS) durant 15 a 21 mois. Il a ainsi montré que sur cette période
d’observation les souris immunocompétentes ne développaient aucune tumeur maligne, alors
que les souris RAG2-/-, déficientes en lymphocytes T et B, developpaient des tumeurs malignes
essentiellement coliques et pulmonaires (non connues comme étant associées a un agent

infectieux) dans environ 50% des cas. Une troisieme population d’animaux encore plus



immunodéficients, les souris RAG2-/-/STAT1-/-, déficientes en lymphocytes T et B et
insensibles aux interférons de type 1 et 2, développaient une néoplasie dans environ 80% des
cas. Depuis de nombreux travaux ont montré I’implication, selon le modé¢le, d’acteurs de la
réponse innée et de la réponse adaptative dans la protection d’un organisme contre la survenue
de néoplasies malignes (5).

Au-dela de la capacité du systéme immunitaire a protéger notre organisme contre 1’apparition
de néoplasie et de ce concept d’immunosurveillance, il semble qu’il soit aussi capable de limiter
la croissance et I’extension de tumeurs établies. De nombreux travaux ont montré le role
pronostique bénéfique d’infiltrats de cellules immunitaires effectrices comme les lymphocytes

T ou NK dans et autour de tumeur solide chez I’homme.

2- Les principaux acteurs de la réponse

immunitaire innée

2.1- Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) jouent un réle majeur dans la réponse immunitaire anti-
tumorale. 11 s’agit d’acteurs de la réponse immunitaire non spécifique et non restreinte par le
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (6). Les NK expriment deux types de récepteurs :
les récepteurs activateurs, en particulier le NKG2D, et les récepteurs inhibiteurs cytotoxiques
(killer inhibitory receptor KIR). NKG2D peut lier différents ligands, qui peuvent étre
surexprimes par la tumeur en réponse a un stress cellulaire, comme les chaines liees au CMH
classe I (MHC-class | related chains (MIC)), ou les Unigue Long 16-binding Protein (ULBP)
(7). Le stress cellulaire peut étre déclenché par diverses stimuli, comme 1’altération de I’ADN,
des signaux liés a la prolifération, ou des signaux liés a I’engagement de Toll Like Receptor
(TLR). Les récepteurs inhibiteurs reconnaissent au contraire des molécules constitutivement
exprimées et de maniere ubiquitaire sur les cellules normales, en particulier les molécules du
CMH de classe 1 (7,8). Ainsi, ces récepteurs inhibiteurs préviennent donc la cytotoxicité des
NK envers les cellules normales, tandis que 1’activation de cette cytotoxicité résulte d’un
déséquilibre de la balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs lors d’un stress cellulaire
(9). Les cellules NK ont une action cytolytique et pro-apoptotique directe sur les cellules
tumorales par 1’exocytose de granules cytotoxiques contenant les perforines et granzymes, et

par 1’activation des voies Fas/FasL et TRAIL-TRAIL-R. De plus, les NK activés peuvent
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exercer un effet anti-tumoral par d’autres mécanismes comme la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC), ou la sécrétion d’IFNy (10), induisant ainsi I’expression des
molécules du CMH par les cellules tumorales, et la stimulation des LT CD4" et CD8". Les NK
jouent un role essentiel dans le contréle de la croissance et de la dissémination tumorale comme
cela a été observé dans des modeles murins (11,12) et chez I’homme (13-15). En particulier,
les cellules NK pourraient étre impliquées dans la protection contre les cellules initiatrices de
cancer (CIC) (16). Les CIC se caractérisent par une croissance lente et une résistance aux
traitements cytotoxiques et aux radiations et jouent un role crucial dans la récurrence de la
tumeur. Des données récentes suggerent que les CIC sont plus sensibles aux NK car ils
expriment fortement les ligands NKP30 et NKP44 et expriment de faibles niveaux de molécules
de CMH de classe | (16).

2.2- Les macrophages

Les macrophages sont des cellules phagocytaires de I’immunité innée qui éliminent les cellules
apoptotiques et sont retrouvées dans la plupart des tissus normaux. Les macrophages
reconnaissent les cellules altérées et certains organismes pathogénes grace a différents
récepteurs comme la famille des Lectin-like de type C, ou des récepteurs scavengers. Ils peuvent
également exprimer les récepteurs Fc, permettant de détruire des cellules altérées ou pathogenes
ciblées par des anticorps par le mécanisme de phagocytose cellulaire dépendante des anticorps
(ADCP) . L’IFNy joue également un rdle crucial dans I’activation des macrophages (12). Enfin,
les macrophages peuvent aussi exprimer NKG2D, participant a leur activation (17).

Elles interviennent également contre le développement des cellules tumorales (Mantovani
1992). Les macrophages infiltrant la tumeur (Tumor Associated Macrophages TAM) peuvent
étre séparées en 2 sous-populations distinctes, ayant des roles différents dans I’'immunité anti-
tumorale (18): Les TAM M1 ciblent les cellules altérées, produisent des molécules pro-
inflammatoires (IL-6, IL-12, I1L-23 et TNFa). Ces cellules expriment fortement les molécules
du CMH de classe Il et de costimulation et participent ainsi a I’activation de la réponse
adaptative. lls peuvent détruire les cellules tumorales par I’ADCP. Les TAM M1 ont donc une
action plutdt anti-tumorale. A I’inverse, les TAM M2, physiologiquement impliqués dans des
processus de réparation tissulaire, favorisent la progression tumorale par la sécrétion de

cytokines immunosuppressive (IL-10, TGFpB) et de VEGF. La présence de ces deux composants
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dans des proportions variées dans les différents types de cancer explique que les macrophages,
bien que souvent associés a un moins bon pronostic dans de nombreux types de cancers, soient

parfois au contraire associées a une meilleure survie (19).

2.3- Les lymphocytes non conventionnels

Les cellules Natural Killer T (NKT) partagent des caractéristiques des cellules NK et des
cellules T (20,21). Comme les cellules T, elles expriment un TCR et le CD3. Cependant ce TCR
ne reconnait pas le complexe CMH/peptide, mais 1’ a-galactosylceramide (aGalCer), un ligand
glycolipidique, présenté par CD1d, une molécule apparentée au CMH de classe | (22). Elles
expriment également le NKG2D. Une fois activées, les NKT secretent de nombreuses cytokines
proinflammatoires (INFy, IL-2, TNF-a) (23,24) et des molécules impliquées dans la mort
cellulaire (perforin, Fas-L, TRAIL) (25,26). Les cellules NKT ont donc plutét un role anti-
tumoral (27,28). Cependant, plus récemment, des travaux ont permis de distinguer 2 types de
NKT : les NKT de type I, au TCR invariant et reconnaissant I’aGalCer, et ayant les activités
décrites ci-dessus, et les NKT de type I, exprimant des TCR variables et reconnaissant d’autres
ligands que I’aGalCer présentés par CD1d (29,30). Ces derniers auraient un réle plutét

immunosuppresseur et pourrait favoriser la croissance tumorale (31,32).

Les lymphocytes T yd sont une population de lymphocytes T périphériques CD4°CD8" et
exprimant un TCR combinant une chaine y et une chaine 3. Ils sont peu présents dans la
circulation périphérique, mais peuvent atteindre jusqu’a 50% des lymphocytes T dans certains
tissus épithéliaux comme 1’épithélium intestinal et cutané. 1ls peuvent reconnaitre des ligands
non peptidiques phosphorylés, les « phosphoantigenes », qui peuvent étre surexprimés par la
tumeur (33), et expriment NKG2D par lequel ils peuvent également avoir une action anti-
tumorale.

Les lymphocytes T yd ont montré une activité cytotoxique puissante dans un certain nombre de

tumeurs dont les cancers colorectaux (34).
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3- Les acteurs de la réponse immunitaire acquise

3.1- Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) ont été découvertes dans les années 70 dans la rate de souris
(35). Les DC regroupent en fait une population tres hétérogene, traduisant différents stades
d’activation et de maturation. Le processus de maturation des DC peut schématiquement se
décrire ainsi :

- Les DC immatures proviennent des progeniteurs des DC et colonisent les tissus périphérigues.
Dans ces tissus périphériques, elles jouent le réle de sentinelle, et possedent des capacités de
capture antigéniques puissantes. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la capture
antigénique par les DC : 1) la macropinocytose, processus par lequel des invaginations de la
membrane forment des vésicules qui captent de maniére non sélective des antigenes solubles;
2) I’endocytose faisant intervenir de nombreux récepteurs (Pattern Recognition Receptor, PRR
dont les MMR) capables de reconnaitre des structures communes a différents pathogenes, les
Pathogen associated molecular Patterns (PAMP) ou libérées lors de Iésions tissulaires, les
Damage associated molecular Patterns (DAMP) ; 3) la phagocytose de corps apoptotiques, ou
I’internalisation de corps apoptotique est médiée par les récepteurs membranaires FC ou les
récepteurs du complément (36).

- Les DC s’engagent alors dans un processus de migration vers les organes lymphoides
secondaires et de maturation,

- Lors de cette maturation, a lieu un phénomeéne d’apprétement des antigénes, et la formation
des complexes CMH/peptide.

- Cette maturation s’accompagne ¢galement de I’expression de différentes molécules
membranaires dont les molécules de co-stimulation B7-1 ou CD80, B7-2 ou CD86, CD40, les
molécules comme ICAM-1, LFA-1 ou des récepteurs de chimiokines favorisant leur migration,
et la sécrétion de cytokines participant a la polarisation de la réponse effectrice.

Ces DC matures acquiérent ainsi leur fonction de CPA et perdent en parallele leur capacité
d’endocytose.

Elles constituent I’interface privilégiée entre la réponse immune innée et adaptative. En effet,
d’une part elles sont sensibles aux modifications du microenvironnement local induites par
certains pathogénes, et produisent localement des chimiokines capables de déclencher une

réaction inflammatoire et une réponse immunitaire innée. D’autres part elles sont considérées

13



comme les principales CPA, et enclenchent 1’activation des LT pour une réponse adaptative
spécifique ou au contraire un maintien de la tolérance.

Outre le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative, une sous population de DC, les
IKDC, régule la réponse immunitaire tumorale en constituant la principale source d’IFNy,
cytokine essentielle pour I’immunosurveillance (37).

La maturation des DC est régulée par différents facteurs du microenvironnement tumoral
produits par les cellules de I’immunité innée ou par les cellules tumorales comme I’IL-1, I’'IL-

15, le TNF-a, le GM-CSF et, comme nous le verrons plus tard le VEGF.

3.2- Les lymphocytes B

Les lymphocytes B, lors de leur activation, se différencient en plasmocytes, et produisent des
anticorps. Les cellules exprimant les antigenes reconnus par ces anticorps sont alors détruites
soit par un mécanisme direct, soit par un mécanisme indirect mettant en jeu I’ADCC. Bien que
des anticorps dirigés contre des antigénes tumoraux soient retrouvés chez la plupart des patients
atteints de cancer, la réponse humorale semble jouer un role mineur dans I’'immunité anti-
tumorale. Les anticorps spécifiques sont cependant largement utilisés en thérapeutique.
D’autres mécanismes impliquant les LB peuvent participer a la réponse immunitaire anti-
tumorale. Une cytotoxicité directe, liée a I’expression de FasL a été décrite (38). Ils peuvent
également moduler la réponse immunitaire cellulaire, par la production de cytokines, tel que le
CCL22 (39), et en jouant le role de CPA dans la tumeur (40). Enfin, il a également été mis en
évidence des sous-populations de LB régulatrices, produisant des cytokines
immunosuppressives ou exprimant le PD -L1, susceptibles de favoriser la croissance tumorale
(41).

3.3- Les lymphocytes T CD4*

3.3.1 Généralités sur les LT CD4*

Les lymphocytes T CD4" sont des lymphocytes dit auxiliaires, qui n’agissent généralement pas
directement sur leur cible mais exercent leur action en régulant d’autres types cellulaires. IIs
jouent un réle important pour la prolifération des LT CD8" et des LB, en particulier via la

sécrétion d’1L-2.
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Une fois activés, les LT CD4+ peuvent se différencier en différentes sous-populations
largement étudiées et aux fonctions différentes. Les principales sous populations effectrices
sont les Th1, les Th2, et les Th17. D’autres populations ont plus récemment été décrites, comme
les Th22, les Th9 et les Tth. Les CD4" peuvent également se différencier en sous-populations
régulatrices, les Treg, qui seront abordés ultérieurement.

La polarisation des CD4" en 1'une ou 1’autre sous-population est régulée essentiellement
pendant 1’activation (priming) par I’environnement cytokinique, qui lui-méme dépend de la
CPA et des cellules de I’'immunité innée activées par le pathogene, et d’autres facteurs du
microenvironnement. Ces signaux activent différentes voies de signalisations, STAT, qui vont
induire différents facteurs de transcription a I’origine de marqueurs membranaires et d’une
production de cytokine spécifique a chacune des sous-populations. Les différentes sous-

populations effectrices jouent des roles différents dans le cancer.

3.3.2-La polarisation des LT CD4*

LT CD4+ Thl

La polarisation Th1 est favorisée par la production d’IL-12 et d’IFNy par les CPA, a un stade
précoce de I’activation des LT naifs. La différentiation Th1 implique I’activation séquentielle
des voies de signalisations STAT1 et STATS3, et le facteur de transcription Thbet (42). Les Thl
favorisent la réponse immunitaire cellulaire par la production d’IFNy, ce qui crée également
une boucle de rétrocontrole positif stabilisant la réponse Th1, et d’autres cytokines comme 1’IL-
2, TNFa, GM-CSF et M-CSF. Les Thl ont plusieurs mécanismes d’actions. Les principaux
sont I’activation des macrophages, la participation a I’induction de 1’activité cytotoxique des
LT CD8" et des NK, I’activation des DC par I’engagement de CD40L, et la génération de LT
mémoires (43-45). Les Thl favorisent donc une réponse anti-tumorale efficace, et I’infiltrat
tumoral Th1l est associé a un meilleur pronostic dans de nombreux types de tumeurs comme les

cancers du sein, du larynx, de 1’ovaire, colorectaux, cérébraux et cutanés (46—49).

Les LT CD4+ Th2

La polarisation Th2 est favorisée par 1’IL-4 (50,51). L’activation de I’'IL-4R active la voie de
signalisation STAT6, qui induit le facteur de transcription GATAS3. Les Th2 sécrétent de 1’IL-
4, de I'lL-5, de I'lL-6, de I'lL-9, de I'lL-10 et de I'lL-13. Une différentiation Th2 est induite par

différentes cellules de I’'immunité innée, par exemple en réponse contre les parasites de type
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helminthes, ou I’allergie. Les cytokines de type Th2 stimulent la différentiation et la maturation
des LB. Dans la réponse immunitaire anti-tumorale, les Th2 sont plutot jugés déléteres. Cela
pourrait étre lié a la sécrétion d’IL-10, susceptible d’altérer la maturation des DC et d’induire
des Treg (Ellyard Tissue antigens 2007 ; Kennedy Immunol Rev 2008), Cependant certaines
études dans des modéles murins retrouvent une activité anti-tumorale des Th2 (52-55), tandis
que d’autres études dans différents cancers retrouvent une valeur pronostique positive des Th2
(56,57). En fait, le role immunosuppresseur des Th2 pourrait étre lié en partie a une balance
Th1/Th2 au détriment de la réponse Thl (58-60).

Les LT CD4+ Thl7

Les cellules Th17 ont été initialement identifiées dans le contexte de la maladie auto-immune.
Leur processus de différenciation est contrélé par les facteurs de transcription STAT3 et RORyt
et nécessite une exposition a différentes cytokines dont IL-6, TGF, puis IL-23 a un stade plus
tardif de leur différentiation (61,62). Les Th17 produisent de I’'IL-17, de I’IL-22 et de I’IL-23
(63-66). L’IL-17 active le recrutement des polynucléaires neutrophiles et 1’IL-22 agit
directement sur les cellules épithéliales (67). Les Th17 ont été retrouvés dans de nombreux
types de tumeurs (68). La fonction de ces cellules dans la réponse anti-tumorale dépend
fortement du contexte. En effet, des effets favorisant la tumeur et inhibant la tumeur ont tous
deux été rapportés. De nombreuses données suggeérent un effet pro-tumoral de 1’IL-17, en
empéchant Il'apoptose des cellules tumorales, en diminuant les réponses anti-tumorales, en
augmentant lI'angiogenése et en stimulant la diffusion métastatique (69). A I’inverse, d’autres
études montrent que I'lL-17 peut étre suppresseur de tumeur. Bien que le mécanisme précis ne
soit pas élucidé, I'lL-17 pourrait avoir une fonction anti-tumorale en modulant les réponses
immunitaires adaptatives via le recrutement de lymphocytes T, et en augmentant I'action des
cellules NK, favorisant ainsi la prolifération et I'activation des CTL. Les différents mécanismes

d’action pro et anti tumoral des Th17 sont résumé dans la figure suivante.
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Figure 1. Effets pro et anti-tumoraux des Th17

D’aprés Asadzadeh Cell Immunol 2017

3.4- Les lymphocytes T CD8* ou LT cytotoxiques (CTL)

Les LT CD8+ reconnaissent, par leur T cell receptor (TCR), un antigéne tumoral spécifique lié
au CMH I a la surface d’une CPA. Les LT CD8+ naifs sont ainsi activés au niveau des ganglions
suite a leur contact avec les CPA, principalement les DC. En bref, les CPA capturent, traitent
et présentent les antigénes tumoraux aux lymphocytes T CD8 via le CMH de classe .
L’activation des lymphocytes T nécessite 3 signaux : (1) reconnaissance du peptide antigénique
présenté par les CPA; (2) un signal délivré par les molécules co-stimulatrices (CD80 / CD28,
CD40 / CDA40L); et (3) la production de cytokines (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IFNY). Les cellules
T CD8 activées peuvent reconnaitre et lyser les cellules tumorales grace aux systémes
perforine/granzyme et Fas/Fas-ligand. Les CTL jouent un rble majeur dans
I’'immunosurveillance (70). L’infiltrat tumoral en CTL a été démontré comme un facteur
pronostique majeur dans de nombreux types tumoraux incluant les cancers du poumon, du sein,
de la prostate, colorectaux, ORL, des ovaires, de la vessie, du pancréas, du foie, et les

mélanomes (46).
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3.5- Les antigenes associés aux tumeurs (Tumor associated
antigens, TAA)

Les antigenes associés a la tumeur sont présentés aux LT par les CMH ou directement par le
BCR (B cell receptor) des lymphocytes B. De nombreux antigénes tumoraux immunogeéniques

ont été isolés. Les TAA sont classés en 5 groupes :

-Les antigénes speécifiques du groupe cancer testis (exemples : MAGE1-10 , NY-ESO-1)

exprimés par les cellules normales et germinales.

-Les antigénes de différenciation (exemples : MART-1, gp100, PSA) spécifiques a un tissu
donné. -Les antigénes surexprimés par la tumeur (exemples : Her2/Neu, ACE).

-Les antigénes uniques et spécifiques de tumeurs issus de mutation qu’on appelle des

néoantigenes (exemples : B-cathenin, CDK-4, Ras).

-Les antigenes viraux (exemples : HPV, VHB, VHC, EBV).

4- Mécanismes d’échappement immunitaire

La plupart des cancers survenant chez des patients immunocompétents, les cellules tumorales
vont cependant réussir a I’aide de divers mécanismes, a contourner cette immunosurveillance

dans un certain nombre de cas.

4.1-Mécanismes intrinseques a la cellule tumorale

4.1.1 Régulation négative de 1l’expression du CMH de

classe I

La diminution de I’expression du Human Leukocyte Antigen class | (HLA-I), le CMH de classe
I humain, est un mécanisme d’échappement immunitaire développé par la tumeur décrit depuis
de nombreuses années. Elle est a 1’origine d’une diminution de la réponse T cytotoxique

intratumorale (71). Elle est retrouvée dans 35 a 90% des cancers chez 1’homme en fonction du
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type tumoral, et est associ¢ a la diffusion métastatique. La perte d’expression du CMH I est
associée a une moins bonne survie globale dans certains cancers (72,73). Différents
mécanismes peuvent conduire a cette régulation négative, pouvant conduire dans certains cas a
une perte complete et irréversible, et dans d’autres cas a une diminution de 1’expression

réversible.

Altérations structurelles du CMH I

Une perte complete d’HLA-I peut étre due a des altérations structurelles, par exemple, des
délétions homozygotes, une instabilité des micro-satellites (MSI), des mutations et une perte
d'hétérozygotie. Cependant ces anomalies sont finalement assez rarement retrouvées a
I’exception de I’inactivation du géne de la f2-microglobuline retrouvé plus fréquemment dans
certains types de cancers, en particulier les mélanomes, les cancers colorectaux et les cancers

du poumons (74-78).

Régulation épigénétique du CMH I

Sur le plan épigénétique, la méthylation de I’ADN et I’intervention des inhibiteurs des histones
deacetylase (HDAC) a été décrite, pouvant conduire par exemple a la régulation négative de
I’expression de LMP7/TAP2 (79-82). Cette modulation au niveau épigenétique semble étre lié
a I’TFNy, qui pourrait réguler positivement 1’expression du CMH de classe I (83), en particulier
au niveau transcriptionnel. Des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle variés ont
récemment été décrits. Les acteurs de cette régulation appartiennent aux familles des RNA-
binding proteins (RBP) et des microRNAs (miRNA) (82).

Impact de la perte d’expression du CMH T

Impact pronostic

La perte d’expression du CMH I a un impact sur le pronostic des patients atteints de cancer.
Dans une étude portant sur plus de 450 patients atteints de cancer colorectaux opérés, les
tumeurs présentant une faible expression de CMH | étaient associées a une survie spécifique

nettement plus courte (moyenne 41 mois, IC 95% : 26-56) par rapport aux tumeurs présentant
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une expression élevée de CMH I (moyenne 68 mois, IC 95% : 63 -74). De maniére surprenante,
les patients présentant une tumeur avec une perte compléte de I'expression de CMH | avaient
un pronostic similaire a celui des patients avec une expression élevée (survie spécifique
moyenne 60 mois, IC 95% : 50-69). Ceci peut étre dd a une activation des cellules NK contre

les cellules tumorales HLA-I-négatives.

Impact thérapeutique

Le mécanisme de la perte d’expression peut également avoir un impact direct sur I’efficacité
thérapeutique. En effet il est établi que la régulation négative de I’expression du CMH I pourrait
étre une voie de résistance acquise aux immunothérapies actuellement utilisées, dépendant
directement des mécanismes impliqués. Les pertes complétes liés aux altérations génétiques
des molécules du CMH 1| sont irréversibles, et la pression immunitaire sous immunothérapie
conduit a la sélection clonale de cellules tumorales portant ces altérations (Zaretsky NEJM
2016). Au contraire, les régulations négatives du CMH 1 d’origines épigénétiques,
transcriptionnelles ou post-transcriptionnelles pourraient étre réversibles lors d’une

immunothérapie, sous I’effet de cytokines de type Thl (71)

4.1.2 Autres mécanismes d’échappement intrinseques a

la cellule tumorale

D’autres mécanismes d’échappement tumoral ont été décrit :

- ’absence d’expression de CD80/CD86 par les cellules tumorales, alors qu’ils ont la capacité
de présenter 1’antigéne par le CMH 1 (84), peut aboutir & I’anergie des cellules T, induite par

I’absence de signal de co-stimulation lors de I’engagement du TCR.

- I’échappement a 1’apoptose ; Pour échapper aux signaux d’apoptose médiés par la voie
Fas/FasL, les cellules tumorales peuvent réguler négativement I’expression de Fas, libérer du
Fas soluble ou encore induire des anomalies dans la cascade du signal de transduction de Fas
(85).
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- L’expression de cytokines immunosuppressives par la cellule tumorale, comme le TGF-$, le

VEGF, le Prostaglandine E2 (PGE2), et I’IL-10 (85).

- la diminution ou la perte de I’expression des antigenes par la tumeur, par sélection clonale ou

par régulation post-transcriptionnelle (86).

4.2 - Les mécanismes extrinseques a la cellule tumorale

Une des principales stratégies utilisées par les cellules tumorales pour échapper au systeme
immunitaire, est I’induction de cellules immunosuppressives empéchant la réaction de 1’hote
contre la tumeur. Parmi elles, deux populations ont particulierement été étudiées au cours des
10 derniéres années, les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les cellules myéloides suppressives
(Myeloid derived suppressor cells ou MDSC). D’autres mécanismes d’immunorégulation ont

également été décrits.

4.2.1 - Les Lymphocytes T régulateurs

La tolérance du soi est maintenue par différents mécanismes. Un des principaux mécanismes
est la tolérance centrale. Elle correspond a 1’élimination des lymphocytes T spécifiques des
antigéenes du soi au niveau des organes lymphoides primaires, lors de la maturation des LT, par
un processus de sélection négative, a 1’origine de la destruction des LT qui lie les complexes
CMH/peptide du soi avec une trop forte affinité. Cependant, certains LT auto-réactifs échappent
a cette sélection négative, et des mécanismes de tolérance périphériques rentrent alors en jeu.
Parmi ces mécanismes, les lymphocytes T régulateurs sont des cellules immunosuppressives

capitales pour la maintenance de la tolérance du soi.

Les premieres preuves expérimentales de cellules dérivées du thymus jouaient un réle dans la
tolérance périphérique datent des années 60. En effet, chez des souris thymectomisées, et donc
échappant a la tolérance centrale, une greffe de thymus au 7e jour (87) permettait d’éviter le
développement de maladie auto-immunes, que 1’on observait chez les souris non greffées. Dans

d’autres expériences, des souris thymectomisés bénéficiaient des transferts de cellules
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thymiques associees a une greffe de moelle (88) ce qui permettait d’induire une tolérance vis a
vis d’injection répétées de globules rouges de mouton, qui n’était pas retrouvée apres greffe de

moelle seule.

Cependant, ces cellules thymiques régulatrices ont longtemps été négligées, et il a fallu attendre
la fin des années 90 pour que la communauté scientifique s’accorde sur I’existence d’une telle
population.

Plusieurs études ont alors suggéré I’existence de deux populations LTCD4+ distinctes. Tout
d’abord, dans des mod¢les murins de maladies auto-immunes, il a été montré que le transfert
de LT CD4+ d’animaux histocompatibles permettait d’empécher le développement de ces
maladies auto-immunes (89-93). En parallele, il était montré que les LTCD4+ étaient au
contraire impliqués dans le développement de maladies auto-immunes, en aidant les
lymphocytes B a produire des autoanticorps et en induisant les réponses immunes cellulaires.
Enfin, Olivarez-villagomes et al. et Van de Keere et al. mettaient en évidence deux fonctions
opposées des LT CD4* dans des modeles transgéniques de souris produisant des CD4*
exprimant un TCR reconnaissant des antigénes du soi (94,95). Dans ces modéles, I’injection de
CD4" normaux prévenait I’apparition des désordres auto-immuns. Ces expériences ont donc
mis en évidence différentes populations de LT CD4" avec deux fonctionnalités distinctes : I’une
favorisant le développement de maladies auto-immunes, 1’autre les inhibant, et que la

coexistence des deux permettait une homéostasie.

Sakaguchi et al. ont alors permis la caractérisation de cette population de CD4+ tolérogéne, en
séparant les CD4" en fonction de leur expression de la chaine o du récepteur de I’interleukine
2 (CD25). Dans ces expériences, le transfert de cellules LT CD4"CD25 chez des souris
athymiques (nude) entrainait le développement de maladies auto-immunes. En revanche, le

cotransfert de cellules LT CD4*CD25* empéchait ce développement (96).

Le géne Foxp3, membre de la famille des régulateurs transcriptionnels Forkhead/winged-helix,
a ensuite été découvert comme un régulateur clé des Treg. En effet, il a été observé que
I’inactivation de ce géne chez des souris entrainait des maladies auto-immunes fatales(97). Par
ailleurs, la mutation de Foxp3 chez ’homme conduit a un syndrome rare de dérégulation
immunitaire, le syndrome IPEX, a ’origine de troubles auto-immuns multiples (98). Enfin,

I’équipe de Sakaguchi a montré que la transfection de Foxp3 dans des cellules CD4"CD25
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naives pouvaient convertir ces cellules en CD47CD25", montrant le réle clé de ce facteur de

transcription dans la régulation des Tregs (96).

Ainsi, les Treg ont initialement été identifiées par I’expression de CD25 et FOXP3. Cependant,
chez ’homme, FOXP3 est également exprimé dans d’autres populations de cellules T,
hétérogenes dans leur fonction et phénotype, comprenant des cellules non suppressives et
immunosuppressives (99). En particulier, des cellules T CD4" naives, lorsqu’elles sont activées,
peuvent exprimer transitoirement FOXP3 sans pour autant étre suppressives (100,101). Ainsi
d’autres marqueurs phénotypiques ont été identifiés afin de caractériser plus précisément ces
Treg. L’expression de CD127 a été montrée comme étant inversement corrélée aux fonctions
suppressives des Treg, et a I’expression de Foxp3. Les cellules T CD4*CD25"Foxp3*CD127

flow hermettent de discriminer ainsi les Treg chez I’homme.

4.2.1.1- Ontogénie des Treg

Il a été montré plus récemment que les Tregs étaient en fait constitués de 2 compartiments
d’origine différente : les Tregs « naturels » ou thymiques (tTreg) et les Treg « induits ». Les
fonctions de ces 2 compartiments semblent cependant redondantes, bien que les tTreg
pourraient étre importants dans la prévention de 1’auto-immunité, et d’une maniére générale,
permet d’établir un seuil minimal d’activation pour I’ensemble des réponses immunitaires, alors
que les Treg induits seraient plus spécialisées dans le maintien d’un environnement non
inflammatoire dans la lumiére intestinale, et controler les réponses aux allergénes alimentaires
et environnementaux (102). Chez la souris, le facteur de transcription Helios a été proposé
comme marqueur discriminant les Treg thymiques (Heliost) et les Treg induits (Helios—) (103).
Chez ’homme certains marqueurs de surface li¢ a Helios tel que TIGIT ou FCRL3 mais la

valeur discriminante reste plus controversée (104).

Développement des Treg thymiquesdans le thymus

Plusieurs conditions sont nécessaires pour le développement des Treg dans le thymus des souris.
Les cellules stromales thymiques, incluant des cellules endothéliales corticales et médullaires
et des cellules dendritiques permettent la présentation du complexe CMH-peptide du soi. Lors
de la maturation des LT CD4" dans le thymus, une premiere étape de sélection positive permet

aux thymocytes ayant un TCR reconnaissant le CMH de I’individu de survivre. Lors de la
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deuxiéme étape, de sélection négative, les thymocytes CD4" exprimant des TCR ayant une trop
forte affinité pour les complexes CMH-peptide du soi sont normalement éliminés. Cependant,
certains thymocytes, avec une affinité intermédiaire, vont échapper a cette sélection négative,
permettant a cette étape le développement des tTreg. Les mécanismes permettant a ces tTreg
d’échapper a la sélection négative, bien qu’incomplétement élucidés, ont été étudiés.
Globalement, la sélection et maturation des Treg nécessitent :

- une interaction forte entre ces complexes et le TCR des Treg (105,106).

- un signal de costimulation (via les molécules CD40, CD28) (107)

- la présence de certaines cytokines, comme IL2, IL7 (108)

Un modele en deux étapes a été proposé par Lio et al. (109), dans lequel une interaction forte
entre le TCR et le complexe CMH/peptide entrainerait 1’expression de CD25, et I’IL2 activerait

des voies de signalisation, indépendantes du TGF-3, conduisant a 1’expression de Foxp3.

Chez I’homme, il a de plus été¢ mis en évidence des structures thymiques spécialisées, les
corpuscules de Hassal, qui sécrete le thymic stromal lymphopoietin (TSLP), capable d’activer
des DC immatures et de stimuler 1’expression de molécules de costimulation (110,111). Les
DC ainsi activés semblent pouvoir induire I’expression de FOXP3 dans des thymocytes
CD4*CD8CD25". Ces DC pourraient permettre une sélection positive des thymocytes ayant
une forte affinité pour les peptides du soi, en favorisant leur différentiation en Treg (112).

Induction de Treg en périphérie

La différentiation de CD4" naifs en Treg est également possible en périphérie, lors d’une
stimulation antigénique et en présence d’une combinaison cytokinique appropri¢e. On parle
alors de peripherally induced Treg (pTreg) Bien que les cellules pTreg ne constituent qu'un
faible pourcentage de la totalité des Treg, certains organes sont particulierement riches en
pTreg, en particulier l'intestin et le placenta. Cela laisse penser que ces pTreg sont
particuliérement importants dans 1’établissement de la tolérance aux bactéries commensales,

aux aliments, et a la tolérance materno-feetale (113-117)(118).
Plusieurs conditions favorisant 1’induction des pTreg ont été identifiées (119):

- Une activation sous-optimale des DC (119)

- Une dose sous-immunogénique de peptide agoniste (120)
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- Une administration muqueuse du peptide (121)
- La présence de certaines cytokines, en particulier TGF-p et IL-2 (113,122,123)

En particulier, le TGF-p a été montré comme étant un facteur primordial du développement des
Treg induits (113). En effet, le TGF-B est capable d’induire directement 1’expression de Foxp3
dans des LT CD4" naifs. Par ailleurs, Marie et al. (124) ont montré que des souris déficientes
en TGF-B avaient un développement normal des tTreg, mais une diminution des Treg induits.
Plus récemment, la voie de signalisation du TGF-B pour I’induction de Foxp3 a été mise en
évidence. Le TGF-p entraine la phosphorylation et activation de Smad2 et Smad3, qui vont
alors former un hétérodimere avec Smad4. La fixation de cet hétérodimére a une séquence
intronique non codante (CNS1) de Foxp3 est un élément clé de la régulation de 1’induction de
ces pTreg. En effet, il a été montré que cette induction était absente chez des souris déficientes
en Smad2 ou Smad3 ou en CNS1 (125-130).

D’autres facteurs participent a I’induction des pTreg, comme 1’Acide rétinoique (131,132).
L’activité de I’acide rétinoique passe par la méme voie de signalisation et module la liaison du
complexe Smad3 au CNS1, en entrainant une acétylation du site de fixation a Smad3 sur le
CNSI1, permettant d’augmenter la fixation de Smad3 phosphorylé (128).

4.2.1.2- Fonctions suppressives des Treg

On distingue différents réles des Treg :

« Maintien de la tolérance périphérique :

Controle des LT autoréactifs échappant a la sélection négative thymique
* Maintien de I’homéostasie lymphocytaire périphérique :
Contrdle du niveau de la réponse
Limitation de la prolifération et de ’activité des effecteurs

Cloture de la réponse immune
Les mécanismes suppressifs des Tregs sont trés diverses et peuvent cibler plusieurs populations

effectrices, en fonction de leur localisation, leur contexte d’activation, et les signaux

spécifiques. Les différents mécanismes sont :
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1 Lasécrétion de cytokines suppressives

Les Treg peuvent produire plusieurs cytokines immunosuppressives en particulier TGF-p, IL-
10, et IL-35. Ces cytokines participant a I’inhibition de la différentiation, la prolifération et
I’activation des cellules T effectrices. De plus, elles favorisent la conversion de cellules T
activées en cellules immunosuppressives. TGF-p et IL-35 favorisent la conversion cellules T
CD4" conventionnelles en Treg induit de phénotype CD4*CD25"FoxP3" (chez la souris)
(133,134). L’IL-10 convertit les Tconv en cellules suppressives Trl, produisant également du
TGF-B et de I’1L-10 (135).

2 L’expression élevée de co-récepteurs inhibiteurs (CTLA-4, PD-1, Lag3), entrainant une
compétition avec les cellules effectrices T et les CPA

Les deux molécules co-inhibitrices les plus impliqués dans I’'immunorégulation liée aux Treg

sont CTLA-4 et Lag-3. En effet les Treg expriment constitutivement CTLA-4, inhibiteur de

CD80 ou CD86, en compétition avec CD28, mais présentant une plus grande affinité que ce

dernier (136). Il bloque ainsi le signal de co-stimulation nécessaire a 1’activation des

lymphocytes effecteurs d’une part, et entraine également des mécanismes de régulation

négative de la présentation de I’antigéne par la CPA (136-138).

3 Lalyse des effecteurs par les granzymes A/B
De méme que les cellules NK ou les LT cytotoxiques, le Treg peuvent secréter du granzyme A
et B, qui participe a ses propriétés immunosuppressives, en ayant une activité cytolytique ciblée

sur ces cellules effectrices suite a leur interaction (139,140).

4 L’épuisement métabolique

Plusieurs mécanismes d’épuisement métabolique ont été décrits. La déplétion en IL-2, facteur
essentiel a ’activation et la prolifération des LT effecteurs, est un mécanisme connu depuis de
nombreuses années. Elle passe d’une part par la consommation d’IL-2 par son récepteur de
haute affinite, CD25 (141,142) et d’autre part par I’inhibition de la transcription d’IL-2 par les
cellules T effectrices (103,143). Par ailleurs, les Treg peuvent exprimer les molécules CD39 et
CD73, induisant une dégradation de ’ATP et I’ADP en AMP d’une part et une production
d’adénosine d’autre part. Ces modifications métaboliques entrainent une inhibition de la
maturation des DC et leur conférent un profil tolérogéne, et inhibent la prolifération et I’activité
des LT effecteurs et des NK (144).
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Figure 2 : Fonctions suppressives des Treg
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4.2.1.3-Les sous populations de Treg

Les Treg sont tres hétérogenes sur un plan fonctionnel et phénotypique. Il existe en effet
plusieurs catégories de Treg, et plusieurs facons de les classer. Récemment, la cytométrie de

masse a permis de détecter 22 sous populations distinctes de Treg (146).
Tout d’abord, I’expression de CD45RA ou CD45RO permet de distinguer deux classes : les

Treg effecteurs et les Treg naifs. Ces deux marqueurs ont une expression mutuellement

exclusive dans les Treg (147-150).
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Les Treg Naifs

Les Treg naifs sont caractérisés par I’expression de CD45RA (CD45RA™) ou I’absence
d’expression de CD45R0O (CD45R0O), ainsi qu’un plus faible niveau d’expression de FOXP3
(FOXP3'"%), Ce compartiment de Treg naifs représente en réalité plutét un compartiment de
cellules quiescentes périphériques que strictement naif. En effet, il est montré chez la souris que
le maintien des Treg en périphérie nécessite une stimulation continue par I’antigéne (151). Ces
Treg proviennent du compartiment thymique. En revanche, ces Treg ne proliferent pas comme
le montre I’absence d’expression de Ki67 (147). Sur le plan fonctionnel, ces cellules montrent
une activité suppressive, et ont la capacité de proliférer apres activation du TCR in vitro. Lors
de cette activation, elles démontrent une capacité de résistance a I’apoptose (150). Il est admis
que la large majorité des cellules Treg naives sont des cellules Treg thymiques, car elles portent

le marqueur CD31 qui signe leur migration depuis le thymus (147,150).

Les Treg effecteurs

Les Treg effecteurs sont eux caractérisés par 1I’expression de CD45RO et un plus haut niveau
d’expression de FOXP3 (CD45RO"FOXP3"). Contrairement aux Treg naifs, il s’agit de Treg
montrant un haut degré de prolifération (147,152) et sont probablement des Treg activés et
fonctionnellement différenciés a partir des Treg naifs. lls nécessitent néanmoins une stimulation
du TCR pour exercer leur activité suppressive (153,154). lls sont également moins résistants a
I’apoptose lors de leur stimulation du TCR (155). Parmi ces Treg effecteurs, il existe un niveau
supplémentaire d’activation. En effet I’expression d’HLA-DR confére une prolifération et des
fonctions suppressives augmentées et plus rapide chez ces Treg (156), et pourrait correspondre

a un état de différentiation terminale de ces Treg (figure 3)
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Figure 3. Différentiation des Treg

Sakaguchi et al Nature review Immunology 2010

Parmi les Treg effecteurs, plusieurs sous-populations fonctionnelles ont été décrites. Tout

d’abord, I’expression d’ICOS semble discriminer deux sous populations ICOS™ et ICOS™ aux

fonctions différentes, produisant respectivement du TGFf ou de I’'TL10 (157).

La polarisation des Treg

Enfin, plus récemment, ont été décrites plusieurs sous-populations fonctionnellement distinctes

basées sur 1’expression de récepteurs de chimiokines, et impliquant différentes voies de

signalisation.

29



I1 a d’abord été montré dans des modeles murins que les Treg utilisaient différents programmes
de transcription pour réguler les réponses Th1, Th2 ou Th17, liés a I’expression ou a I’activation
de facteurs de transcription spécifiques associes au Th (158-161). Ces différentes populations

ont ensuite été observées chez ’homme en condition non pathologique (162).

Les Treg Th-1 like

Cette sous-population est controlée par le facteur de transcription T-bet. Elle a été mise en
évidence dans des modeles murins (159,160,163) et également décrite chez I’humain en
conditions non pathologiques (160,162). Lors d’une réponse Th-1, les cytokines IFNy et IL27
entrainent I’expression de T-bet par les Treg (164). T-bet induit ’expression de CXCR3 qui
permet leur migration vers le site de I’inflammation. Cette expression spécifique de CXCR3 est
utilisée pour les caractériser chez la souris comme chez ’homme. Le role de T-bet est central
dans cette différentiation. En effet, dans un modéle murin, les Treg déficients en T-bet ne
contrélent pas la réponse Th-1 (159,163). La fonction de ces Treg Th-like implique un
programme transcriptionnel induisant en particulier 1’expression de molécules co-inhibitrices,
Lag-3 en particulier, et du Granzyme B (160). 1l est également décrit une expression importante
de CTLA-4 et Helios (165).

Les Treg Th2-1like

Les Treg Th2-like sont contrdlés par les facteurs de transcriptions GATA-3 et IRF4 (161). Chez
I’homme ils sont caractérisés ainsi : CCR6"CXCR3 CXCR4". Les Treg TH2-like expriment
moins le CD25 et FoxP3 comparé aux autres sous-populations, mais ont une expression
augmentée de TIGIT. Il semble que, dans le cancer, les Treg Th2-like possédent une capacité
migratoire importante, permettant leur accumulation préférentielle, grace a I’expression de
CCRS, ligand de CCL17/22 volontiers retrouvés dans les tumeurs. Cependant, alors qu’une
action préférentielle pour la sous-population effectrice a été supposée pour les Thl-like et les
Th17-like, il semble in vitro que ce ne soit pas le cas des Th2-like. Au contraire, les Th2-like
diminuent moins la prolifération des Th2 effecteurs que les autres populations Treg (166), alors
qu’ils possédent des capacités suppressives identiques aux autres populations pour les
effecteurs Thl et Thl7. Cette accumulation préférentielle dans les tissus tumoraux, et leur
activité suppressives favorisant les effecteurs Th2 au détriment des Th1l, semble étre exacerbee
dans les tumeurs afin de maintenir un environnement anti-inflammatoire favorisant la

croissance tumorale.
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Les Treg Th-17-1ike et Th-22 like

Le controle de la réponse Th-17 par les Treg est contr6lé par STAT-3, entrainant I’expression
de CCR®6 qui permet chez la souris la caractérisation de cette population (158). Chez I’homme,
dans cette population CCR6+, il est parfois individualisé une population Th-22-like, caractérisé
par 1’expression de CCR10 (162), alors que d’autres ¢tudes identifient une population mixte
Th1/Th17-like, exprimant a la fois CXCR3 et CCR6 (166). Les Th1l7 semblent avoir des
fonctions suppressives importantes, en particulier sur la réponse Th17. En effet, la délétion de
STAT-3 spécifiquement au niveau des Treg entrainait dans un modele murin, le développement
d’une colite, avec une réponse cytokinique Th17 augmentée caractérisée par la production d’IL-
17 et 1L-22, alors que les réponses Thl et Th2 étaient inchangées (158). Une autre étude chez
I’homme a montré que les Thl7-like exprimant IL-17 peuvent perdre transitoirement leur
fonction suppressive et avoir une fonction pro-inflammatoire mais regagnent leurs fonctions
suppressives ensuite, permettant une certaine plasticité fonctionnelle en fonction des stimuli
(167).

Spécificités fonctionnelles des différentes sous-population

Les différentes sous-populations de Treg caractérisées par 1’expression de récepteurs de
chimiokines ont des fonctions sensiblement différentes, et expriment des cytokines différentes.
Le contrble des réponses Th spécifiques par la sous-population Treg correspondante Th-like a
été montré chez la souris pour les Th17-like et les Th1-like (158,159,163). Cependant, les Th2-
like semble avoir un effet plus large, permettant un contréle des différents sous-types effecteurs
et non restreint aux Th2 (161,168,169), voir méme parfois décrit comme favorisant la réponse
Th2 in vitro et in vivo, en particulier dans les tissus tumoraux (166). En fait, en sus d’une
specificité fonctionnelle intrinséque, I’observation d’une fonction préférentielle de ces
différentes sous-populations sur leur équivalent effecteur est probablement liée d’une en partie
a deux phénomenes : d’une part a la capacité migratoire spécifique de chacune via I’expression
des mémes récepteurs de chimiokines (170); d’autre part a leur prolifération spécifique en
parallele de celle de la population Th correspondante, en réponse a une stimulation antigénique
particuliere (Th-17 et Th-17-like pour C. Albicans, Th-1 et Th-1-like pour HCMV) (162). Ces
phénomenes permettent leur colocalisation spatiale et temporelle, aboutissant a des régulations
spécifiques au détriment de leur équivalent effecteur ou parfois en faveur de ceux-ci pour les
Th2 (166).
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Plasticité des différentes sous-population

Enfin, si le phénotype de ces Treg apparait stable en condition neutre (162), une certaine
plasticité fonctionnelle et phénotypique existe en condition cytokinique polarisante (170). En
effet, une régulation transitoire et alternative de -Thet et Gata-3, en particulier, a été décrite, et

apparait essentielle dans le maintien dynamique de I’homéostasie (171).

4.2.1.4- Treg et cancer

Les Treg semblent jouer un role majeur dans le développement et la progression tumorale. Dans
la grande majorité des cancers chez I’homme, ainsi que dans les modéles murins de tumeurs, la
fréquence des Treg dans le sang périphérique est augmentée, ainsi que leurs fonctions
immunosuppressives, comparé aux individus sains (172,173). On retrouve également une forte
infiltration en Treg en intratumoral dans une grande majorité de cancers (174-180) comme

présenté en figure 4.

Table 1. Increased prevalence of CD4+CD25+ regulatory T cells in patients with various cancers

Cancer type

Tissues where Treg cells were detected

Gastric cancer
Gastrointestinal cancer
Head and neck cancer
Hepatocellular cancer
Melanoma

Pancreatic cancer
Prostate cancer

Renal cell cancer
Ovarian cancer
Cervical cancer
Endometrial cancer
Glioma

Esophageal cancer
Epithelial cancer

Lung cancer

Breast cancer

Wilms' tumor
Multiple myeloma

Adult T cell leukemia/lymphoma
Chronic lymphocytic leukemia

Acute myeloid leukemia

Non-Hodgkin lymphoma

Hodgkin's lymphoma

TDLN, TIL and PBMC

PBMC, tumor site and ascites

PMMC

PBMC and TIL, tumor tissue, and ascites
PBMC, TIL and TDLN

PBMC

PBMC, tumor site

PBMC, Tumor site

TIL, tumor site, tumor associated lymphocytes
TDLN

TDLN

Tumor tissue

PBMC, TIL

PBMC

TIL, PBMC, tumor site, pleural effusion
PBMC, TIL, tumor tissue

PBMC

PBMC

Tumor itself has a Treg cell phenotype
PBMC

PBMC

TIL

TIL

TDLN, tumor-draining lymph nodes; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; TIL, tumor-infiltrating lymphocytes.

Figure 4. Prévalence augmentée des Treg dans plusieurs types de cancer
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Origine des Treg intratumoraux

Le recrutement de Treg par la tumeur implique plusieurs mécanismes (figure 5).

1 Laconversion de CD4 conventionnels en pTreg (181).

Le microenvironnement tumoral semble jouer un rdle majeur dans cette conversion (182), en
particulier par la sécrétion de TGFpB et d’IL-10 via différents sous-populations régulatrices

comme les cellules dendritiques myéloides immatures (183) ou les MDSC (184).

2  Le recrutement et rétention de Treg dans la tumeur.

11 est favorisé par 1’expression par les cellules tumorales ou du microenvironnement tumoral de
chimiokines, en particulier CCL22 ou CCL17 (185-187) ligands du récepteur CCR4, ou
CCL28 (188), ligands des récepteurs CCR3 et CCR10, qui peuvent étre eux exprimeés par les

Treg périphériques permettant leur recrutement.

3 L’expansion d’un compartiment de Treg résidents dans les tissus.
En effet certains Treg se specialisent en fonction de leur localisation spécifique et en fonction
de I’organe et du tissu. On parle de Treg résidents (189). L’importance de ces Treg résidents

dans le cancer est mal connue chez I’homme.
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Régulation des Treg dans le cancer
La prolifération et les fonctions des Treg sont modulées d’une part par des récepteurs co-
stimulateurs et inhibiteurs impliquant des interactions avec les cellules tumorales et du

microenvironnement, et d’autres part par des cytokines du microenvironnement tumoral (figure
partp

6).
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Figure 6 : régulation des Treg dans les cancers

D’apres Stockis Immunology 2019

1

Reécepteurs costimulateurs

Plusieurs récepteurs costimulateurs ont été décrits a la surface des Tregs, comme ICOS, GITR,

0OX40, 4-1BB ou CD27. Les ligands de ces récepteurs peuvent parfois étre exprimés par les

cellules tumorales, comme ICOSL ou OX40L, ou parfois étre induit par un environnement
cytokinique sur les CPA, comme GITRL, induit par le TGFB (180,190,191). L’interaction de
ces ligands avec leur récepteur favorise la prolifération des Treg, et parfois leur fonction
(157,180,192-195).

2

Récepteurs co-inhibiteurs
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Différents récepteurs co-inhibiteurs peuvent réguler positivement la fonction et la prolifération
des Treg dans le cancer. Les plus connus sont les récepteurs PD1, Lag3 et Tim-3, dont les
ligands peuvent étre exprimés par les cellules tumorales ou induits sur les CPA (180). TIGIT
semble également jouer un role important dans 1’échappement immunitaire, en particulier en
régulant préférentiellement les effecteurs Thl et Th17 mais pas les Th2, plut6t pro-tumoraux.
En effet, TIGIT est préférentiellement exprimé par les Treg Th2-like, qui migrent en paralléle
des effecteurs Th2 dans les tissus tumoraux et permettent 1’expansion préférentielle des Th2 au
détriment des Thl et Th17 (166). Enfin, I’activation du récepteur inhibiteur killer cell lectin-
like receptor G1 (Klrgl) serait plut6t un régulateur négatif de la fonction suppressive des Treg.
La perte d’expression de son ligand E-Cadhérine est retrouvé dans certains cancers et pourrait

favoriser la régulation positive des Treg (196,197).

3 Cytokines

Le microenvironnement tumoral induit la sécrétion directe ou indirecte de certaines molécules
qui vont favoriser la prolifération des Treg. En particulier, I’IL2 et le TGFf.

En dehors de ces éléments de régulation majeurs, d’autres molécules du microenvironnement
tumoral semblent jouer un role important dans la régulation des Treg, comme 1’IL-33, ou encore

le VEGF, comme abordé dans le chapitre « angiogenese et immunité ».

R8le pronostic des Treg dans le cancer

Les Treg intratumoraux et circulants sont généralement associé a un moins bon pronostic
comme cela a été décrit dans un grand nombre de cancer, comme les cancers du sein, les cancers
du poumon, les hépatocarcinomes, les cancers de I’ovaire, les cancers du rein, les cancers
pancréatiques, les cancers gastriques et les cancers de 1’ovaire (178,179). Dans les cancers
colorectaux, cependant, le r6le pronostique des Treg est controversé, certaines études retrouvant
un effet défavorable, d’autre un effet favorable s (198,199).

4.2.2- Myeloid-derived suppressor cells (MDSC)

Les MDSC constituent une population hétérogene de cellules immatures myéloides ayant
stoppé leur différentiation a différents stades, qui peuvent exercer une activite

immunosuppressive dans le microenvironnement tumoral (200).
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4.2.2.1- Induction des MDSC

Les cellules my¢loides sont activées lors d’une réponse immunitaire innée par différents
pathogénes, via les TLR, et les PRR reconnaissant les PAMP et les DAMP, résultant en une
mobilisation de neutrophiles et de monocytes, une régulation positive du CMH Il et la
production de cytokines pro-inflammatoires. Lors d’une activation classique par un pathogéne,
la réponse est rapide et de courte durée, en réponse a un signal fort et aigu. Lors d’une
inflammation chronique et non résolue, comme le cancer, les cellules myéloides sont activées
par des signaux faibles et de longue durée, aboutissant a la différentiation en MDSC. Une
activation en 2 étapes a été décrites : ’expansion de cellules myéloides immatures, et leur
activation pathologique. L’expansion de ces cellules est induite par différents signaux présents
liés a I’inflammation chronique et parfois produits par les tumeurs, comme le GM-CSF, G-CSF,
M-CSF, S-CSF, VEGF et les acides gras poly-insaturés (PUFA). Ces signaux induisent certains
facteurs de transcription comme STAT3, STATS5, IRF8, C/EBPB et NOTCH. L’activation
pathologique des MDSC est induite par les facteurs de transcription NF-xB, STAT1 et STATS.
Elle est favorisée par des cytokines inflammatoires comme IFNy, IL-18, IL-4, IL-6, IL-13 et

TNF, et par I’activation de TLR par le ligand HMGB1 (201,202).
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D’apres Veglia et al, Nat Immunol 2018

4.2.2.2-Caractérisation phénotypique des MDSC

On distingue deux grandes catégories de MDSC : les MDSC granulocytiques ou les MDSC
monocytiques. Les MDSC granulocytiques (G-MDSC) sont définies chez la souris par le
phénotype CD11b*Ly6G*LyC " et leur structure (side scatter SSC) élevée en cytométrie, et
sont difficile a distinguer des neutrophiles infiltrant la tumeur. Chez I’humain, les G-MDSC
sont caractérisés par CD11b"CD14°CD15. Ils se différencient des neutrophiles chez I’humain
par leur différence de densité.

Les MDSC monocytiques (M-MDSC) chez la souris sont définis par le phénotype
CD11b*Ly6G LyCM9" et une SSC basse. Ils sont différenciés des monocytes par 1’absence des
marqueurs CD11c¢ et HLA de classe II. Chez I’humain ils sont caractérisés par le phénotype
CD11b*CD14*CD15CD33*HLA-DR"°" tandis que les monocytes sont HLA-DR* (201).

4.2.2.3-Fonctions immunosuppressives des MDSC

Les MDSC sont des cellules immunosuppressives, contrairement aux monocytes et
neutrophiles. Les mécanismes immunosuppressifs des MDSC sont médiés par la production de
TGFp, de cyclooxygénase (COX2), d’arginase (ARG1), d’oxyde nitrique synthase (iNOS), de
prostaglandine 2 (PGE2) et de dérivés réactifs de 1’oxygene (Reactive oxygen species ROS)
(203,204). lls peuvent également augmenter la glycolyse et induire une phosphorylation
oxydative (Hammami and Jolicoeur BMC cell biology 2012). Enfin, les MDSC peuvent
produire des cytokines suppressives comme 1’IL-10 et le TGF3. Ces mécanismes contribuent a
stopper le cycle cellulaire des cellules T, altérer leur TCR, et limiter leur migration dans les
tumeurs (205-207). lls diminuent également la formation de complexe peptide/CMH par la
tumeur (208), et favorisent le recrutement de Treg (209). Les M-MDSC sont théoriquement
plus immunosuppresseurs que les G-MDSC (210,211). Les G-MDSC entrainent une
immunosuppression des cellules T spécifiques des antigenes dans les organes lymphoides alors
que les M-MDSC inhibent les réponses T spécifiques et non spécifiques. Dans la tumeur, les
G-MDSC inhibent la réponse T spécifique et meurent rapidement. Sous I’effet de I’hypoxie et
de la répression de STAT3 dans le microenvironnement tumoral, les M-MDSC sont rapidement
différentiés en TAM (212,213).
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4.2.2.4-Ré6le des MDSC dans le cancer

Si le role des MDSC a été bien établi dans des modéles murins de cancer, 1’observation de leur
impact clinique est plus récente. Il a été observé que le nombre de MDSC circulants chez des
patients atteints de cancer était positivement corrélé au stade et a la présence de métastases dans
les cancers du sein, colorectaux, de la thyroide, des poumons (non a petites cellules), de la
vessie, les mélanomes et les carcinomes hépatocellulaires (214-221). Le taux de MDSC
circulants est également associé & une moins bonne survie dans différents types de tumeurs
solides (222), en particulier dans les cancers colorectaux (223,224). Les deux sous-populations
G-MDSC et M-MDSC, lorsqu’elles sont différenciées, semblent toutes deux associés a ce
mauvais pronostic(220,225). Le r6le des MDSC intratumoraux, du fait de la difficulté de leur

caractérisation, n’a cependant pas été établi.

Le taux de MDSC a également été associé a une moins bonne réponse thérapeutique a
I’immunothérapie chez des patients traités par anticorps anti-CTLA-4 ou anti-PD1 pour un
mélanome (226-229). Des stratégies de potentialisation des immunothérapies par 1’inhibition
des MDSC sont donc en cours d’étude et ont montré une certaine efficacité dans des modéles

murins (230-232).

4.2.3- Autres cellules régulatrices.

D’autres types de cellules immunorégulatrices ont ét¢ décrites comme jouant un rdle dans
I’échappement immunitaire a la réponse anti-tumorale a des degrés variables. Les Th17, les DC
et les TAM M2 peuvent avoir un réle immunosuppresseur comme décrit dans les chapitres
précédents. Les Trl et les LB régulateurs (Breg) sont deux populations régulatrices dont le réle
est encore peu exploré dans le cancer. Les Breg pourrait favoriser la progression tumorale en
inhibant les CTL et les CD4" par I’expression de cytokines suppressives et par I’expression de
PD-L1 (233,234).

4.2.4- Régulation positive des molécules co-

inhibitrices et épuisement des LT
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L’expression de molécules co-inhibitrices de la réponse immunitaire est un mécanisme
d’échappement immunitaire majeur, et particuliérement exploré ces derniéres années du fait du
succes thérapeutique d’anticorps monoclonaux ciblant ces molécules. Ils inhibent les LT, en se

liant aux récepteurs de co-stimulation B7-1 et B7-2.

Plusieurs molécules ont été décrites, comme CTLA-4, PD1, Lag-3, Tim-3. Ces molécules

peuvent étre exprimés par plusieurs cellules immunitaires et par les cellules tumorales.

Les récepteurs co-inhibiteurs

Le CTLA-4 fait partie de la méme famille des immunoglobulines que le récepteur de co-
stimulation CD28, nécessaire a ’activation des cellules T, et reconnait les mémes ligands B7-
1 (CD80) et B7-2 (CD86). Le CTLA-4 a cependant une affinité plus forte pour ses ligands
(235). Le CTLA-4, a I’inverse du CD28 exprimé constitutivement par les cellules T, n’est
exprimé qu’a la surface des cellules T activées et des Treg. Il inhibe les LT par plusieurs
mécanismes : la compétition avec CD28 (236); I’induction de signaux négatifs pour la fonction
des LT (237) ; la stimulation des Treg (136) ; la régulation de la fonction et du phénotype des
CPA (238). Le PD1 est un autre récepteur co-inhibiteur dont le fonctionnement est proche, et
qui lie les ligands PD-L1 et PD-L2, de la famille B7. Outre les LT, PD1 peut étre exprimé par
les LB, les NK, les NKT, les monocytes activés, et les DC (84). CTLA-4 et PD1 sont les deux
molécules co-inhibitrices les plus étudiées du fait de leur implication thérapeutique récente,

mais d’autres molécules ont récemment été décrites tel que LAG3, Tim3 et TIGIT (84).

Expression des ligands des récepteurs co-inhibiteurs

La cellule tumorale peut exprimer les ligands de ces récepteurs co-inhibiteurs, entrainant la
régulation positive de I’expression de ces récepteurs. Parmi ces ligands, 1’expression de PD-L1
et PD-L2 est retrouvée dans de nombreux types de tumeurs, et peut étre induit sur la tumeur
soit par des voies de signalisation oncogéniques intrinséques, soit par la pression immunitaire
(239-242). En effet, 'IFNy induit I’expression de PD-L1 sur la cellule tumorale. D’autres

ligands peuvent étre surexprimés, comme CD80/CD86 ou la Galectine 9.

L’ épuisement des cellules T

Les cellules T épuisées sont des cellules ayant perdu leur fonction effectrice et ayant une forte
expression des récepteurs co-inhibiteurs. Elle est a distinguer de I’anergie des cellules T, qui

survient a I’étape d’activation de ces dernieres, en cas d’engagement du TCR sans signal de co-
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stimulation. Dans le cas de I’épuisement, il s’agit plutdét d’un épuisement orchestré de LT
fonctionnels lors d’une stimulation antigénique chronique. PD1 est un régulateur clé¢ de
I’épuisement. Les mécanismes impliquées dans 1’exhaustion des LTT font intervenir des
sighaux extrinseques ou intrinseques (243):

- les interactions cellules/cellules : I'engagement prolongé du TCR (signal 1) et les récepteurs
de co-stimulation et / ou co-inhibition signaux (signal 2) ;

- des facteurs solubles : des cytokines inflammatoires (IFN de type I) et suppressives (IL-10 ;
TGFB) ;

- modification de I’expression des récepteurs des chimiokines, des molécules d'adhésion et des
récepteurs des nutriments.

Plusieurs cellules immunitaires peuvent étre a 1’origine de ces signaux et participent a la

régulation de 1’exhaustion : les Treg, les MDSC, les CPA, les LB et les NK.
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Figure 8: Principaux mécanismes d’échappement immunitaires
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D ‘apres Pernot et al World Journal of Gastroenterology 2014

5- Les bases de 'immunothérapie anticancéreuse

Depuis plusieurs années, I’immunothérapie s’est imposée comme un acteur incontournable des
stratégies thérapeutiques pour les cancers métastatiques. Le principe de I’immunothérapie anti-
tumorale est de stimuler les cellules effectrices immunitaires innées et adaptatives anti-
tumorales, tout en neutralisant les mécanismes immunosuppresseurs. On distingue
I’immunothérapie passive, consistant en I’administration d’effecteurs (anticorps monoclonaux,
TIL), et I'immunothérapie active, consistant en une stimulation in vivo des réponses
immunitaires du patient, soit spécifique de la cellule cancéreuse (vaccination) soit non

spécifique.

5.1 -Immunothérapie passive

5.1.1 Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux font partie de I’arsenal thérapeutique de routine dans la majorité
des cancers, essentiellement aux stades métastatiques. Ils ont une action directe sur leur cible,
généralement un antigene associé a la tumeur exprimé a la surface des cellules tumorales ou
parfois une molécule du microenvironnement tumoral. Ils bloquent ainsi un signal d’activation,
ou parfois au contraire induise un signal d’apoptose. Ces anticorps peuvent également avoir une
action indirecte. En effet, la majorité des anticorps monoclonaux sont des IgG, et leur fragment
constant Fc peut conduire a des mécanismes de cytotoxicité cellulaire dépendante des Anticorps
(ADCC : antibody dependent cell mediated cytotoxicity) ou a une cytotoxicité dépendante du
complément (CDC : complement-dependent cytotoxicity)

De nombreux anticorps monoclonaux aux cibles variés sont utilisés en cancérologie. Le plus
ancien est un anti-CD20 (rituximab), utilisé dans le lymphome non-Hodgkinien et la leucémie
lymphoide chronique (LLC). D’autres anticorps utilisés en hématologie cible le CD33, CD52,
CD30 ou CD38. Dans les tumeurs solides, les anticorps ciblent en général des TAA exprimés
par la tumeur, comme HER2/neu (trastuzumab ou pertuzumab, utilisés dans les cancers du sein

et de ’estomac), EGFR (cetuximab, panitumumab, utilisés dans les cancers ORL et les CCR).
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Ils peuvent également cibler un composant essentiel du microenvironnement tumoral, comme
les anti-VEGF (bevacizumab).

De nouvelles générations d’anticorps monoclonaux sont actuellement développées, en
particulier les anticorps monoclonaux bispécifiques (BITE) qui ciblent deux antigénes. Le
premier & avoir été développé cible le CD19 (porté par les Lymphocytes B tumoraux dans la
leucémie aigue lymphoblastique) et le CD3, et permet de rapprocher les LT des cellules
tumorales, favorisant la destruction de ces derniéres. D’autres BiTE sont en cours de
développement cliniques, la plupart gardant le CD3 comme 1’une des cibles, et avec une
deuxiéme cible variable (244).

Enfin, une nouvelle classe d’anticorps monoclonaux a récemment émergé. Il s’agit des
anticorps monoclonaux ciblant des points de rétrocontrdle immunitaire négatifs, les checkpoints
immunitaires. Ils ciblent de maniére non spécifique les voies d’activation des LT, visant a
rétablir une immunité anti-tumorale efficace et font donc partie également des immunothérapies

actives non spécifiques, et seront présentés dans le chapitre correspondant.

5.1.2 L’ immunothérapie cellulaire

Le transfert adoptif est étudié depuis plusieurs dizaines d’années. Il consiste en I’administration
de cellules, généralement autologues, traitées ex vivo. Les premiers résultats concluants datent
d’il y a plus de 30 ans, ou des LT prélevés et isolés chez des patients atteints de tumeur solide,
étaient activés in vitro par de fortes doses d’IL-2 puis réinjectés (245). Les stratégies de transfert
adoptif plus récentes utilisent les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL), prélevés et activés de
la méme facon, et ont montré une certaine efficacité dans le traitement du mélanome (245,246).
Ces stratégies de transfert adoptifs ont depuis été optimisées, grace a des méthodes de
modification génétique des LT. Les cellules T a recepteur chimeérique, ou CAR-T cells sont des
cellules T autologues prélevées au patient, puis modifiées génétiquement pour exprimer un
récepteur antigénique chimérique, non restreint par le CMH, cloné a partir du fragment
hypervariable d’un anticorps. Actuellement, deux CAR-T cells possédent une AMM pour les
lymphomes, 1’Axicabtagene ciloleucel (AxiCell) et Tisagenlecleucel (TisaCell), avec un
récepteur ciblant le CD19. De nombreux autres CAR-T cells sont en cours de développement,
y compris dans les tumeurs solides (247,248). Cependant ces traitements restent couteux,

complexes et toxiques, et leur large utilisation nécessitera de prendre en compte ces limites.
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5.2- Immunothérapie active

5.2.1 L’ immunothérapie active spécifique : les vaccins

Les vaccins prophylactiques, en cancérologie, visent a prévenir une infection potentiellement
oncogene. Leur efficacité est majeure comme pour le vaccin contre le virus de I'hépatite B qui
permet de prévenir le développement de carcinome hépatocellulaire sur hépatite B chronique,
ou le vaccin contre le papillomavirus (HPV) qui permet de prévenir les cancers du col de
I’utérus, de I’anus ou ORL liés a ’HPV.

Les vaccins thérapeutiques visent a rétablir une réponse immunitaire spécifique anti-tumorale
une fois tumeur en place. IIs sont basés sur I’administration d’un peptide antigénique ou de
protéines tumorales, ou encore d’ADN tumoral. Le peptide peut éventuellement étre vectorisé,
ou présenté par des CPA autologues. En effet, le premier vaccin thérapeutique ayant recu
I’AMM en France est un vaccin basé sur le prélévement de PBMC autologues par leucophérese,
et mises en présence ex vivo d'une protéine de fusion (PA2024) constituée de l'antigene
phosphatase de I'acide prostatique (Prostatic acid phosphatase, PAP) et de GM-CSF. Ce vaccin
a obtenu I’AMM en 2013 pour le traitement des cancers de la prostate (249).

5.2.2 L’immunothérapie non spécifique

Les immunomodulateurs

Les traitements par cytokines immunomodulatrices ont été utilisés depuis de nombreuses
années. L’IL-2 a doses élevées et I'IFN ont montré une certaine efficacité dans le traitement
des cancers du rein et des mélanomes (250-254). L’IL-2 stimule les LT et les cellules NK, alors
que ’IFN a plutét un effet inhibiteur direct sur les cellules tumorales. En dehors de ces
cytokines, dont 'utilisation est autorisée par la FDA, d’autres molécules ont été étudiées
comme I’IL-15 ou I’IL-22. Ces molécules sont désormais peu utilisées car supplantées par de
nouvelles stratégies d’immunothérapies comme les inhibiteurs de checkpoint immunitaires.
Elles pourraient cependant trouver une place en combinaison de certaines stratégies

d’immunothérapies.

Les inhibiteurs de checkpoint immunitaires
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Les inhibiteurs de checkpoint immunitaires (ICI) ont connu un développement clinique majeur
et rapide depuis quelques années. Il s’agit d’anticorps monoclonaux ciblant les récepteurs co-
inhibiteurs de la réponse immunitaire sur les cellules T, dans le but de bloguer ces signaux
inhibiteurs afin de restaurer une réponse immunitaire efficace. Le Cytotoxic-T-Lymphocyte-
Antigen 4 protein (CTLA-4) (ipilimumab et tremelimumab), le Programmed Cell Death-1 (PD-
1) (nivolumab et pembrolizumab), ou son ligand (PD-L1) (atezolizumab, durvalumab,
avelumab) sont devenues des cibles privilégiées (255). Ces molécules sont désormais utilisées
en routine dans de nombreux types de tumeurs. Leur utilisation dans les cancers digestifs sera

détaillée dans les chapitres suivants.
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Figure 9 : Mécanismes d’actions des inhibiteurs de checkpoint immunitaires

D’apres Ganesh et al Nature review in Gastroenterology and Hepatology 2019 (256)
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Chapitre 2 : Immunité et cancers

digestifs

1- Spécificité de I'immunité dans le cancer

colorectal

1.1- Les TAA dans le cancer colorectal

Plusieurs types de TAA sont exprimés par la tumeur. Dans le cancer colorectal (CCR), les TAA
les plus fréquents sont des antigénes du soi normaux, exprimés a de faibles concentrations dans
les cellules normales et dans les tissus embryonnaires et a des concentrations élevées dans les
cellules tumorales. Le plus célebre d'entre eux est I'antigene carcino-embryonnaire (ACE), qui
est normalement exprimé dans les tissus feetaux et largement surexprimé dans les CCR (257).
S'il a été demontre initialement que I’ACE peut entrainer une réponse cytotoxique spécifique
(258), des travaux plus récents ont montré que 1’ ACE pouvait jouer un réle immunosuppresseur
et que les lymphocytes T des patients atteints de CCR n'étaient pas activés par la présentation
de cet antigene in vitro (259). D'autres antigénes du soi sont supposes étre immunogeénes dans
le CCR, tels que Ep-Cam, HER-2 / neu (260), MUC-1 et p56. Les réponses immunitaires contre
certains néo-antigenes, généerées par des mutations (tp53, Kras) ou contre I'antigene MAGE-3,
appartenant a la famille des « antigenes cancer testis» normalement exprimés par les cellules
germinales, ont été également identifiées (258).

Les TAA, qui jouent probablement un rdle important dans I’immunosurveillance, sont

également des cibles potentielles pour I’immunothérapie dans les stratégies de vaccination.

L’instabilité microsatellite dans le CCR est associée

a des TAA immunogéniques

L’instabilité microsatellite (MSI) est retrouvée chez des patients atteints de CCR, dans le cadre
d’un syndrome de Lynch dans 1/3 des cas, mais plus fréquemment dans le cadre de cancers
sporadiques dans 2/3 des cas, en particulier chez des patients agés. Elle est observée dans 5 a

25% des CCR, en fonction du stade et de la localisation tumorale. Les tumeurs MSI sont
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associées a une densité importante de TIL, et ont un meilleur pronostic que les CCR sans
instabilités microsatellites (MSS) (261-263).

Cette instabilité induit des mutations somatiques a 1’origine du décalage du cadre de lecture au
sein des génes portant des séquences repétées. Normalement, ces décalages sont corrigés par
un systeme de réparation des mésappariements de I’ADN (proficient mismatch repair (MMR
ou pPMMR)), spécialisé dans la réparation des mésappariements de I’ADN. Le MMR constitué
principalement des protéines MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 s’associent sous forme
d’hétérodimeres, classiguement MSH2-MSH6 et MLH1-PMS2 afin de reconnaitre et réparer
les erreurs de I’ADN polymérase (264). C’est dans le cadre d’un défaut du MMR (deficient
MMR ou dMMR), lié a une mutation inactivatrice constitutionnelle ou sporadique, que va
survenir I’instabilité microsatellite. Cette instabilité, pouvant intervenir dans des séquences non
codantes et codantes, vont entrainer des mutations de genes intervenant dans la régulation du
cycle cellulaire, 1’apoptose et la réparation de I’ADN. De plus, ces mutations n’induisent pas
seulement I’inactivation des génes concernés mais aussi I’apparition de nombreux néoantigeénes
potentiellement immunogéniques. Des néoantigenes immunogenes issus de mutations de
TGFRBR2, OGT, MSH, caspase 5, AVCR2, PTEN, ASTE1, HNF1A et TCF7L2 ont été
rapportés dans différentes études (265-269). En effet, il a été montré que ces différentes
mutations du cadre de lecture étaient associées a un infiltrat CD8" plus important, et que les
peptides issus de ces génes mutés étaient capables in vitro d’induire une réponse cytotoxique
par des CTL issus de patients avec un cancer colorectal (269).

Cependant, certains mécanismes immunosuppresseurs ont également été associés aux tumeurs
MSI/dMMR. Par exemple, la perte d’expression du CMH I peut étre liée a I’inactivation du
géne de la B2 microglobuline (270). Par ailleurs un grand nombre de Treg est également

retrouvé dans ’infiltrat immunitaire de ces tumeurs (271).
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Figure 10 : Microenvironnement tumoral dans les tumeurs MSI/dMMR et
MSS/pMMR

D’apres Ganesh Nat Rev Gastroenterol hepatol 2019

Les mutations POLE sont associées a des TAA

immunogéniques

A Dinstar des formes MSI/MMR, il a plus récemment été mis en évidence que certaines
altérations moléculaires parfois retrouvées dans les cancers colorectaux pouvaient entrainer un
phénotype hypermuté a I’origine de nombreux TAA (272). C’est le cas des mutations de POLE,
qui représentent cependant moins de 2% des CCRm, et généralement chez des sujets jeunes, et
ayant des cancers du colon droit MSS/pMMR(273). 11 s’agit de mutation de bon pronostic (274).
Les tumeurs ayant une mutation POLE présentent des taux extrémement élevés de substitutions
mononucléotidiques, dépassant souvent 100 mutations / Mb (275). Dans la grande majorité des
cas il s’agit de formes somatiques, méme si quelques formes germinales ont été décrites dans
le cadre de polyposes familiales. Comme les tumeurs MSI/dAMMR, les mutations de POLE
entrainent un infiltrat CD8" important, et pourrait étre de bons candidats a I’immunothérapie.

Plusieurs études avec des ICI sont actuellement en cours.

1.2- Role pronostic des cellules immunitaires dans le CCR

Lymphocytes infiltrant la tumeur CD8" et CD45RO*

Le role des CTL CD8" a été largement étudié dans le cadre du CCR. Les lymphocytes infiltrant
les tumeurs (TIL) jouent un réle central dans la réponse immunitaire anti-tumorale. Le role
pronostique de la réponse immunitaire a été analyse dans une grande cohorte de patients
réséqués.

Pageés et al. (276) ont montré que I'absence de signes pathologiques d'invasion métastatique

précoce (invasion veineuse, lymphatique et périneurale) était associée a une augmentation des
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cellules immunitaires infiltrant la tumeur, en particulier les LT CD8" et a une augmentation des
niveaux d’ARNm des facteurs de la réponse Thl.

La densité de TIL, caractérisée par un immunomarquage CD3", a été rapportée comme étant
plus prédictive de la survie globale que tous les facteurs pronostiques histopathologiques
habituels (en particulier la classification UICC-TNM) (47). En effet, la survie globale a 5 ans
chez les patients présentant une densité de TIL CD3" élevée, moyenne ou faible était de 72,6%,
49,5% et 29,9%, respectivement. En analyse multivariée, la densité de TIL restait un facteur
pronostique indépendant, tandis que la classification TNM n'était plus un facteur indépendant
apres ajustement de la densité de TIL. Plus précisément, les TIL les plus augmentés dans les
tumeurs sans signe d’invasion précoce étaient les LT mémoires (CD45RO"), qui avaient une
trés forte valeur pronostique, conservée en analyse multivariée.

Les patients qui avaient une densité élevée ou faible de TIL CD45RO+ avaient des médianes
de survie sans maladie de 36,5 mois et 11,1 mois respectivement, et des médianes de survie
globale de 53.2 mois et 20.6 mois (p < 0.001 pour les deux critéres).

Considérant ces résultats, un score immunitaire pronostic a été élaboré basé sur 4 types de
éléments : la densité de ’infiltrat CD8" au centre de la tumeur (CT), et 4 la marge d’invasion
(IM), et la densité des cellules mémoires CD45RO" dans ces deux zones respectivement (CT et
IM). Ce score a d’abord été étudié dans les CCR de stade | et Il (277). Les patients avec une
densité élevée des deux composants CD8" et CD45RO" a la fois CT et IM, avaient une survie
sans maladie de 95.2%, comparé a 25% chez les patients avec une densité faible des deux types
cellulaires et dans les deux régions. L’analyse d’une cohorte de pres de 600 patients de stade |
a IV a confirmé que ce score avait une valeur pronostique supérieure au TNM (278) mais
également au statut MSI en analyse multivariée (279). Plus récemment une cohorte
internationale de validation externe de plus de 2500 patients opérés de CCR de stade 1 a Ill, a
confirmé la valeur et la reproductibilité a grande échelle de ce score pronostique (280). Enfin,
dans les CCR métastatiques, I’immunoscore réalisé cette fois sur des métastases opérées est
également un facteur pronostique important (281).

Cependant, I’intérét en pratique clinique de ce score est pour I’instant limité par I’absence de

preuve de sa valeur prédictive de I’efficacité des traitements.

Autres cellules immunitaires infiltrantes
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La valeur pronostique des différentes sous-populations de LT CD4" a également été étudiée
dans le cancer colorectal. Les Th17 sont généralement associés a un mauvais pronostic, en
accord avec leur valeur immunosuppressive. A 1’inverse, I’expression de génes associés a une
réponse Thl, comme Tbet, est associée a un meilleur pronostic. (47,57). Par ailleurs, bien que
le nombre de Th1 soit plus important dans les cancers MSI/dMMR, cette valeur pronostique
des Thl dans le CCR est retrouvée quel que soit le statut MMR (282-284).

Dans le CCR, I’infiltrat tumoral en NK est généralement également associé a un meilleur
pronostic méme si cela n’est pas toujours retrouvé (285,286). En fait, plus que I’infiltrat NK
seul, la collaboration entre les CD8" et les NK semble avoir un impact pronostic important,
puisque les patients ayant une tumeur montrant une infiltration élevée pour ces deux types
(CD8" et CD57") semblent avoir une meilleure survie que les autres (287).

La valeur pronostic des Treg dans le CCR a longtemps été controversé. Les Treg sont
généralement associés a un mauvais pronostic dans la grande majorité des cancers. Cependant,
dans les cancers colorectaux, un effet favorable des Treg sur le pronostic a été observé dans
plusieurs études (198,199,288,289). Plusieurs méta-analyses confirment globalement cette
valeur pronostique (Hu Oncotarget 2017 ; Xu Front Physiol 2017). A I’inverse, dans d’autres
études, un mauvais pronostic était associé aux Treg/CD8 (271,290). En fait, la majorité des
études portant sur les Treg intratumoraux dans le CCR est basé sur 1’étude de FOXP3. La
discordance des résultats ci-dessus est donc probablement liée a 1’existence de plusieurs
populations de cellules FOXP3*. En effet, dans le cancer colorectal, 2 populations de cellules
T CD4*FOXP3* coexistent, I’une non suppressive FOXP3'°", associée & un bon pronostic, et
I’autre suppressive FOXP3"9" associée & un mauvais pronostic (291).

Enfin, certaines cellules myéloides dont les macrophages ont été rapportés comme ayant une

valeur pronostic positive dans le CCR (292-294).

Utilisation des cellules circulantes comme marqueur

pronostic

Plusieurs études ont également analyse les cellules périphériques dans le sang de patients
atteints de cancer colorectal. En effet, les cellules immunitaires du sang périphérique,
accessibles par une simple prise de sang peuvent fournir une fenétre sur I'immunité anti-
tumorale de maniere simple et dynamique dans le temps. Cependant, I'immunité périphérique

a longtemps été considérée comme un eélément mineur du systéme immunitaire, car I'immunité
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locale anti-tumorale n’est pas toujours en corrélation avec I'immunité systémique (295-297).
Dans le cancer colorectal, I’augmentation ou la diminution de plusieurs populations de cellules
immunitaires a largement ét¢ décrite et associé¢ au stade, et corrélé a I’infiltrat intratumoral
(172,298-300). Plusicurs d’entre elles ont montré une valeur pronostique, cependant peu
reproductible selon les études, étant donné les faibles effectifs et les populations hétérogénes,
ainsi que les caractérisations phénotypiques variables de certaines populations. En particulier :
les NK, CD4", et CD8" circulants ont été rapportés comme de bon pronostic, tandis que les
Treg, les MDSC et les NKT ont été décrit comme étant de mauvais pronostic (223,224,301
303).

2- Principaux résultats de 'immunothérapie dans

le cancer colorectal

Bien que I’immunothérapie par les anticorps ciblant les corécepteurs inhibiteurs fasse partie
désormais des traitements standards dans plusieurs types de cancers, elle peine a montrer une
efficacité dans le cancer colorectal. En effet, les premiéres études n’ont montré aucune réponse
tumorale dans le CCR. L’identification systématique des formes MSI/dMMR a permis

cependant un regain d’intérét.

2.1- Inhibiteurs des Checkpoint Immunitaires dans les CCR
MSI/dMMR

L’histoire de I’immunothérapie dans les cancers MSI/dMMR a commencé avec la constatation
qu’un seul patient présentait une réponse tumorale parmi les patients atteints d’'un CCR, dans
un essai testant un anti-PD-1, le pembrolizumab, dans plusieurs types de tumeurs (304). Il a été
constaté que ce seul patient était porteur d’une tumeur MSI/dMMR. Sur la base de cette
observation, combinée aux découvertes récentes sur I’immunogénicité des cancers
MSI/dMMR, un essai de phase Il a été mené avec le pembrolizumab dans 3 cohortes distinctes :
des CCR MSS/pMMR, des CCR MSI/dMMR, et des cancers de toutes localisations
MSI/dMMR. Cette étude a montré chez les 28 patients avec un CCR MSI/dMMR un taux de
réponse de 50% et un taux de contréle de la maladie de 89% avec une mediane de survie sans

progression non atteinte a 2 ans, tandis qu’aucun des patients MSS/pMMR n’avait répondu
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(305). Les résultats du pembrolizumab dans les cancers MSI/dMMR ont également été
confirmé dans la cohorte non CCR MSI/dMMR de cette étude, puis dans une cohorte
d’expansion de 86 patients dans 12 types de cancers dont 40 ayant un CCR (306). Enfin, il était
également observeé que I’efficacité était significativement corrélée a la charge mutationnelle. A
la suite de cette observation, un autre anti-PD-1, le nivolumab, a également montré des taux de
réponses importants chez 74 patients chimio-réfractaires avec un CCR MSI/dMMR, avec 31%
de réponse objective (307). Dans cette étude, une combinaison nivolumab + ipilimumab (anti-
CTLA-4) a également ete testée chez 119 patients et a montré un taux de réponse de plus de
50% et des taux de survie sans progression et globale a 2 ans de 60 et 74% respectivement, au
prix cependant d’une certaine toxicité puisqu’une toxicité de grade 3-4 survenait chez 31% des
patients et entrainait I’interruption du traitement chez 13% des patients (Overman ASCO Gl
2019). Sur la base de ces résultats, la Food and Drug Administration (FDA) a autorisé
Iutilisation du pembrolizumab et du nivolumab en 2°™ ligne de traitement chez les patients
MSI/dAMMR aux Etats-Unis. Cependant, en Europe, les anti-PD1 n’ont pas obtenu
d’autorisation de mise sur le marché dans cette indication, I’European Medicament Agency
(EMA) considérant I’absence d’études randomisées. Plusieurs études randomisées de premicre
(Keynote-177) et deuxieme ligne (Samco) sont en cours.

Cependant, certaines tumeurs MSI/dMMR restent résistantes aux ICI. Différents mécanismes
de résistances, primaires ou acquis, ont été décrits comme la perte d’expression du CMH 1,
fréguemment retrouvée dans ces tumeurs MSI/dMMR (308,309), ou des mutations de JAK1/2
altérant la voie de signalisation de I’IFNy (310). Des altérations de la voie de la -caténine ont

également été décrites dans des tumeurs non colorectales MSI/dMMR (311).

2.2- Inhibiteurs des Checkpoint immunitaires dans les CCR
MSS/pMMR

A l’inverse des résultats trés encourageants dans les cancers MSI/AMMR, les études ayant
inclus des patients ayant un CCR MSS/pMMR sont trés décevantes. En effet, dans les premiéres
¢tudes avec le pembrolizumab ou le nivolumab, aucune réponse n’était retrouvée. La
combinaison d’un anti-PD1 et d’un anti-CTLA-4 ne semble pas beaucoup plus efficace puisque
la combinaison nivolumab + ipilimumab ne permettait qu’une seule réponse tumorale parmi 20
patients MSS/pMMR. Cependant une étude plus récente de combinaison est un peu plus

encourageante et ouvre la voie pour la sélection de nouvelles populations potentiellement
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sensibles parmi les MSS/pMMR. En effet, au congrés de I’ASCO 2019 étaient présentés les
résultats obtenus avec 1’association durvalumab (anti-PDL1)+ tremelimumab (anti-CTLAA4),
compare aux soins de supports exclusifs chez des patients réfractaires aux traitements standards
(Xueyu Chen et al ASCO 2019. De maniére encourageante, cette bithérapie chez 166 patients
MSS/pMMR randomises entrainait cette fois un benéfice significatif en survie globale (HR 0.72
(1C95% 0,54 - 0,97 ; p = 0,07, dans cette étude un p<0,10 était requis par le design statistique).
De plus, une charge mutationnelle (tumor mutational burden TMB) élevée (définie ici comme
TMB>28 Mutations/megabase), présente chez 21% des patients, était prédictive de 1’efficacité
du traitement. Ces constatations, qui doivent étre confirmées dans des études dédiées, ouvrent
la voie a I’identification de populations cibles plus larges que les MSI/dMMR (Xueyu Chen et
al ASCO 2019).

Certains essais ont essayé de combiner un ICI avec une autre thérapie ciblée. Cependant, en
dépit d’un rationnel biologique certain, la encore les résultats sont pour I’instant décevants, en
particulier avec I’association anti-MEK + anti-PDL1 (cometinib + atezolizumab), ou anti-
VEGF + antiPDL1 (bevacizumab + atezolizumab) (312,313). Il en est de méme pour
I’utilisation combinée avec la radiothérapie, théoriquement immunogene, actuellement en cours
d’investigation.

De nombreux essais sont encore en cours & la fois dans les CCR MSI/dMMR et les CCR
MSS/pMMR (256).

2.3- Autres stratégies d‘immunothérapie dans les CCR

D’autres stratégies d’immunothérapies ont été développées dans le CCR, sans toutefois
d’utilisation thérapeutique validées pour le moment. Tout d’abord, d’autres checkpoints
immunitaires pourraient étre ciblés dans le CCR (OX40, Lag3, Tim3, TIGIT...) et de nombreux
essais sont en cours dans les cancers solides, en phase clinique précoce. Aucun résultat n’est
disponible actuellement dans les CCRm (256).

En dehors des checkpoints immunitaires, 1’utilisation de CAR-T cells dirigés contre I’ACE a
fait I’objet de quelques données préliminaires, retrouvant quelques réponses chez des patients
chimio-réfractaires, mais au prix d’une toxicité majeure (314-316). Le transfert adoptif de TIL
autologues sélectionnés ex vivo pour leur spécificité dirigée contre la mutation KRASC?P a
également été rapportée avec succes chez un patient, sans que 1’on ait a I’heure actuelle de

résultats d’essais cliniques (317).
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Les thérapies cytokiniques immunomodulatrices sont explorées depuis de nombreuses années
mais n’ont pour le moment pas montré d’efficacité majeure dans le CCR,

Cependant, quelques résultats notables ont été rapportés. D’abord, 1’administration GM-CSF,
associé a une chimiothérapie par Gemcitabine et Folfox (GOLFIG) a montré une certaine
efficacité en phase Il (318). Une étude de phase Il a comparé GOLFIG a FOLFOX. Une
analyse intermédiaire a montré une supériorité significative de I’immuno-chimiothérapie
GOLFIG par rapport a la chimiothérapie FOLFOX en termes de taux de réponse (66.1% contre
37%, p = 0,002) et de survie sans progression (9.23 mois contre 5.7 mois, HR = 0,52, p=0,002),
ainsi qu’une tendance non significative pour la survie globale (289). Cependant I’essai a été
arrété prématurément du fait de difficultés de recrutement, et de plus ’utilisation de schémas
de chimiothérapie cytotoxique différents ne permet pas de conclure sur 1’intérét d’ajouter le
GM-CSF a la chimiothérapie.

Enfin, des essais de vaccinations antigéniques, ou avec des cellules tumorales autologues, ont

été rapportés ou sont en cours, mais a ce jour, aucun résultat probant n’a été observé

(256,319,320).

4- Spécificité de l'immunité dans le cancer

gastrique

4.1- Classification moléculaire et sous-types immunogénes

Récemment, d'importants progres ont été réalisés dans la classification moléculaire du cancer
gastrique (CG), établissant 4 sous-types génomiques (321). Le sous-groupe de tumeurs le plus
fréquent est caractérisé par une instabilité chromosomique (CIN), et représente environ 50% de
tous les patients. Ce groupe est caractérisé par une mutation de TP53 et une voie RAS altérée.
Histologiquement, ce sous-groupe est principalement caractérisé par une histologie intestinale.
Les tumeurs présentant une instabilité des microsatellites (MSI/dMMR) représentent environ
22% des patients. Le troisieme sous-groupe de tumeurs représentant environ 20% des cas est
appelé tumeur génomiquement stable (GS). Histologiquement, ces tumeurs sont caractérisées
par une histologie diffuse et génétiqguement par les mutations CDH1 / RHOA ou CLDN18-
ARHGAP. Le dernier sous-groupe de tumeurs est constitué de tumeurs liées au virus Epstein-
Barr (EBV) et caractérisées par la mutation de PIK3CA, la désactivation de CDKN2A et la

surexpression de PD-L1/2. Les cancers gastriques EBV positif et MSI/dMMR sont caractérisés
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par une densité élevée de TIL, associée a une meilleure survie, par rapport aux autres sous-
types de tumeurs (322-324).

Les cancers gastriques MSI/dMMR

Le phénotype MSI/dMMR dans le cancer gastrique est principalement causé par une
hyperméthylation épigénétique de MLH1, plutdt que par des mutations germinales d’un gene
du MMR (325-327). Les cancers gastriques MSI/dMMR représentent 8 a 37% selon les études
(328). Les CG MSI/dMMR sont généralement plus frequemment retrouveés chez les femmes et
a un age avancé. lls sont préférentiellement localisés dans 1’antre, et généralement de type
histologique intestinal. Les CG MSI/dMMR sont associés a des maladies généralement moins
avanceées, et de meilleur pronostic (329).

Le role prédictif du MSI pour la réponse a une chimiothérapie adjuvante a base de 5-FU est
contradictoire. Aucune différence dans la survie globale entre MSI et MSS n'a été observée
dans une étude de 240 patients (325) Cependant, une étude plus récente a montré que la survie
sans maladie était améliorée dans le groupe MSS/pMMR traité par chimiothérapie a base de 5-
FU.

Comme dans les CCR MSI/dMMR, les CG MSI/dMMR présentent des taux de mutation et
d'hyperméthylation élevés. L'analyse mutationelle des cancers gastriques MSI/dMMR a révélé
37 genes mutés de maniére significative, y compris TP53, KRAS, PIK3A et AR1D1A (321).
Les cancers gastriques MSI/dMMR sont logiquement caractérisés par une densité élevée de
TIL, associée a une meilleure survie, par rapport aux autres sous-types de tumeurs
(322,323,330).

Les CG MSI/dMMR peuvent étre associés également a une surexpression de PD-L1, plutdt
corrélée a un bon pronostic dans ce cas. Le mécanisme de cette surexpression pourrait étre lié
a une stimulation de I’expression de PD-L1 induite par la sécrétion d’IFNy par les TIL
(331,332).

Les cancers gastriques EBV

Les CG EBYV surviennent principalement dans le fundus ou le corps gastrique, et sont plus
fréquents chez les hommes. IIs représentent 5 & 10% des CG, et sont associés a un meilleur

pronostic (333,334). L’infection par EBV induit une hyperméthylation de I’ADN, une
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amplification de JAK2, et de nombreuses mutations a I’origine de la carcinogenése et d’une
charge mutationnelle élevée (335,336).

Les CG EBV sont caractérises par un infiltrat immunitaire important (322-324,337). En effet,
histologiquement, ces CG EBV s’apparentent dans la majorité des cas a un sous-type
histologique identifié depuis plus de 40 ans, les carcinomes a stroma lymphoide (carcinoma
with lymphoid stroma, CLS).

Il est également retrouvé dans les CG EBV une expression élevée de PD-L1 et PD-L2. En effet
une amplification du locus 9p24.1 est retrouvé dans 15% des CG EBV, ce locus contenant les
génes codant pour PD-L1 et PD-L2 (321,332,338). Cette expression de PD-L1 serait dans le
cas des tumeurs EBV associée a un mauvais pronostic (337).

4.2- Classification histologique et immunité

Si la classification moléculaire permet de mieux appréhender les mécanismes oncogenes et
pourra permettre a 1’avenir d’individualiser les traitements, 1a classification histologique de
Lauren est la plus utilisée en pratique clinique et dans les essais. Elle considére trois types de
cancer gastrique en fonction de leurs caractéristiques pathologiques : type intestinal, type diffus
et mixte (339). Le cancer gastrique intestinal survient le plus souvent chez des hommes et des
patients plus agés, est plus souvent retrouvé dans I’antre gastrique et présente une évolution
plus longue et un meilleur pronostic. En revanche, le type diffus est associé a un age de survenue
plus jeune, et au sexe féminin, par rapport au type intestinal. Malgré une diminution de
I’incidence globale du cancer gastrique au cours des derniéres décennies, 1’incidence du type
diffus / mixte est en augmentation constante, en Asie, aux Etats-Unis et en Europe, représentant
de 35% a 45% des cas d’adénocarcinome gastrique dans des études récentes (340). Son
incidence a été multipliée par 10 entre 1970 et 2000. Le GC de type diffus avancé est
généralement associé a un plus mauvais pronostic et une chimiosensibilité inférieure comparé
au type intestinal. Ils sont apparentés dans des classifications plus récentes aux
adénocarcinomes a cellules indépendantes (ADCI). Les CG de type diffus sont caractérisés par
la perte d’expression d’E-Cadhérine, qui représente un évenement précoce et carcinogéne
majeur dans ces formes. Une forme familiale, rare, existe, (le cancer gastrique diffus
héréditaire), lié¢ a la mutation du gene CDH1, codant pour E-Cadhérine.

Il a été observé que les tumeurs de type diffus présentaient une augmentation de I’expression

de PD-L1 par rapport au type intestinal dans de grandes cohortes de patients réséqués de

56



tumeurs localisés (341,342). Cependant, PD-L1 était au contraire moins exprimé dans les types
diffus dans une autre étude chez des patients ayant cette fois-ci un CG avancé (343).

Excepté la description de la différence d'expression de PD-L1 entre différents types de tumeurs,
la différence de statut immunitaire entre ces différents sous-types histopathologiques dans le

cancer gastrique avance n'a pas encore été etudiee.

4.3- Infiltrat immunitaire et pronostic dans le CG

De nombreuses études ont évalué la corrélation entre les cellules immunes intra-tumorales et le
pronostic du cancer gastrique. Une densité élevée de CD3 +, de CD8 + cytotoxiques et de
lymphocytes T mémoire est associee a un bénéfice en termes de survie chez les patients atteints
d'un cancer gastriqgue. Comme vu précédemment, les CG MSI/dMMR et EBV sont associées a
une densité de TIL plus ¢élevé. L’infiltrat en cellules B intratumorales et en NK semble
également associé a un meilleur pronostic (330,344-347). 1l faut noter que ces analyses
pronostiques reposent systématiquement sur des analyses de piéces opératoires dans des formes
résécables, et qu’il n’existe aucune donnée dans les formes avancées. Il est difficile d’extrapoler
ces données immunologiques, comme le souligne les différences d'expression de PD-L1 ou de
densité de TIL selon le stade (343). Le pronostic des Treg est plus controversé dans le cancer
gastrique, rapporté comme pouvant étre de bon ou de mauvais pronostic, probablement lié a la

difficulté de les caractériser en immunohistochimie, comme dans le CCR.

Table 2 Lymphocyte subtypes associated with the prognosis of gastric cancer

Ref. Lymphocyte subtypes Sample size Patient group Criteria (cut-off) Prognostic role
Lee et al™ CD3", CD8", CD45RO"™ 220 G High density Increased OS5
Thompson et al™ lain’: i 43 G/GE] High density Decreased PFS and OS5
Kawazoe ef al™ lain’: i 487 G High density Increased OS5
Wakatsuki et al™ CD45RO" 101 G High numbers Increased PFS and OS
Chiaravalli et al™ CD3’, CcD8 9% MSLHG High numbers Increased O5
Kim et al'™ CD8’, FOXP3™ %9 MSI-H G High density Increased OS5
Liu et al™ CD8"/FOXP3" ratio 166 G High ratio Increased OS
Shen et al™ FOXP3'/CD8" ratio 133 G High ratio Decreased 05
Wang et al™ FOXP3" 107 G High expression Increased OS
Haas et al™ FOXP3" 52 G High numbers Increased OS
Mizukami cf al™" FOXP3' 120 G Diffuse pattern Decreased O5
Perrone et al™) FOXP3" 110 G High numbers Decreased RFS and OS
Zhou et al™? FOXP3" 133 G High numbers Decreased OS
Choi et al™ FOXP3'/CD4 ratio 28 G High ratio Increased OS
Kim et al™ FOXP3'/CD4 " ratio 180 G High ratio Decreased OS
Dong ef al™ cD20” 100 G High density Increased OS
Ishigami et ai™ NE cells 146 G High numbers Increased OS
Rosso et al™ NK cells 72 G High concentration Increased DFS and OS
Ishigami et al™ NK cells 169 G High numbers Increased OS
Ubukata et al™ Thil/Th? ratio 157 G High ratio’ Increased OS
Liu et al™ Th22, Th17 32 G High numbers' Decreased OS

*Peripheral blood. G: Gastric cancer; OS: Overall-survival; G/GEJ: Gastric/ gastro-esophageal junction cancer; PFS: Progression-free survival; MSI-H:
Microsatellite instability-high; RFS: Relapse-free survival; DFS: Disease-free survival.
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Figure 11. ROle pronostique des lymphocytes dans les cancers gastriques

D’apres Kang World Journal of Gastrointestinal Oncology 2017

5- Principaux résultats de I'immunothérapie

dans le cancer gastrique

Si ’utilisation d’inhibiteurs de checkpoint immunitaire a rapidement été approuvée dans les
cancers gastriques aprés des premicres études encourageantes, d’autres essais plus récents

étaient globalement négatifs, et décevants.

Anti-PD1/Anti-PD-L1

Le nivolumab et le pembrolizumab ont, tous deux, été testés dans les cancers gastriques
avancés. Un essai randomisé de phase III mené en Asie, I’essai ATTRACTION 02, comparait
le nivolumab a un placebo chez des patients atteints d'un cancer gastrique avancé ayant recu au
moins deux lignes de chimiothérapie (348). Cet essai a montré une augmentation de la survie
globale avec le nivolumab, avec une médiane de 5,3 compare a 4,1 mois avec un placebo (HR,
0,60, 1C95%: 0,151-0,78; p <0,0001). Sur la base de cet essai, le nivolumab a été approuvé au
Japon pour le traitement du cancer gastrique avancé progressant aprés chimiothérapie standard.
Aprés ce premier succes, une étude de phase Il avec le pembrolizumab (Keynote 059) a
également suggéré 1’intérét d’un anti-PD1 en 3°™ ligne de traitement ou plus (349). Le
pembrolizumab permettait dans cette étude un taux de contrdle de la maladie de 27% et une
médiane de survie sans progression de 5,6 mois. De plus, cette étude suggérait un meilleur taux
de réponse en cas d’expression de PD-L1 sur I’ensemble des cellules (cellules tumorales et
cellules du microenvironnement tumoral) représenté par le score CPS>1 (combined positive
score). Cette étude, bien que non comparative, a permis l’autorisation par la FDA du
pembrolizumab pour les tumeurs gastriques CPS>1. Dans cette méme étude KEYNOTE 059,
deux cohortes cette fois-ci en premiére ligne de traitement (associé a la chimiothérapie par 5FU-
Cisplatine ou en monothérapie) ont montré des résultats préliminaires prometteurs avec des
taux de réponse de 60% et 25% respectivement (350). Cependant, I’enthousiasme soulevé par
ces deux premiéres études est rapidement retombé avec la communication des résultats de
plusieurs études négatives. En effet, le pembrolizumab a de nouveau été testé dans 2 nouvelles

études cette fois-ci comparative. La premiere, KEYNOTE 061, testait le pembrolizumab en
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2°™ Jigne chez des patients avec un CPS>1, comparé a une chimiothérapie par docetaxel, et n’a
montré aucun bénéfice en terme de survie globale ni survie sans progression (351). Enfin,
I’essai KEYNOTE 062 testait le pembrolizumab en 1% ligne en monothérapie ou en
combinaison avec la chimiothérapie, comparé a la chimiothérapie standard seule. Malgré un
design statistique complexe avec plusieurs objectifs dans différentes populations en fonction
du CPS, I’étude est globalement négative pour les 2 schémas expérimentaux (pembrolizumab
+/- chimiothérapie) qui n’étaient pas supérieurs a la chimiothérapie standard, que ce soit chez
les patients avec un CPS>1 ou les patients avec un CPS>10 (Tabernero abstract 4007 ASCO
2019)

Un anti-PD-L1, ’avelumab, a également été testé dans le cancer gastrique avancé en 3°™ ligne,
dans une étude de phase Ill, Javelin Gastric 300, comparé a une chimiothérapie (352). Cette
étude, dans laquelle les patients n’étaient pas Sélectionnés sur I’expression du PD-L1, était

également négative.

Combinaison anti-PDl/anti-CTLA-4

Une étude de phase I, I’étude Checkmate 032, a testé un anti-PD1 seul (nivolumab) ou une
combinaison nivolumab + anti-CTLA-4 (ipilimumab) chez des patients ayant recu au moins
une ligne de traitement. La combinaison nivolumab (1mg/kg) et ipilimumab (3mg/kg)
permettait d’obtenir un taux de réponse encourageant, de 24%, mais avec une survie sans
progression médiane de 1,4 mois seulement, soulignant encore une fois que seul une petite

partie des patients bénéficient de ces traitements (353).

MSI/dMMR et EBV sont prédictifs d’efficacité des ICI

Les résultats discordants des différentes études présentées ci-dessus souligne la nécessité de
mieux sélectionner les patients. L’expression de PD-L1, qui a été étudiée dans la majorité de
ces études, ne semble pas étre d’un intérét majeur, puisque malgré certains signaux dans les
tumeurs ayant un score CPS>1 puis un CPS>10, les études de phase III utilisant ces critéres
comme critéres d’inclusion n’ont pas retrouvé d’efficacité des ICI avec ce critére de sélection.
D’autres marqueurs utiles pour sélectionner les patients. D’abord, comme dans les CCR, les
tumeurs MSI/dMMR semblent avoir une réponse majeure aux ICI. En effet, cela avait été
suggeré dans la premiere cohorte de tumeurs MSI/dMMR qui comprenait 5 patients avec un
cancer gastrique (305). Cela semble étre confirmé dans les analyses de sous-groupe des essais
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KEYNOTE 059 et KEYNOTE 061. Dans I’essai KEYNOTE 059, le taux de réponse dans les
tumeurs MSI/dMMR et MSS étaient respectivement de 85% et 9% (354). Dans 1’essai
KEYNOTE 061, le taux de réponse dans les tumeurs MSI/dMMR était de 47% avec le
pembrolizumab comparé a 17% avec la chimiothérapie. Cependant il faut noter que le nombre
de patients MSI/dMMR est a chaque fois peu élevé, et qu’aucune étude spécifique pour les
cancers gastriqgues MSI/dMMR n’a été réalisée. Comme toutes les tumeurs MSI/dMMR quelle
que soit la localisation, le pembrolizumab et le nivolumab sont autorisés par la FDA dans les
tumeurs MSI/dMMR, mais n’ont pas d’autorisation en France ou en Europe.

Un deuxiéme sous-groupe d’intérét pourrait étre les CG EBV. Dans I’étude KEYNOTE 059
tous les patients atteints de CG EBV (n = 6 ; 9,8%) avaient une réponse compléte ou partielle
(354). Ces résultats sont trés encourageants et devront étre validés de maniére prospective a
I’avenir sur une plus grande série de patients atteints d’un cancer gastrique avancé. La
justification de cette efficacité potentielle de I’immunothérapie est probablement liée a la forte
infiltration de cellules immunitaires tumorales dans un cancer gastrique a EBV comme
précédemment decrit (cf chapitre cancers gastriques EBV). A noter, la valeur prédictive d’EBV
pour l'efficacité du pembrolizumab était indépendante de la charge mutationnelle de la tumeur,
et du niveau d’expression de PD-L1. Par ailleurs, les cancers EBV et MSI sont mutuellement
exclusifs. Des essais sont en cours dans cette population spécifique de CG EBV
(NCT02488759).

Chapitre 3 : Angiogeneéese et immunité

1- L’angiogeneése

1.1-Angiogenése physiologique et angiogenése tumorale

L’angiogenése désigne le processus de formation de nouveaux vaisseaux. L’angiogenése
physiologique est essentiel pendant la période d’embryogénese et dans les processus de

cicatrisation.
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Le point sur lequel différe les processus d’angiogenese physiologique et pathologique
est la régulation de 1’équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques (Figure 1). Tandis que
les vaisseaux physiologiques acquierent rapidement un phénotype stable, un exces de facteurs
pro-angiogeniques dans le microenvironnement tumoral conduit a des vaisseaux tumoraux qui

ne parviennent pas a cet état de quiescence, irréguliers, immatures, désorganises et perméables.

K7,

Nature Reviews | Cancer

Figure 12 : Balance entre facteurs pro- et anti-angiogéniques dans le cancer

Bergers et al. Nature Reviews Cancer volume 3, pages 401-410 (2003)

La formation des vaisseaux tumoraux résulte de I’aboutissement de deux processus :
I’angiogenése, c’est a dire la naissance de néo-vaisseaux a partir de vaisseaux existants, et la
vasculogeneése, similaire au processus embryonnaire, qui permet la création de néo-vaisseaux a
partir de progéniteurs endothéliaux. Dans ce dernier processus, les cellules précurseurs
endothéliales sont mobilisées a partir de la moelle osseuse et transportées dans le sang pour étre
incorporées aux parois des vaisseaux sanguins en croissance (Rafii Gene Ther 2002). 1l est a
noter que la vasculogenése reste trés minoritaire dans le processus de néo-vascularisation

tumorale comparativement a I’angiogenese.
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1.2 - Axe VEGF-A/ VEGFR

Bien que le Fibroblast Growth Factor (FGF) ait été le premier & étre découvert, le
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) avec comme chef de file le VEGF-A, s’impose

comme le régulateur-clé de I’angiogenése (355).

La famille du VEGF

Six protéines de la famille VEGF ont été décrites : VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, -VEGF-D, VEGF-E et PIGF (facteur de croissance placentaire). Les VEGF sont
principalement des polypeptides homodimeéres antiparalleles, bien que des hétérodimeéres de
VEGF-A et PIGF ont également été décrits ( ).
Le VEGF est un mitogene puissant et spécifique pour les cellules endothéliales des artéres,

veines et vaisseaux lymphatiques.

Le VEGF-A

Le VEGF-A est le plus étudié, et le régulateur clé de ’angiogenése. Il a un poids moléculaire
d'environ 45 kDa (356). Le VEGF-A induit I’angiogenése in vitro et in vivo. (357,358). VEGF-
A induit I'expression de ’activateur du plasminogéne (PA) et de son inhibiteur (PAI-1) (359),
ainsi que celle de la collagénase interstitielle dans les cellules endothéliales (360).

La production de collagénase et de PA favorisent la création d'un environnement
«prodégradatif» qui permet aux cellules endothéliales de migrer et de «germer» dans la matrice
extracellulaire (sprouting). A l'inverse, PAI-1 est un régulateur négatif de la protéolyse. La
morphogenese normale des vaisseaux (vasculogenese), comprenant I’établissement des cellules
endothéliales et la formation de la lumiére capillaire, nécessite un équilibre strictement contrdlé
entre les protéases et les inhibiteurs de protéase (359). VEGF-A est également appelé facteur
de perméabilité vasculaire pour sa capacité a augmenter la perméabilité microvasculaire, une
étape nécessaire dans le processus angiogénique a la fois dans les tumeurs et dans les processus
de cicatrisation des plaies (361). VEGF-A peut également induire la formation de fenestrations
dans les cellules endothéliales (362).

Enfin, le VEGF-A peut se lier directement aux cellules tumorales de maniere autocrine et
favoriser la croissance tumorale et la motilité indépendamment de I'angiogenese (363—-365).
Les taux sériques de VEGF-A sont élevés chez les patients cancéreux (366), et le VEGF-A

peuvent étre produits par des cellules tumorales de différents types (367).
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Les isoformes du VEGF-A et leurs particularités

Le gene du VEGF-A humain est compose de huit exons séparés par sept introns. Neuf isoformes
de VEGF-A ont été décrites (VEGF121, VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF165,
VEGF165b, VEGF183, VEGF189 et VEGF206), résultant d’un épissage alternatif de I’ARN
(368). Le VEGF165 est I’isoforme prédominante chez I’homme et est communément connu
comme VEGF-A. Les propriétés angiogéniques des isoformes du VEGF-A sont différentes: par
exemple, VEGF165b est une forme inhibitrice endogene de VEGF-A (369). Les isoformes du
VEGF-A varient également dans leur capacité de diffusion et leur capacité a lier le sulfate

d'héparane dans la matrice extracellulaire et la neuropiline (NRP) & la surface des cellules (370).

Production de VEGF-A

Les VEGF, en particulier le VEGF-A, sont produit par différentes types de cellules, dont les
macrophages, les celles endothéliales, les cellules tumorales et le stroma tumoral
(356,371,372). Le VEGF-A reste principalement lié a la surface cellulaire et a la matrice
extracellulaire. Il peut étre libéré par I'néparine ou I'néparinase, ou par clivage protéolytique des
isoformes les plus longues par la plasmine (373) ou I’urokinase (374), générant un fragment
soluble actif biologiquement (375). Mais le VEGF-A peut également étre sécrété.

La production et la libération de VEGF, notamment de VEGF-A, sont régulés par des facteurs
variés tels que I'hypoxie et par des oncoprotéines telles que I'Epidermal Growth Factor (EGF)
et K-ras (376,377).

Le facteur de transcription HIF-1 joue un r6le clé dans la signalisation de I'hypoxie. HIF-1-
alpha et HIF-1-beta sont tous deux constitutivement produits, mais HIF-1-alpha est dégradé
dans un environnement normoxique. Lorsque le volume de la tumeur dépasse le volume critique
de plusieurs millimétres cubes, cela entraine une hypoxie. Dans cet environnement hypoxique
HIF-1-alpha n’est pas dégradé mais forme un complexe ave HIF-1-beta. Ce complexe induit
ainsi la transcription de plusieurs genes, dont le VEGF (378).

Le VEGF-A est également régulé au niveau post-transcriptionnel. Levy et al. ont montré un
role crucial de la protéine HuR liant ’ARN, membre de la famille des protéines apparentées a
Elav, pour la stabilisation de I’ARNm du VEGF-A dans des conditions hypoxiques (379). La
protéine poly(A)-binding protein-interacting protein 2 (PAIP2) interagit également avec
I’ARNm du VEGF-A comme un co-régulateur de sa stabilisation dans des situations

hypoxiques (380).
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Les récepteurs du VEGF (VEGFR)

Le VEGF peut agir de maniére paracrine sur les cellules endothéliales adjacentes, mais
également dans un processus autocrine, afin d’assurer I’homéostasie de la cellule endothéliale
(381). Les fonctions biologiques du VEGF sont médiées par des récepteurs tyrosine-kinase de
haute affinité. Structurellement, les VEGFR ont sept domaines extracellulaires
immunoglobuline-like (1gG-like), un unique domaine transmembranaire, et une portion
intracellulaire qui contient le domaine tyrosine kinase.

Les VEGF peuvent se lier et activer trois types de récepteurs : VEGFR-1/FIt-1,VEGFR-
2/FIk1/KDR, et VEGFR-3. L’isoforme VEGF165 se lie également a la neuropiline (NRP) 1 qui
peut agir comme un corécepteur spécifique pour la transduction du signal de VEGFR-1 et 2
(382-384). Les VEGFR sont indispensables pour la vasculogenése embryonnaire et
physiologique, la lymphangiogeneése, ainsi que pour I’angiogenése pathologique.

VEGFR-1 est un récepteur de VEGF-A, VEGF-B, et PIGF. Il est exprimé par différents types
cellulaires incluant les cellules endothéliales, les macrophages, les monocytes (385) et les
cellules souches hématopoietiques (386).

VEGFR-1 semble jouer un double r6le, en contrélant négativement la formation vasculaire
pendant le développement précoce, et en controlant positivement 1’angiogenese pathologique
chez I’adulte. En effet, il a une plus haute affinité pour le VEGF-A que VEGFR-2 (356) mais
une activité kinase plus faible. Cette caractéristique empéche le VEGF-A de se lier massivement
au VEGFR2, ce qui régule indirectement I’action de ce dernier, et peut donc aboutir dans
certaines conditions a une régulation négative de I’angiogenése. En effet la délétion
homozygote de VEGFR-1 chez la souris entraine une croissance excessive et désorganisée du
réseau vasculaire, létale au stade embryonnaire (387). VEGFR-1 est aussi impliqué dans la
migration des cellules endothéliales (388).

VEGFR-2 est un récepteur du VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, et VEGF-E. VEGFR-2 est
exprim¢ par les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques, et par d’autres types
cellulaires tels que les mégacaryocytes et les cellules souches hematopoietiques (389). Il est le
principal récepteur responsable de la transduction des effets pro-angiogéniques du VEGF-A.
Sa liaison avec le VEGF-A induit une cascade de signalisation intracellulaire aboutissant

notamment & la prolifération, la migration et la survie cellulaire. 1l est également impliqué dans
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la lymphangiogenése (390). VEGFR-2 est ainsi le récepteur clé de ’angiogenése physiologique
comme de l’angiogenese pathologique, en particulier dans les phénomeénes de switch
angiogenique et de néoangiogenése tumorale. La signalisation du VEGFR-2 est requise pour la

différentiation et la prolifération des précurseurs des cellules endothéliales (391).

VEGFR-3 est le récepteur clé de la lymphangiogenése (392). Le signal médié par VEGFR-3

semble également jouer un role dans I’immunité adaptative, en régulant le recrutement de CPA
(393).

Rbéles physiologiques du VEGFA

Le role de ’axe VEGF-A/VEGFR est bien connu (394). VEGF-A est impliqué dans le
développement embryonnaire et post-natal précoce (395,396). Il joue également un réle
important dans la cicatrisation. En effet, aprés une agression, le VEGF-A est produit par les
plaquettes activées, et permet le recrutement des neutrophiles et des monocytes circulants, la
perméabilité des cellules endothéliales, et induit la prolifération et la migration des cellules
endothéliales (361). Le VEGF-A est aussi impliqué dans la croissance osseuse. En effet, il
contrble la formation des vaisseaux sanguins qui permet de coordonner la résorption du
cartilage et la formation de 1’os (397). Enfin, en conditions physiologiques, le VEGF-A induit
également la formation de nouveaux capillaires requis au niveau du tractus reproductif chez la

femme pour la fonction lutéale lors du cycle reproductif (398).

Rbéles pathologiques du VEGF-A

Le VEGF-A est impliqué dans plusieurs pathologies non tumorales comme la polyarthrite
rhumatoide, le diabéte, les rétinopathies ischémiques et le psoriasis (399). Il est également
requis pour la néoangiogenése tumorale, une étape critique de la croissance et de la survie
tumorale. Au-dela d’un volume de 2-3mm?3, le manque d’oxygéne et de nutriments dans la
tumeur induit la production de facteurs pro-angiogéniques, médié par HIF-1 comme vu ci-
dessus. Il s’agit du switch angiogénique. Cela résulte en la création de nouveaux vaisseaux
tumoraux, qui vont faciliter la croissance tumorale et la dissémination métastatique (400).

De nombreuses études ont montré une corrélation entre la surexpression de VEGF et un plus
mauvais pronostic dans des tumeurs solides comme les cancers (401), les cancers pulmonaires

non a petites cellules (402), et les hépatocarcinomes avances (403).
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1.3-Les axes alternatifs de I'angiogenese.

Outre le VEGF-A, d’autres facteurs pro-angiogéniques sont impliqués dans 1’angiogenése
tumorale, tels que 1’angiopoétine-2 (ANG2) ou le Placental Growth Factor (PIGF). Ils peuvent
étre a I’origine de signaux de survie et permettre la résistance des vaisseaux sanguins immatures
aux anti-VEGF-A.

P1GF/VEGFR-1

Le PIGF, autre membre de la famille VEGF, a été identifi¢ a 1’origine dans le placenta ce qui
lui a valu son nom (404,405). 11 s’agit d’une protéine homodimérique dont il existe 4 isoformes
chez I’homme, le PIGF 1 et 2 étant les principaux. Seul le PIGF 2 existe cependant chez la
souris. Les complexes homodimeres PIGF fixent VEGFR-1, mais pas VEGFR-2, a la différence
du VEGF-A (406). De plus, les isoformes PIGF 2 et 4 se fixent également sur les corécepteurs
NRP-1 et 2 (407). Le PIGF n’est pas un acteur clé de 1’angiogenése physiologique, et en
particulier il n’empéche pas, dans des modéles murins souris Knock-out pour le PIGF, un
développement normal (408). Cependant, le PLGF est régulé positivement par I'nypoxie et
exerce divers réles non redondants dans des conditions de stress, telles que la cicatrisation des
plaies, et dans des conditions pathologiques telles que l'ischémie tissulaire, les maladies
oculaires, les sepsis, les maladies inflammatoires et les cancers (409). Les interactions entre
PIGF et VEGF-A en situation tumorale sont complexes. En effet, si I’activation de la voie
PIGF/VEGFR-1 a été montré comme une voie ayant une activité pro-angiogénique in vitro
(408,410) et dans certains processus pathologiques, son activité pro-angiogénique peut aussi
étre indirectement contrélée ? par le VEGF-A. En effet, la compétition entre VEGF-A et PIGF
pour la fixation au VEGFR-1 permet de libérer le VEGF-A, alors disponible pour activer la
voie du VEGFR-2. A P’inverse, le PIGF peut aussi entrainer une régulation négative de
I’angiogenése via un controle indirect de 1’axe VEGF-A/VEGFR-2. La formation
d’hétérodimeres VEGF-A/PIGF pourrait étre a ’origine d’une consommation du VEGF-A,
empéchant alors la formation d’homodimeéres VEGF-A/VEGF-A biologiquement plus actifs
(411-414). Le role du PIGF sur I’angiogenése pourrait dépendre ainsi de la présence en exces
de VEGF-A ou non, et de leur coexistence spatiotemporelle (fig 13). : la voie PIGF/VEGFR-1

pourrait étre une voie régulatrice négative de 1’angiogenése en présence de VEGF-A, mais
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aurait au contraire une activité pro-angiogénique en cas de déficience en VEGF-A, et pourrait
étre ainsi impliquée dans la résistance aux thérapies ciblant le VEGF-A/VEGFR-2.

A Vascular function of PIGF in VEGF-A B Vascular function of PIGF in VEGF-A
deficient tumor positive tumor

PIGF/ VEGF-A/ VEGF-A/
PIGF PIGF VEGF-A

NN
)
L

VEGFR1 VEGFR1/2 VEGFR2 VEGFR1 VEGFR1/2 VEGFRZ

Relatively weak ? AnglogeneS|s Vascular ? Angnogenesus
angiogenic Permeab remodeling Permeab
ctivity Tumor 9"0 and dilation Tumor gro

Figure 13 : Interactions entre PIGF/VEGFR-1 et VEGF-A/VEGFR-2

D’apres Yang et al Proc Natl Acad Sci US A 2013

Une interaction entre les récepteurs VEGFR-1/VEGFR-2 a également été suggérée via deux
mécanismes. D’une part, la formation d’hétérodimeres VEGFR-1/VEGFR-2 a été suggérée,
potentiellement récepteur pour les hétérodimeéres PIGF/VEGF-A, et dont I’activité du signal sur
I’angiogenése est inconnue. D’autre part, le VEGFR-1 activé peut réguler positivement le
VEGFR-2 et donc I’angiogenése par transphosphorylation (415), ce qui pourrait constituer un
autre mécanisme d’échappement, cette fois-ci sur le versant intracellulaire, aux traitements
ciblant le VEGF-A/VEGFR-2.

Le réle de PIGF/VEGFR-1 comme voie d’échappement aux traitements anti-VEGF-A/VEGFR-
2 dans le cancer est appuyé par plusieurs observations chez ’homme ou dans des modeles
murins. Tout d’abord, lors de traitement ciblant cet axe, une augmentation du PIGF a été
observée (409). Ensuite, I’efficacité de traitements dirigés contre PIGF a été montré dans des

modeles murins résistants au blocage de VEGFR-2 (416,417).
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Angiopoiétine 1 et 2

L’angiogenése peut aussi étre régulée par la voie Angiopoiétine (1 et 2)/Tie-2, indépendante de
la voie du VEGF. L’ Angiopoiétine 1 est exprimée constitutivement dans de nombreux tissus et
est requise pour I’homéostasie de la vascularisation normale, alors que 1’ Angiopoiétine 2 est
principalement exprimée lors de mécanismes de remodelage vasculaire et dans des
environnements hypoxiques (418,419). L’Angiopoiétine 2 joue un rdle critique et
complémentaire du VEGF dans la maturation des vaisseaux a un stade tardif de leur formation.
Un taux sérique ¢levé d’ Angiopoiétine 2 a été associé€ a un mauvais pronostic dans les cancers

du poumon (420).

Le Fibroblast Growth Factor

La FGF constitue en fait une famille d‘une vingtaine de molécules. Il existe également 4
récepteurs FGFR. L’axe FGF2-FGFR1 est la principale voie de signalisation impliquée dans
I’angiogeneése par plusieurs mecanismes. 1l peut induire I’expression du VEGF par les cellules
endothéliales et stromales ; il stimule 1’expression du PDGFR-B par les cellules endothéliales
et musculaires lisses vasculaires, les rendant plus sensibles au PDGF-BB et participant a la
stabilisation du vaisseau sanguin ; il joue également un réle dans I’artériogenése en stimulant
I’expression de la chimiokine MCP-1/CCL2 et du VEGF par les cellules musculaires lisses et
les fibroblastes. Le FGF2 favorise la migration des cellules endothéliales in vitro. De plus, il
est capable d’induire la synthése de collagene, de fibronectine et de protéoglycanes par
les cellules endothéliales, et est donc central dans le remodelage de la matrice

extracellulaire au cours de I’angiogenése (421).

Platelet Derivative Growth Factor

Le facteur de croissance PDGF est, aussi, impliqué dans la maturation de lI'angiogenése qui a
pour but de reconstituer la membrane basale autour des nouveaux capillaires et de leur assurer
une enveloppe péricytaire.

La famille du PDGF est composée de 4 membres sécrétés, les PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C et
PDGF-D. Ils sont actifs sous formes d’homodimeéres ou d’hétérodiméres (PDGF-AB).
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Le PDGF transmet des signaux via deux recepteurs, PDGFRa et PDGFR, et induit une
angiogenése en régulant positivement la production de VEGF et en modulant la prolifération et
le recrutement de cellules périvasculaires (422).

Dans les modeles knock-out, il a été montreé le réle critique de I’axe PDGF-B/PDGFRp dans
I'établissement de vaisseaux sanguins fonctionnels pour le recrutement et la stabilisation de

cellules périvasculaires (423).

Hepatocyte Growth Factor

L’Hepatocyte Growth Factor (HGF) est également un facteur pro-angiogénique important.
L’HGF et son récepteur c-met, sont augmentés dans de nombreux types de tumeur, incluant les
cancers du sein, les cancers urothéliaux et les gliomes, et leur expression est corrélée avec la
densité de la vascularisation tumorale (424). En effet, la liaison de ’HGF a son récepteur MET
participe a D’angiogenése par plusieurs mécanismes, principalement indirects comme
I’induction du VEGF ou d’autres facteurs pro-angiogéniques (425-427), mais également
directement en agissant sur les cellules endothéliales (424,428,429).

1.4-Synthése : Le processus d’angiogenése tumorale

L’initiation de ’angiogenése tumorale (Figure 14) résulte d’un switch angiogénique secondaire
a la sécrétion par les cellules tumorales de facteurs pro-angiogeniques pouvant étre induite en
réponse a I’hypoxie ou étre liée a des modifications génétiques au sein des cellules tumorales
(430). Cette « commutation » angiogénique assure le détachement périvasculaire et la dilatation
des vaisseaux. La membrane basale vasculaire et la matrice extracellulaire sont dégradées
localement pour permettre aux cellules endothéliales sous-jacentes de migrer dans I'espace péri-
vasculaire vers les stimuli angiogéniques chimiotactiques. Puis, la germination des vaisseaux a
lieu a partir de cellules endothéliales spécialisées appelées cellules de front ou « tip-cells » qui
vont migrer selon le gradient de facteurs pro-angiogeniques afin d’amorcer la formation du tube

endothélial.
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Au cours de I'angiogenese physiologique, les colonnes de migration menent a une zone
de différenciation, dans laquelle les cellules endothéliales changent de forme et adhérent les
unes aux autres pour former une lumiere : ces colonnes sont alors constituées de cellules
endothéliales appelées cellules de soutien ou « stalk-cells ». Des mécanismes permettant la
stabilisation des vaisseaux nouvellement formés se mettent en place : sur les « tip-cells », le
VEGF stimule la sécrétion de DII4 (Delta-like 4) qui lie le récepteur NOTCH-1 des « stalk-
cells », ce qui régule négativement 1’expression du VEGFR2 a leur surface rendant ces derniéres
moins sensibles au VEGF. De plus, le PDGFp stimule 1’attachement de péricytes, réduit la
prolifération et également la sensibilité a I’action angiogénique du VEGF-A (431).

Au cours du processus tumoral en revanche, la formation de vaisseaux sanguins se
poursuit tant que la tumeur se développe, résultant d’une production continuelle de facteurs
pro-angiogéniques, deséquilibrant la balance entre facteurs pro et anti-angiogéniques. Dans ce
contexte, I’association défectueuse des péricytes sur les vaisseaux tumoraux peut expliquer en

partie le diametre anormal des néo-vaisseaux.
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Pericytes are recruited to

newly developed vessel.
Factors: PDGF, Ang1

Vessel Maturation and
Remodeling
Vasculature is remodeled into more
stable, less leaky networks.
Factors: PDGF, Ang1

70



Figure 14: le processus d’angiogenese

D’apreés : Van Hove A. et al; Frontiers in Bioengineering and Biotechnology 3(102)

2-Effets immunitaires des facteurs de

I'angiogeneése

L’angiogenése, principalement controlée par le VEGF, et I’'immunosuppression anti-tumorale
interagissent a plusieurs niveaux. Les facteurs pro-angiogeniques peuvent induire par un effet

direct ou indirect plusieurs mécanismes immunosuppresseurs.

2.1-Effet du VEGF sur le microenvironnement tumoral

Inhibition de la maturation des cellules dendritiques

Dans des modéles murins, 1’administration continue de VEGF réduit le nombre de DC matures
dans la rate, les ganglions, et le sang périphérique (432). De méme, chez les patients atteints de
cancer, le niveau sérique de VEGF-A est corrélé avec une diminution importante des DC
matures et une augmentation de la proportion de DC immatures dans le sang périphérique
(433,434). Chez ces patients, 1’exérése de la tumeur est associée a une diminution de ces DC
immatures, suggérant que cette inhibition de la maturation est liée a des facteurs tumoraux
(433). Il a depuis été montré que le VEGF-A jouait un role dans I’inhibition de cette maturation,
via ses deux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2. Le VEGF-A empéche I’activation du facteur
de transcription nucléaire-xB (NF-xB) via la voie de signalisation de VEGFR-1, qui altére le
processus de différentiation des DC (435-437), (Fig. 15). Dans un modéle in vitro de
différentiation des DC myéloides a partir de cellules souches embryonnaires murines, exposées
au VEGF-A, il a été montré que le VEGFR-1 inhibait les étapes tardives de maturation, tandis
gue la voie du VEGFR-2 altérait la différentiation des DC au stade des progéniteurs
hématopoietiques précoces(435).

L’interaction VEGF-A/VEGFR-2 bloque également les capacités d’allostimulation des DC
(438). Enfin, Huang et al. ont observé que le VEGF-A a des taux équivalents a ceux retrouveés

chez des patients atteints de cancer altérait les fonctions des DC pour la stimulation de cellules
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T allogéniques, avec un mécanisme dépendant de VEGFR-1 et VEGFR-2, mais le blocage isolé
de VEGFR-2 permettait de restaurer cette fonction dans ce modéle murin (439).

Accumulation de MDSC

Le VEGF-A induit également I’accumulation de MDSC en périphérie. En effet, dans un modele
murin, 1’administration de VEGF-A entrainait I’augmentation des MDSC dans la rate et les
ganglions de souris non porteuses de tumeurs (436). Chez ’humain, des taux plasmatiques de
VEGF éleveés chez des patients atteints de cancer ont été associes significativement au taux de
MDSC (433,434,440). Cette accumulation de MDSC est dépendante de I’activation de la voie
VEGF-A/VEGFR-2 (439).

Développement de macrophages induits par la tumeur

Le VEGF-A induit le recrutement de monocytes / macrophages dans la tumeur et favorise ainsi
le développement de macrophages associés aux tumeurs (TAM) (441). Cependant, le VEGF-A
seul n'est pas suffisant pour induire la polarisation M2 des macrophages : d’autres cytokines
produites par les cellules tumorales, telles que IL-4 et IL-10, sont également nécessaires. En
effet, I'inhibition du récepteur de I'lL-4 blogue in vivo la polarisation de M2, entrainant un

phénotype tumoral moins agressif (442).

Accumulation de Treg

Une corrélation entre le pourcentage de Treg et la concentration de VEGF a été observé chez
des patients atteints d'un cancer colorectal de stade IV et de mélanome, ce qui suggére un role
du VEGF-A dans I’induction et / ou le maintien des Treg in vivo (443). Le VEGF-A peut
favoriser indirectement 1’accumulation de Treg par I’inhibition de la maturation des DC
entrainant I’accumulation de DC immature, ou I’induction des MDSC, toutes deux tolérogénes
(183,444). Par ailleurs I’hypoxie a l’origine de la production de VEGF peut entrainer
I’expression de CCL28, qui favorise le recrutement de Treg (188,445).

Une population de Treg exprimant le VEGFR-2 a été identifiée chez des patients atteints de
cancer (446).
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En outre, la population spécifique de cellules FOXP3 + VEGFR2 + dans les tumeurs est un
marqueur prédictif indépendant de la récurrence et de la pauvreté globale et survie sans maladie
chez les patients atteints de cancer colorectal opéré (Suzuki et Katano, 2013).

Les Treg intratumoraux sont également régulés par 1’activation de NRP1, le corécepteur du

VEGFR, par le VEGF (447).

Inhibition des Cellules T effectrices

Il a été observé chez la souris que le VEGF-A entrainait une diminution du nombre de cellules
T dans la rate de souris non porteuses de tumeurs, et entrainait également une suppression de
leurs fonctions (436). L’effet suppressif du VEGF-A sur les cellules T effectrices passe par
plusieurs mécanismes, comme 1’inhibition de la différentiation thymique des progéniteurs en
CD4* et CD8" (448), et la diminution de la prolifération des cellules T effectrices et de leur
effet cytotoxique (449).

Plus récemment, nous avons montré que le VEGF-A favorisait I’exhaustion des cellules T CD8*
associé a la modulation de leur expression des molécules co-inhibitrices PD-1, Tim-3, CTLA-
4 et Lag-3, induite par le VEGF-A, via I’activation de la voie de signalisation VEGFR-2 / NFAT
(450).

2.2-Effets immunitaires des autres facteurs pro-angiogéniques

Angiopoietine 2 et immunité

Ang-2 est une cytokine autocrine produite par les cellules endothéliales, qui agit comme
antagoniste du signal Ang-1/Tie-2. Tie-2 est également exprimé par une sous population de
cellules myéloides circulantes et intratumorales appelés les TIE2-expressing
monocytes/macrophages (TEMs). Ces TEMs peuvent avoir un effet immunosuppresseur
indirect sur les cellules T. Stimulés par I’ Ang-2, elles produisent de 1’IL-10, et cette production
d’IL-10 entraine une inhibition de 1’activation des cellules T effectrices et une induction de
Treg (451-453). Ang-2 induit également le recrutement de neutrophiles, et leur conversion en

macrophages de type M2-like.

Effet du P1GF sur 1’/immunité anti-tumorale
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S’ils sont moins bien décrits que pour le VEGF-A, le PIGF et la voie PIGF/VEGFR-1 ont
également des effets immunomodulateurs.

Le signal PIGF/VEGFR-1 entraine le recrutement et la polarisation des macrophages associés
a la tumeur (TAM), en faveur des TAM de type M2-like, plutdt pro-tumoraux (122,410,454—
457). 1l a également été montré que le PIGF pouvait inhiber la maturation des DC, via la voie
de signalisation NF-«B, et résultant en une inhibition de la réponse Thl, par un mécanisme
indépendant du VEGFR-2 (458). Enfin, une sous-population de cellules T CD4" exprimant
fortement le VEGFR-1, et ayant une activité régulatrice aussi efficace que les Treg a été décrite.
Cette population CD4*VEGFR1"9" jouerait un role dans 1’homéostasie digestive et pourrait étre
impliquée dans la survenue de maladies inflammatoires du tube digestif. Le PIGF pourrait ainsi
activer cette population (459). Leur réle en pathologie tumorale n’est pas décrit. Enfin, le PIGF
pourrait aussi promouvoir la prolifération de Breg TGF-B* favorisant la croissance tumorale,
comme cela a été suggéré dans les gliomes (460). Le PIGF peut ainsi avoir plusieurs effets a
I’origine d’une régulation de nombreux acteurs immunitaire comme représenté dans la figure

ci-dessous.
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Figure 15 : effets immunologiques du PIGF

D apreés Albonici et al Int J Mol Sci. 2019 (461)

3 -Les anti-angiogéniques dans les cancers
digestifs

3.1- Les traitements anti-angiogéniques : généralités

Considérant les propriétés pro-tumorales de 1’angiogenése, plusieurs molécules anti-
angiogéniques, ciblant en particulier le VEGF, ont été développés pour restaurer la balance

entre facteurs pro et anti-angiogéniques. L’administration d’inhibiteurs du VEGF-A ou du
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VEGFR réduisent en effet la vascularisation et inhibent la croissance tumorale dans des
modeles murins (462—-464) et chez des patients atteints de cancer (465). Chez I’homme, la
preuve de I’effet d’un anti-angiogénique sur la survie des patients a été observée initialement
chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique traités par I’addition d’un anticorps
monoclonal anti-VEGFA (bevacizumab) & une chimiothérapie cytotoxique standard de 1°¢
ligne (466).

3 classes de molécules anti-angiogeniques ciblant la voie VEGF-A/VEGFR ont été depuis
développées :

1. les inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) ciblant le VEGFR et d’autres récepteurs pro-
angiogéniques. Parmi ces molécules, on retrouve le sorafenib, le regorafenib, et le
sunitinib ; lls ciblent les récepteurs sur leur versant intracellulaire.

2. Les anticorps monoclonaux ciblant le VEGF-A (bevacizumab) ou le VEGFR-2
(ramucirumab)

3. Le « VEGF-Trap », protéines de fusion chimérique composée des domaines
extracellulaires de VEGFR-1 et VEGFR-2, piégeant le VEGF-A mais aussi le VEGF-B
et le PIGF (aflibercept)

Les anti-angiogéniques font maintenant partie des traitements de routines qui ont montré une
efficacité dans un grand nombre de tumeur.

Le sunitinib qui cible VEGFR1-3, PDGFR, c-kit, and FIt3 (467) a été approuvé dans un grand
nombre de tumeurs comme les tumeurs stromales gastro-intestinales (468) et les carcinomes
rénaux a cellules claires (469). Le sorafenib cible les VEGFR1, 2 et 3, PDGFR, c-kit, Raf-
kinases, et RET (470). Il constitue un traitement standard pour les carcinomes hépatocellulaires
avances (471) et les carcinomes rénaux a cellules claires (472).

Au contraire des TKI, multicibles, le bevacizumab cible lui spécifiquement le VEGF-A. 1l a
prouveé son efficacité dans un grand nombre de tumeur dont les cancers du sein (473), et du
poumon (474,475), combiné avec des chimiothérapies cytotoxiques standards. Mais il a
initialement été développé dans le cancer colorectal.

L’aflibercept est une protéine de fusion possédant un spectre large de cibles moléculaires
circulantes incluant le VVascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-A, le VEGF-B, le Placental
Growth Factor (PIGF), contrairement au bevacizumab dont I’action inhibitrice est restreinte au

VEGF-A. L’aflibercept est utilisé dans le CRC métastatique et a montré son efficacité en 2°
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ligne de traitement, en association avec une chimiothérapie par folfiri, aprés échec d’une

premiére ligne par Folfox associé ou non au bevacizumab.

3.2- Anti-angiogéniques et cancer colorectal.

Dans le CCR, il a été démontré qu'une surexpression du VEGF était retrouvée dans 37
a 100% des cas (476) et corrélée a I’invasion cellulaire et a la densité vasculaire d’une part,
ainsi qu’au développement des métastases et au pronostic oncologique d’autre part (477-482).
11 a ensuite été démontré que 1’administration d’anticorps anti-VEGF dans des modeles murins
de xénogreffes de tumeurs colorectales humaines inhibait la croissance tumorale (483). Sur la
base de ces données, I’utilisation de traitements anti-angiogéniques dans le CCR a été
développé.

Les agents anti-angiogéniques sont administrés en routine chez les patients atteints de
CCRm en combinaison avec une chimiothérapie et ce depuis que le bevacizumab a montré une
augmentation significative des parameétres de survie en premiere ligne de traitement
(466,477,484-486). Dans deux essais principaux, la survie sans progression (SSP) était
améliorée de 1,4 a 4,4 mois et la survie globale (SG) était améliorée de 1,4 a 4,7 mois,
respectivement avec une polychimiothérapie associant 5-FU et oxaliplatine (FOLFOX) ou 5-
FU et irinotécan (FOLFIRI). Le bénéfice du bevacizumab a également été montré en deuxieme
ligne chez les patients naifs de traitement anti-angiogénique (487,488) avec un gain de 2,6 mois
en SSP et de 2,1 mois en SG dans 1’é¢tude ECOG E3200. Plus récemment, I’essai TML a montré
que le bevacizumab améliorait de 1,4 mois la SG des patients qui avait déja recu en premiere
ligne, faisant émerger 1’intérét de maintenir une thérapie anti-angiogénique au-dela de la
progression en ne modifiant que la chimiothérapie cytotoxique associée (489). D’autres
molécules anti-angiogéniques ont montré un avantage significatif en seconde ligne. Par
exemple, deux essais de phase I1I testaient pour 1’un le ramucirumab, un anticorps monoclonal
anti-VEGFR2, et pour I’autre ’aflibercept, tous deux combinés au 5-FlouroUracile (5-FU) et a
I’irinotécan (FOLFIRI). Ces deux AA étaient combinés au 5-FlouroUracile (5-FU) et a
I’irinotécan (FOLFIRI) et ont tous les deux démontré un avantage en survie (SSP et SG)
comparativement au FOLFIRI seul. Ce bénéfice était retrouvé que les patients aient
précédemment éte traités par bevacizumab ou non (490,491). Ainsi, le maintien de la pression

anti-angiogénique exercée par 1’inhibition du VEGF, en changeant de chimiothérapie, permet
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d’améliorer la survie. Cela a également été observé dans d’autres types de tumeur, comme les
cancers du sein métastatiques ou les cancers pulmonaires non a petites cellules. Concernant
I’aflibercept en deuxieéme ligne, une autre hypothése pour expliquer I’efficacité chez les patients
initialement prétraités par bevacizumab. Il a été suggéré que le spectre d’action plus large
ciblant également le PIGF pourrait permettre de contourner des mécanismes de résistance
secondaire au bevacizumab. En effet la voie PIGF/VEGFR-1 est une potentielle voie de
résistance aux anti-VEGF-A/VEGFR-2, comme vu précédemment (492). Cependant aucune
donnée clinique ne permet d’étayer cette théorie, ces différentes thérapies n’ayant jamais été
comparées dans ce contexte.

Les TKI ont également été développés dans le cancer colorectal. En particulier, le
regorafenib a été approuvé il y a quelques années chez les patients chimio-réfractaires. L’essai
CORRECT retrouvait un bénéfice du regorafenib chez les patients ayant progressé sous toutes

les chimiothérapies standards, incluant des traitements anti-angiogéniques préalables (493).

3.3-Anti-angiogéniques et cancers gastriques

Les anti-angiogéniques ont pendant longtemps été mis en échec dans le cancer gastrique. En effet, le
bevacizumab a rapidement été abandonné, devant 1’absence de bénéfice en SG de son ajout a
la chimiothérapie par 5FU-cisplatine en premiére ligne métastatique (494), et malgré un
bénéfice retrouvé en SSP et taux de réponse.

Plus récemment cependant, un autre anti-angiogénique a réussi a démontrer un intérét clinique
dans le CG avancé. Le ramucirumab en monothérapie a démontré son efficacité sur la survie
globale en seconde ligne métastatique, avec une SG médiane de 5,2 mois contre 3,8 mois (HR
0,77 ; 1C 95 % 0,603-0,998 ; p = 0,047) (495). Le ramucirumab a également montré son
efficacité en seconde ligne en association au paclitaxel dans une étude randomisée de phase 111
compareé au paclitaxel en monothérapie : survie médiane 9,6 contre 7,4 mois, p = 0,017 (496).

Comme vu précédemment, la voie de signalisation c-MET/HGF peut étre assimilée a une voie
pro-angiogénique, par des effets directs et indirects. Dans le cancer de 1’estomac en particulier,
I’hyperexpression de c-Met est un facteur de mauvais pronostic. Deux anticorps ont été étudies,
le rilotumumab et 1’onartuzumab dans les CG avances. Malgré des études préliminaires
encourageantes, cependant, plusieurs études ont montré 1’absence de bénéfice des anticorps

anti-c-Met (497-500).
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4- Effets immunomodulateurs des anti-

angiogéniques dans les modeles précliniques

Etant donné que le VEGF-A module I’immunité anti-tumorale, les effets immunologiques des
traitements anti-angiogéniques ont été analysées dans des modeles murins et chez des patients

atteints de cancer.
4.1- Maturation des cellules dendritiques.

Gabrilovich et al. ont observés que 1’administration d’un anticorps anti-VEGF chez des souris
porteuses de tumeur augmentait le nombre et la fonction des cellules dendritiques dans les
ganglions et la rate (432). Alfaro et al. ont étudié les effets des anti-VEGF sur la différentiation
des précurseurs myeloides humains en DC . Le VEGF altérait la différentiation des monocytes
en DC. Le surnageant de lignée cellulaire de carcinome rénal cultivées en conditions hypoxique
avait le méme effet. Dans cette étude, le bevacizumab et le sorafenib, mais pas le sunitinib,

permettaient de reverser cet effet et donc re rétablir la maturation des DC (501).

4.2- Diminution des MDSC

Dans un modele de souris porteuses de tumeur, un traitement par sunitinib diminuait la
proportion de MDSC de maniére dose-dépendante dans la rate, la moelle osseuse et la tumeur,
possiblement médié par 1’inhibition de STAT-3 (502). De plus, le sunitinib permettait également de
réduire les fonctions immunosuppressives des MDSC chez ces souris porteuses de tumeurs (503,504).
Deux mécanismes ont été suggérés : d’une part, le sunitinib pourrait inhiber la prolifération des MDSC
monocytiques (Grl'®), et d’autre part, il pourrait induire 1’apoptose des MDSC granulocytiques
(Gr1hish) (505).

Le Sorafenib réduit également la proportion de MDSC dans des modéles animaux de cancer du foie
(506). Enfin, dans un modéle de cancer rénal murin, un anticorps anti-VEGF réduisait le nombre de
cellules myéloides CD11b+VEGFR1+ (507).

4.3- Diminution des Treg

Dans de nombreux modéles murins de tumeurs, il a été observé que le sunitinib et le sorafenib diminuait

la proportion de Treg parmi les LT CD4", dans le sang, la rate et la tumeur (502,504,506). Plusieurs
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meécanismes ont été suggérés pour expliquer cette diminution. L’inhibition de STAT3 par le sunitinib
bloque la conversion des LT CD4*FOXP3" en CD4"FOXP3* (508). De plus la diminution des MDSC
capable d’induire des Treg, entraine indirectement une diminution de ces derniers. Dans un autre
modeéle, le sorafenib diminue les Treg a la fois en inhibant la prolifération, et en induisant leur apoptose.
Le traitement par sorafenib altére également les fonctions suppressives des Treg in vivo (509).

4.4- Cellules T effectrices

L’augmentation de la proportion de cellules T CD4" et CD8" parmi les TIL a été observée chez
des souris traitées par sunitinib (504). Shrimali et al. ont également montré que, lors d’un
transfert adoptif de cellules T anti-tumorales, un anti-VEGF/VEGFR-2 augmentait 1’activité
anti-tumorale des cellule T (510). De plus, dans une autre étude, I’administration d’un anticorps
monoclonal anti-VEGFR-2 augmentait les cellules T CD8" anti-tumorales spécifiques (511).
L’augmentation de cette infiltration par les CD8 peut étre expliquée en partie par la régulation
de I’expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales, qui, dans le cadre d’un
traitement anti-angiogénique, peut augmenter les interactions entre les leucocytes et la paroi
vasculaire (512).

Le sunitinib prévient également I’anergie des cellules T, en stimulant la production d’IFNy et
I’activité cytolytique anti-tumorale (504).

En revanche, du fait de I’activité multicible de ces molécules, certains mécanismes
immunosuppresseurs pourraient contrer ces effets. En particulier, I’inhibition de la voie
Raf/MEK/ERK et de la phosphorylation de LCK par le sorafenib peut entrainer une inhibition
de la prolifération et de I’activation des cellules T effectrices (513). Au contraire, dans un autre
modéle de souris porteuses de tumeurs, un traitement par sorafenib augmentait la production
d’TFNy et I’activation des effecteurs T CD8" (509).

Récemment, dans un modele de cancer colorectal chez la souris (CT26), nous avons montré
que le blocage de ’axe VEGF-A/VEGFR par un anticorps monoclonal ou par le sunitinib
entrainait une diminution de I’expression des récepteurs co-inhibiteurs associés a une
exhaustion des cellules T (PD-1, Tim-3, CTLA-4, Lag-3), et permettait de restaurer la
production d’IFNy par les TIL CD8* (450).
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5- Effets immunomodulateurs des anti-

angiogéniques chez 'homme

5.1- Maturation des DC

Plusieurs études ont retrouvé des effets immunomodulateurs des anti-angiogéniques chez des
patients atteints de cancers. Chez des patients atteints de cancer du poumon, du sein ou
colorectaux, il a été observé que le bevacizumab permettait d’induire une augmentation des DC
dans le sang périphérique, de restaurer leur maturation et d’induire la production de cytokines

et les capacités d’allostimulation (434).

5.2- Diminution des MDSC

Chez des patients avec un cancer du rein, il a été observé que le sunitinib diminuait
significativement le nombre de MDSC circulant (514). L’impact du bevacizumab sur les
MDSC, en revanche, est moins clair. En effet, un faible nombre de MDSC ont été observé apres
traitement par bevacizumab chez des patients atteints de différents types de cancer, (434).
Néanmoins, le bevacizumab ne réduisait pas les MDSC circulants chez des patients ayant un
cancer du rein métastatique dans une autre étude (515). Ces résultats discordants peuvent étre
expliqués par la présence de plusieurs populations de MDSC régulées difféeremment par les
anti-angiogéniques. En effet, dans la premiere étude, les MDSC étaient définis par un phénotype
CD45*LinHLA-DR™ alors que la deuxiéme étude analysait les MDSC granulocytiques,
caractérisés par 1’expression de CD66b. Ces résultats suggerent que le bevacizumab régule les

MDSC ayant un phénotype immature mais pas les granulocytiques.

5.3- Diminution des Treg

Une diminution des taux de Treg circulants a été observé chez des patients avec un cancer
colorectal métastatique (443). Cette diminution des Treg a cependant surtout été décrite
principalement avec les TKI, comme avec le sorafenib, ou une diminution des Treg infiltrant la
tumeur et des Treg périphériques a été observé chez les patients traités pour un cancer du rein
(516,517) ou un carcinome hépatocellulaire (518). Une étude in vitro de cellules T

CD4*CD25"9" humaines a montré que le sorafenib entrainait 1’apoptose de ces cellules (519).
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Le sunitinib réduit également le nombre de Treg dans le sang périphérique et les tumeurs de
patients atteints de cancer du rein (520,521). Des études fonctionnelles suggérent que 1’activité
suppressive des Treg est altérée apres un traitement par sunitinib (520). Enfin, cette diminution

est corrélée a la survie globale des patients (521).

5.4- Cellules T effectrices et réponses effectrices

Dans le cancer colorectal, il a été observé une augmentation des LT CD4*, CD8" et CD3
circulants apres un traitement par une chimiothérapie associé a du bevacizumab, ainsi qu’une
augmentation de la production d’IL-2 et d’ IFNy (522,523).

In vitro, le sunitinib peut induire des réponses cytokiniques de type Th-1 et inhiber des réponses
de type Th-2 (514,520), cet effet pouvant étre médié en partie par les modulations des Treg et
des MDSC précédemment décrites. En revanche, dans deux études chez des patients atteins de
cancer du rein ou de carcinome hépatocellulaire, le sorafenib n’avait pas d’impact significatif

sur la réponse Th-1.
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6-Combinaison Immunothérapies/Anti-

angiogéniques

Etant donné les effets immunomodulateurs observé avec les anti-angiogéniques, il a été supposé

que les anti-angiogéniques pourraient optimiser I’efficacité des immunothérapies.

6.1- Données précliniques

Anti-angiogéniques et vaccins

Des anti-angiogéeniques ont été combinées avec des stratégies de vaccination dans des modeles
précliniques. Différentes stratégies anti-angiogéniques (Aflibercept, TKI ou anticorps
monoclonaux) ont été associées a des vaccins antigéniques ou utilisant la cellule tumorale
entiere. Globalement, ces combinaisons permettaient une augmentation des TIL CD8" et CD4",
une diminution des MDSC et des Treg, et améliorait 1’effet anti-tumoral et la survie, comparé
a ’utilisation seule de la vaccination ou de 1’anti-angiogénique (504,524-530). Il faut noter
dans certaines de ces études, en particulier pour la combinaison sunitinib et vaccination, que la
séquence d’administration pouvait étre importante. En effet, il semble que les effets
immunomodulateurs du sunitinib soient constatés aprés 5 a 7 jours de traitements, et que
I’immunothérapie doit idéalement étre administré a ce moment. Lorsqu’une vaccination était
réalisé avant ou dés le début du sunitinib, il était observé dans ces études au contraire une

diminution de I’activation des cellules T (527,531).

Anti-angiogéniques et thérapie cellulaire

Dans des modéles murins, un traitement par sunitinib ou par anti-VEGF permettait d’augmenter
I’efficacité de DC pulsées, associé a un meilleur effet anti-tumoral (432,529,532). Un anti-
VEGFR2 combiné a un transfert adoptif de LT anti-PMEL permettait dans un autre modele
d’augmenter les TIL et de ralentir la croissance tumoral (510). Enfin, le développement des
CAR T cells a permis d’¢laborer des LT porteurs d’un CAR ciblant VEGF, combinant ainsi le
transfert adoptif de LT et le blocage du VEGF. In vitro, cela permettait de diminuer

I’angiogeneése, et in vivo, un ralentissement de la croissance tumorale (533).
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Anti-angiogéniques et inhibiteur des checkpoint

immunitaires

Plusieurs groupes, dont le ndtre, ont combiné des anticorps monoclonaux anti-angiogéniques et

des anticorps monoclonaux anti-checkpoint inhibiteur. Il était observé avec ces stratégies un

ralentissement de la croissance tumorale, une augmentation des TIL, et une augmentation de la

sécretion de cytokines comme IFNy (450,529,534-537).

Etudes précliniques de combinaison anti-angiogénique/immunothérapie
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Tableau 1 : combinaisons anti-angiogéniques/immunothérapies en préclinique

D’aprés Fukumura Nat Rev clin oncol 2018

6.2- Données cliniques

Combinaison anti-CTLA-4 et anti-angiogéniques

Une premiere étude de phase | a été menée dans les mélanomes avancés, combinant ipilimumab
et bevacizumab, montrant une activité encourageante, avec un taux de réponse de 19.6%, un
taux de contrble de la maladie de 67.4% et une survie globale médiane de 25 mois. Il était
observé dans cette étude, sur ’analyse de biopsies faites aprés traitement, une infiltration plus
marquée en LT et en cellules CD163" (monocytes/macrophages) que chez les patients traités
par ipilimumab seul (538), mais également dans le sang périphérique, ou le taux de CD4" et
CD8CD45RO" était significativement plus élevé. Une étude randomisée de phase Il est en
cours (NCT01950390).

Combinaison PD-1/PD-L1 et anti-angiogénique

Cancers non colorectaux

Plusieurs études ont analysé la combinaison d’un anti-PD-1 ou un anti-PD-L1 avec un anti-
angiogénique. La combinaison la plus étudiée est celle associant le bevacizumab a
I’atezolizumab (anti-PD-L-1). Cette combinaison a été testée dans le cancer du rein (539). Elle
permettait un taux de réponse de 32% et une survie sans progression médiane de 11,7, plus
élevé qu’avec I’atezolizumab seul (25% et 6,1 mois) ou au sunitinib, anti-angiogénique
standard dans le cancer du rein (29% 8,4 mois). Chez les patients ayant une tumeur avec
surexrpession de PD-L1, la SSP médiane atteignait 14,7 mois avec 1’association. De plus, grace
aune analyse des profils d’expression de ces tumeurs, 3 signatures geniques étaient identifiées :

la signature « angiogenése », la signature « effecteurs immunitaires préexistants » et la signature
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« inflammation myéloide immunosuppressive ». Les auteurs montraient que si I’atezolizumab
permettait une meilleure efficacité dans les tumeurs avec « immunité préexistante », la
combinaison bevacizumab et atezolizumab montrait une meilleure efficacité dans les tumeurs
« immunosuppressive », soulignant le rdle de D’anti-VEGF pour moduler diminuer
I’immunosuppression, susceptibles de transformer des tumeurs « froides » en tumeurs
« chaudes ».

La méme combinaison a été testée dans le cancer du poumon non a petites cellules, associée a
la chimiothérapie et comparée au bevacizumab + chimiothérapie ou atezolizumab +
chimiothérapie (540). La combinaison bevacizumab + atezolizumab augmentait
significativement la SG et la SSP. Encore un fois, les sous-groupes habituellement moins
sensibles a I’immunothérapie, (PD-L1 faible a négatif, ou d’expression immunosuppressive)
avaient également un bénéfice de la combinaison.

Chez des patients ayant un carcinome hépatocellulaire, la combinaison atezolizumab +
bevacizumab est également prometteuse, avec un taux de réponse de 36% et une SSP améliorée
par rapport a ’atezolizumab seul (5.6 vs 3.4 mo, HR 0.55, 80% CI, 0.40 — 0.74, P=0.0108)
(Lee M. ESMO 2019), lui permettant d’obtenir un statut de « breakthrough therapy » par la
FDA, afin d’accélérer le développement dans cette indication. Une étude de phase 111 est donc
en cours, comparé au standard le sorafenib (NCT03434379).

Cette combinaison est actuellement en cours d’étude dans d’autres localisations, comme les
cancers du col de I'utérus, de ’endométre, les glioblastomes et les cancers du pancreéas.
Depuis cette premiére combinaison, d’autres combinaison ont été également rapportées. Dans
le cancer du rein, les combinaison axitinib + pembrolizumab et axitinib + avelumab, chacune
comparées au standard en vigueur a ce moment, le sunitinib, permettaient une amélioration de
la SSP, de la SG et un doublement du taux de réponse, quelle que soit I’expression de PD-L1
(541,542). Les combinaisons nivolumab + sunitinib ou pazopanib montraient des résultats
similaires aux précédents en terme de taux de réponse, mais leur développement n’est pas
poursuivi, en raison d’une toxicité trop importante (543).

Dans le carcinome hépatocellulaire, d’autres combinaisons ont également été testées avec des
taux de réponse encourageant, comme l’association pembrolizumab + lenvatinib, ou encore
SHR1210 (anti-PD-1) et apatinib (544,545), et plusieurs études de phases Il sont en cours dans
cette indication NCT03713593 ; NCT03439891).

Cancers colorectaux MSS/pMMR
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A la suite de ces observations, il a donc été suggéré que les anti-angiogéniques pouvaient
améliorer I’immunogénicité des tumeurs « froides » pour induire un microenvironnement
tumoral favorable a ’efficacité de I’immunothérapie. Comme vu précédemment, les cancers
colorectaux MSS/pMMR sont globalement des cancers non répondeurs a I’immunothérapie.
Des études de combinaison anti-angiogéniques + immunothérapies ont donc été réalisées dans
cette indication. L’association bevacizumab + atezolizumab a récemment €été rapportée au
congrés de PESMO 2018. (313,546). Dans cette étude, la combinaison atezolizumab +
bevacizumab + chimiothérapie par 5FU, était comparée au 5FU + bevacizumab, en traitement
d’entretien aprés une chimiothérapie d’induction standard pour u CCRm. Dans cette étude ayant
inclus pres de 450 patients, 1’ajout de 1’atezolizumab n’avait cependant strictement aucun effet
sur la SSP ou la SG (HR = 0,92, p = 0,48), dans cette étude ou la grande majorité des patients
avaient une tumeur MSS/pMMR. 11 était noté qu’une seule réponse compléte était observée,
chez un patient MSI/dMMR. Cette étude montre que malgré u rationnel biologique fort et les
résultats encourageants des association anti-PD-L1 et anti-angiogéniques dans d’autres
localisations, le traitement par immunothérapie dans les cancers colorectaux non MSH-

H/dMMR reste un challenge non résolu.
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Objectifs de la these

Les anti-angiogéniques et les ICI ont permis d’améliorer notablement la survie des patients
atteints de nombreux types de cancers. Cependant, dans les cancers de 1’épithélium glandulaire
digestif comme le cancer colorectal et le cancer gastrique, ces deux classes thérapeutiques se
heurtent a certaines limites d’efficacité.

Dans les CCRm, bien que le bevacizumab fasse partie des traitements standards de premiére
ligne, son efficacité est cependant a relativiser. En effet, si un gain en survie globale a été
observé dans 1’étude pivot concernant 1’ajout du bevacizumab a la chimiothérapie comparée a
la chimiothérapie seule, aucune des études comparatives ultérieures (NO16966, ITACA, AVEX
n’a confirmé ce gain. En paralléle, dans le cancer gastrique avancé, le bevacizumab n’est jamais
parvenu a démontrer un intérét dans la prise en charge, mais récemment le ramucirumab a
démontré une efficacité en deuxieme ligne, suggérant que les anti-angiogéniques pourraient
tout de méme avoir une place dans ces tumeurs.

Plus récemment, en dépit de I’engouement médiatique pour cette nouvelle classe thérapeutique,
les ICI n’ont jamais montré d’efficacité¢ dans le cancer colorectal, en dehors des formes
MSI/dAMMR, tandis que les données d’efficacité dans le cancer gastrique sont discordantes et,
au mieux, ne montrent une efficacité que dans une faible proportion des patients, qu’on ne sait
pour le moment pas bien sélectionner.

En sus, ces traitements ne sont pas dénués d’effets secondaires et représentent un colit important

en termes de santé publique.

Considérant cette efficacité limitée, deux stratégies pourraient permettre d’améliorer I’index
thérapeutique de ces molécules : i) I’identification de facteurs prédictifs d’efficacité ou de
formes anatomo-cliniques plus sensibles, ii) la combinaison de stratégies potentiellement

synergiques.
Mon travail de thése s’inscrit donc dans ce contexte, visant a améliorer la stratégie
thérapeutique globale des patients atteints de CCRm ou de CG avancé, en considérant les effets

immunomodulateurs liés aux anti-angiogéniques précédemment décrits.

Mon travail est divise en 2 parties : la premiere analyse la modulation des Treg par les anti-

angiogéniques, et les mécanismes de cette modulation, dans le cancer colorectal métastatique.
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La deuxiéme étudie différents paramétres de I'immunité locale et systémique dans le cancer
gastrique métastatique.
Les objectifs de ce travail étaient :
- pour la premiére partie :
- d’étudier la modulation des Treg et les mécanismes impliqués lors d’un blocage de la
voie VEGF-A/VEGFR-2
- d’analyser la modulation des Treg par des anti-angiogéniques ayant une action sur
d’autres voies que le VEGF-A, en particulier 1’aflibercept impliquant le PIGF/VEGFR-
1
- d’étudier spécifiquement la régulation des Treg Thl-like par I’aflibercept
- pour la seconde partie :
- d’’analyser le microenvironnement immunitaire et les cellules immunitaires
circulantes comme facteur pronostique dans les cancers gastriques métastatiques
-d’associer les paramétres immunologiques (infiltration des tumeurs et cellules
circulantes dont les Treg) aux différents types anatomopathologiques d’adénocarcinome

gastrique, afin d’identifier des formes plus immunogenes.
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Résultats

Partie I : Mécanismes régulateurs induits par le

VEGF et les anti-VEGF dans le cancer colorectal

I.1 Mécanisme de régulation directe des Treg par la

volie VEGF-A/VEGFR-2 et les anti-VEGF-A

Article 1

VEGFA-VEGFR Pathway Blockade Inhibits Tumor-Induced Regulatory T-cell Proliferation
in Colorectal Cancer

Magali Terme, Simon Pernot, Elie Marcheteau, Federico Sandoval, Nadine Benhamouda,
Orianne Colussi, Olivier Dubreuil, Antoine F. Carpentier, Eric Tartour, and Julien Taieb

Contexte

L’échappement au systeme immunitaire joue un rdle dans la survenue et la progression du
cancer colorectal. Parmi les mécanismes impliqués, I’accumulation de Treg a été observée dans
le sang périphérique et ’infiltrat tumoral de patients atteints de cancers, est corrélé avec un
stade plus avancé, et est généralement associé a un plus mauvais pronostic. Les Treg inhibent
la réponse immunitaire anti-tumorale naturelle mais peuvent également inhiber la réponse
immunitaire induite par les ICI. A I’inverse, dans des modé¢les murins, la déplétion en Treg
permet un rejet anti-tumoral, une activation des cellules T CD4* et CD8", et une amélioration
de la réponse immunitaire induite par la vaccination.

Les molécules anti-angiogéniques sont habituellement utilisées en premiére ou seconde ligne
de traitement chez les patients atteints de cancer colorectal metastatique. Ces molécules ont un
impact sur les mécanismes immunosuppresseurs induits par la tumeur.

Des travaux menés dans notre équipe, ainsi que ceux d'autres équipes, ont réecemment montré
que la proportion de lymphocytes T régulateurs était diminuée apres traitement par sunitinib

chez la souris et les patients atteints de cancer du rein métastatique. Cependant, le Sunitinib est
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un inhibiteur de tyrosine kinase (TKI) multi-cible spécifique des récepteurs de VEGF, PDGF,
SCF, FIt3-L, et les voies de signalisation impliquées dans I'immunomodulation induite par les
molécules anti-angiogéniques ne sont pas identifiées.

L’objectif de ce travail a été d’étudier spécifiquement le réle du blocage de la voie VEGF-
VEGFR dans ces phénomenes immunitaires dans un modele murin et chez des patients atteints
de cancer colorectal métastatique.

Patients et méthodes

Modéle murin : Nous avons administré soit du Sunitinib soit un anticorps monoclonal
specifique anti-VEGFA (orthologue murin du bevacizumab) & des souris porteuses d'une
tumeur colorectale (modele CT26). La lignée a été sélectionnée pour deux raisons : I'efficacité
du traitement par ces molécules dans ce modele, ainsi que l'utilisation du bevacizumab chez les
patients atteints de cancers colorectaux. Les Treg ont été analysés apres traitement par
cytométrie de flux. Leur fonction et leur prolifération ont également été analysées.

Patients : Les Treg ont également été analysés dans le sang périphérique de patients atteints de
cancer colorectal métastatique, avant et apres traitement par chimiothérapie + bevacizumab ou
par chimiothérapie seule (contréle) en 1ére ligne. Les patients inclus dans cette étude étaient

traités selon le choix de I’investigateur.

Principaux résultats

- Le blocage de la voie VEGF-A/VEGFR inhibe I’accumulation des Treg

Dans le modele tumoral CT26, le pourcentage de Treg (CD25"FOXP3*) parmi les LT CD4" est
significativement augmenté dans la rate des souris porteuses de tumeurs. Le pourcentage et le
nombre absolu de Treg sont significativement diminué dans les rates et les tumeurs apres
traitement par sunitinib, mais également apres administration d'anti-VEGF-A, comparés a leur
contréle respectif (souris traitées par DMSO ou sérum de souris respectivement). En revanche,
un traitement par masitinib, un TKI proche du sunitib inhibant c-kit, PDGFR, Fak-kinases mais
pas VEGFR, n’entraine pas de diminution des Treg. Ainsi, I’inhibition de la voie VEGF-
A/VEGFR est suffisante pour permettre la diminution des Treg.

- L’administration de bevacizumab diminue le taux de Treg dans le sang périphérique de
patients atteints de cancer colorectal métastatique

Chez les patients atteints de CCRm avant traitement, le pourcentage de Treg parmi les LT CD4*

est augmenté comparé a des volontaires sains. Apres traitement par 2 cycles de bevacizumab
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associé a la chimiothérapie, ce pourcentage diminue significativement, alors que cette
diminution n’est pas observée chez les patients traités par chimiothérapie seule.

- Le blocage de la voie VEGF-A/VEGFR n’impacte pas la fonction des Treg

Des Treg purifiés issus de la rate de souris porteuses de tumeurs ont été mis en coculture avec
des LT CD4" conventionnels (CD25°) activés. Les Treg de souris traitées par sunitinib ou anti-
VEGF-A conservent leur capacité d’inhiber la prolifération des cellules T conventionnelles et
la sécrétion d’TFNy comparé aux Treg de souris non traitées.

- Le VEGF-A induit la prolifération des Treg, et le blocage de VEGF-A/VEGFR inhibe
cette prolifération

La prolifération des Treg, mesuré par le Ki67 ou par I’injection de BrdUrd, est augmenté chez
les souris porteuses de tumeurs, en particulier les Treg CD44M9". Aprés traitement par anti-
VEGF-A ou sunitinib, cette prolifération est diminuée. Parallélement, la prolifération des CD4*
conventionnels n’est pas diminuée. In vitro, le VEGF-A augmente la prolifération de Treg
stimulés par anti-CD3/IL2.

Chez les patients atteints de CCRm, la prolifération des Treg est diminué aprés 2 cycles de
bevacizumab + chimiothérapie, mais pas par la chimiothérapie seule.

- L’inhibition de la prolifération des Treg implique le VEGFR-2 exprimé par les Treg
L’expression de VEGFR-1 et VEGFR-2 sur les Treg est significativement augmenté dans les
rates de souris porteuses de tumeurs, comparé a des souris naives. Le traitement par anti-

VEGFR-2, mais pas par anti-VEGFR-1, diminue la proportion des Treg et leur prolifération.

Conclusion

La plupart des tumeurs secrétent du VEGF-A. Ce travail montre que I’axe VEGF-A/VEGFR-2
induit de fagon directe la prolifération des Treg, et participe donc a I’accumulation des Treg
dans les tumeurs et en périphérie, favorisant I’'immunosuppression. Les anticorps anti-VEGF-
A permettent de diminuer cette prolifération.

En parallele, des travaux réalisés dans notre groupe ont également mis en évidence que 1’axe
VEGF-A/VEGFR-2 participait a I’épuisement des cellules T CD8" (Voron et al, annexe 1).

La compréhension de ces mécanismes permet de suggérer I’intérét de combinaisons
thérapeutiques associant inhibition de VEGF-A/VEGFR2 et stratégies d’immunothérapie.
Enfin, dans ce travail, nous n’avons pas pu corréler cet effet immunomodulateur sur les Treg a
la survie des patients traités par bevacizumab, car peu de patients étaient inclus. On peut penser

que le taux initial de Treg et/ou la modulation a J28 de ce taux pourrait étre un marqueur précoce
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de I’efficacité du bevacizumab et pourrait servir de biomarqueur prédictif d’efficacité des anti-

angiogéniques.
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VEGFA-VEGFR Pathway Blockade Inhibits Tumor-Induced
Regulatory T-cell Proliferation in Colorectal Cancer

Magali Terme', Simon Pernot', Elie Marcheteau', Federico Sandoval’, Nadine Benhamouda'?,
Orianne Colussi', Olivier Dubreuil®, Antoine F. Carpentier?, Eric Tartour'?, and Julien Taieb'*

Abstract

Multitarget antiangiogenic tyrosine kinase inhibitors (TKI) have been shown to reduce regulatory T cells (Treg)
in tumor-bearing animals and patients with metastatic renal carcinomas. However, a direct role of the VEGF-A/
VEGEFR pathway inhibition in this phenomenon is a matter of debate and molecular mechanisms leading to Treg
modulation in this setting have not been explored to date. Treg proportion, number, and proliferation were
analyzed by flow cytometry in peripheral blood of patients with metastatic colorectal cancer (mCRC) treated with
bevacizumab, a monoclonal antibody targeting specifically VEGF-A, and in colon cancer-bearing mice (CT26)
treated with drugs targeting the VEGF/VEGFR axis. The direct impact of VEGF-A on Treg induction was assessed
together with specific blockade of different isoforms of VEGFRs that may be involved. In CT26-bearing mice, anti-
VEGF antibody and sunitinib treatments reduced Treg but masitinib, a TKI not targeting VEGFR, did not.
Targeting VEGF-A/VEGFR axis seems sufficient to affect Treg percentages, without any changes in their function.
Similarly, bevacizumab inhibited Treg accumulation in peripheral blood of patients with mCRCs. In vitro, Treg
expressing VEGFR from tumor-bearing mice directly proliferated in response to VEGF-A. Anti-VEGF-A treatment
decreased Treg proliferation in mice as well as in patients with mCRCs. VEGFR-2- but not VEGFR-1-specific
blockade led to the same results. We identified a novel mechanism of tumor escape by which VEGF-A directly
triggers Treg proliferation. This proliferation is inhibited by VEGF-A/VEGFR-2 blockade. Anti-VEGF-A therapies
also have immunologic effects that may be used with a therapeutic goal in the future. Cancer Res: 73(2): 539-49.

©2012 AACR.

Introduction

More than 1 million new cases of colorectal cancer (CRC) are
diagnosed each year worldwide. Disease-specific mortality has
decreased significantly in the past 2 decades with the intro-
duction of new chemotherapeutic agents such as oxaliplatin
and irinotecan, and, more recently, targeted therapies such as
bevacizumab, an anti-VEGF-A monoclonal antibody (1).

The immune system seems to play a role in both the
occurrence and the progression of CRCs. Elevated numbers
of intratumoral cytotoxic and memory T cells (CD8" and
CD45RO", respectively) have been shown to correlate with
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an aggressive phenotype reflected by tumor microinvasive
status (2). This infiltration may also be a major predictor of
tumor recurrence and patient survival (3). The association
between CD45RO™ cell infiltration and overall survival has
been confirmed in stage I to IV CRCs (4). Tumors can subvert
the immune system, however, notably by inducing immuno-
regulatory cells such as regulatory T cells (Treg).

Tregs, characterized by CD4, CD25, and Foxp3 expression,
inhibit the development of an effective immune response
especially against cancer or infectious agents (5). In healthy
individuals, they are able to prevent autoimmune disease. In
patients with cancer, Tregs expand in peripheral blood and
tumor tissue. Strong Treg infiltration of tumors is generally
associated with poor clinical outcome (5). Elevated blood
and tumor Treg numbers have also been described in CRCs.
Although the prognostic impact of Treg in CRCs is still a
matter of debate, elevated peritumoral numbers of Foxp3"
Treg cells are associated with advanced-stage tumors and
poorer overall survival (6). In murine models of CRCs,
systemic removal of Tregs using anti-CD25 antibody results
in tumor rejection and in improved vaccine-induced anti-
tumor T-cell responses (7). In addition, Treg depletion from
peripheral blood of patients with CRCs unmasks CD4" and
CD8" T-cell responses against tumor-associated antigens in
vitro (8, 9). These observations suggest that Tregs could
hamper the development of an effective antitumor immune
response and that Treg modulation in patients with CRCs
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might boost antitumor immunity or the response to
immunotherapy.

Recently, sunitinib, a multitarget tyrosine kinase inhibitor
(TKI) that selectively blocks VEGF receptors 1, 2, and 3
(VEGFR-1, -2, -3), platelet-derived growth factor receptors o
and B (PDGFRa and B), stem cell factor receptor (c-kit), and
Flt3, has been shown to reduce Treg numbers in tumor-bearing
mice and in patients with metastatic renal carcinoma (10-13).
However, it is unclear whether (i) these observations are
limited to patients with renal cancer and (ii) the effects of
this multitarget molecule on Tregs result directly from VEGF-
A/VEGFR axis inhibition or through another signaling mech-
anism. If an indirect action through VEGF-induced immature
dendritic cells (DC) has been suggested (14, 15), the direct
effect of VEGF-A on Treg has never been studied. Moreover,
data on anti-VEGF-A therapy and Treg in patients with cancer
are scarce and discordant (16, 17). Because bevacizumab has
been approved for first- and second-line treatment of meta-
static CRCs (mCRC; ref. 18), we analyzed the impact of specific
VEGF-A/VEGFR blockade on Treg in a mouse model of CRCs
and in patients with mCRCs and the potential direct effect of
VEGF-A on tumor-induced Tregs.

Materials and Methods

Mice, tumors, and treatment

Six- to 8-week-old female Balb/c mice were purchased
from Charles River Laboratories and kept in specific-path-
ogen-free conditions at the INSERM U970 animal facility.
Experiments respected institutional guidelines and were
approved by the Maisons-Alfort Veterinary School ethics
committee. CT26, an N-nitroso-N-methylurethane-induced
undifferentiated colon carcinoma cell line, was obtained
from American Type Culture Collection. CT26 cells (2 X
10°) were injected subcutaneously at day 0 in the right flank
of Balb/c mice. Absence of mycoplasma was checked every 2
months, and cells were authenticated by their ability to
grow in immunocompetent mice as described in the liter-
ature. Tumor growth was monitored twice a week using a
caliper. Treatments were started when the tumors reached
9 to 10 mm? Sunitinib (SU11248, Sutent) and masitinib (4-
(4- methylpiperazin-1-ylmethyl ) - N- [4- methyl-3-(4-pyridin-
3ylthiazol-2-ylamino) phenyllbenzamide-mesylate methane
sulfonic acid salt) were given by oral gavage at 40 mg/kg
daily and 30 mg/kg twice a day, respectively. Sunitinib and
masitinib were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and
diluted in PBS before administration. Control mice received
DMSO diluted in PBS. In this study, masitinib was used as a
negative control to probe the VEGFR inhibition of sunitinib.
Masitinib is a highly selective TKI that targets a limited
number of key kinases involved in various cancers and
inflammatory diseases, including c-kit, PDGFR, and Lyn but
not VEGFR (19). Masitinib is currently the most selective
TKI in clinical development or already approved to date
(20, 21). An anti-mouse VEGF-A antibody (B20-4.1.1) was
administered intraperitoneally (i.p.) at 5 mg/kg twice a week.
Anti-mouse VEGFR-1 (MF1) or anti-mouse VEGFR-2
(DC101) antibodies (800 pg per mouse) were injected i.p.
3 times a week. Control mice received mouse serum. Suni-

tinib was kindly provided by Pfizer and anti-mouse VEGF
antibody by Genentech (22), Masitinib by AB Science SA and
anti-VEGFR-1 and anti-VEGFR-2 antibodies by ImClone.

Patients

Peripheral blood was obtained from patients with mCRCs
receiving first-line bevacizumab plus chemotherapy or che-
motherapy alone according to the referent physician's choice
in the Gastroenterology Division of Georges Pompidou Euro-
pean Hospital (Paris, France) between March 2011 and March
2012. Blood was collected before the first treatment cycle (DO0)
and after the second cycle of treatment (D28). The study was
approved by the local ethics committee, and all the patients
gave their written informed consent before blood sampling.
Patients exhibiting lymphopenia before the first cycle of treat-
ment has been excluded. Clinical response has been evaluated
according to Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
(RECIST v1.1).

Flow cytometry

Cell surface staining of murine splenocytes and tumor-
infiltrating cells used anti-mouse CD4 (RM4-5; Biolegend),
anti-mouse CD25 (PC61; eBioscience), anti-mouse VEGFR-2
(89B3A5; Biolegend), and anti-mouse VEGFR-1 (141522; R&D
Systems). For human studies, peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated from heparinized peripheral
blood on Ficoll-Hypaque gradients, as previously described
(12). PBMCs from patients with mCRCs were stained with
anti-human CD4 (OKT4; Biolegend), anti-human CD25
(BCY6; eBioscience), and anti-human CDI127 (eBioRDR5;
eBioscience). Intracellular stainings for Foxp3 (using anti-
mouse and anti-human Foxp3; FJK-16 and PHC101, respec-
tively; eBioscience) or Ki67 (B56; BD Biosciences) were
conducted after fixation and permeabilization with the
reagents of the Foxp3 staining set (eBioscience). Isotype
controls were run in parallel. Dead cells were excluded by
using the Live/Dead Fixable Aqua Dead Cell Kit (Invitrogen).
Treg proportion was assessed for all patients, but Ki67
staining was conducted only on patients included after
October 2011. Stained cells were analyzed with a LSRII
cytofluorometer and FACS Diva (Becton Dickinson) and
Flow-Jo Software (TreeStar).

Bromodeoxyuridine labeling

After the first anti-VEGF injection, mice received 1 mg of
bromodeoxyuridine (BrdUrd) solution twice a day for 2 days.
Two hours after the last BrdUrd injection, the mice were killed
and the spleens removed. BrdUrd was detected by flow cyto-
metry as previously described (23).

Analysis of Treg function

After 2 weeks of treatment with sunitinib or anti-VEGF,
mice were killed and their spleens removed. Tregs were
purified with the Regulatory T cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotec). Purity of CD4"/CD25" (Treg) and CD4"/CD25"
(Tconv) cells was typically above 95%. CD4"CD25" T-cell
suppressive function was studied as previously described
(24). Briefly, 5 x 10" Tconvs were cultured with 1 x 10°
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irradiated CD4'-depleted splenocytes in the presence
of anti-CD3 (145-2C11, 1 pg/mL). Tregs were added at
different Treg/Tconv ratios (1:1, 1:5, 1:25). One uCi of *H-
thymidine was added for the last 18 hours. *H-thymidine
incorporation was analyzed using a B-scintillation counter
(Perkin-Elmer).

VEGF-induced proliferation

Splenocytes from CT26 tumor-bearing mice were used.
Tregs were isolated by using the Regulatory T cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotec) or cell sorting of CD4"CD25" cells
after CD4 enrichment (CD4" T cell isolation kit II, Miltenyi
Biotec). Purity after cell sorting was around 99%. Purified Tregs
(5 x 10") were cultured in the presence of plate-bound anti-
CD3 (10 pg/mL) and interleukin (IL)-2 (100 U/mL) for 4 days.
Murine VEGF (Miltenyi Biotec) was added at 50 ng/mL. Treg
proliferation was assessed by measuring *H-thymidine incor-
poration during the last 18 hours of culture.

VEGF assay

VEGF serum concentrations in CT26 tumor-bearing mice
and tumor-free mice were evaluated with an ELISA method
(mouse VEGF DuoSet, R&D Systems). In humans, VEGF levels
have been determined in plasma using an ELISA method
(Human VEGF Quantikine Elisa kit, R&D systems).

Statistical analyses

Results are expressed as means 4 SEM or ranges, as appro-
priate. The Mann-Whitney test was used to compare 2 groups.
The Kruskal-Wallis test was used to compare 3 or more
groups. The Wilcoxon-matched pairs test was used to analyze
the effects of treatment between D0 and D28 in patients with
mCRCs. Statistical significance was determined with Prism
software (GraphPad Software, Inc). Significance was assumed
at P < 0.05.

Results

VEGF-A/VEGFR pathway blockade is sufficient to inhibit
Treg accumulation

We took advantage of a murine model of colorectal
carcinoma to analyze the impact of specific VEGF-A/VEGFR
blockade on modulation of Treg accumulation. CT26 tumor-
bearing mice were treated with anti-VEGF-A antibody or
different TKIs targeting or not VEGFR. In CT26 tumor-
bearing mice, the percentage of Treg (CD25"/Foxp3™)
among CD4 ™ T cells was significantly enhanced in the spleen
(Fig. 1A and C) and tumor-draining lymph nodes (not
shown). Treatment of CT26 tumor-bearing mice with DMSO
or mouse serum did not modulate Treg percentages and
numbers as compared with nontreated CT26 tumor-bearing
mice (not shown). After 2 weeks of treatment, anti-VEGF-A
treatment reduced the percentage and absolute number of
Tregs in the spleen to physiologic levels (Fig. 1A and Sup-
plementary Fig. S3A) and in tumor-draining lymph nodes
(not shown). Anti-VEGF-A also decreased Treg percentage
(not shown) and number in the tumor (2,267 + 614 Treg/
mm? with mouse serum; 463 + 88 Treg/mm” with anti-
VEGF; Fig. 1B). This decrease was observed as early as 1

week after the beginning of the treatment but reached the
statistical significance after 2 weeks and was maintained
after 3 weeks (Supplementary Fig. S1). Sunitinib, a TKI
targeting VEGFR-1, -2, -3, PDGFR, c-kit, and FIt3, resulted
in a similar decrease in Treg proportion and numbers in
the spleen (Fig. 1C and not shown) and tumor (2,262 + 462
Treg/mm” with DMSO, 857 + 173 Treg/mm” with
sunitinib; Fig. 1D and not shown). Sunitinib and anti-VEGF
induced strong antitumor effects in CT26 model (Supplemen-
tary Fig. S2A and S2B), but Treg modulation is not caused by the
reduction of tumor size as no or only weak correlation between
Treg percentage in spleens (Supplementary Fig. $2C and S2D)
or tumors (Supplementary Fig. S2E and S2F) and tumor size
has been observed. Interestingly, sunitinib or anti-VEGFA did
not decrease the absolute number of other cell populations
includingCD4 ™" T cells, CD4" Foxp3 ™~ T cells, or CD8" T cells in
spleens (Supplementary Fig. S3A-S3E) or tumors (Supplemen-
tary Fig. S4A-S4D). Thus, both anti-VEGF-A and sunitinib
inhibited Treg accumulation in tumor-bearing mice without
depleting other T-cell subsets.

To confirm that VEGF-A/VEGFR pathway inhibition imped-
ed Treg accumulation in tumor-bearing mice, we used masi-
tinib as a negative control, as it is a TKI close to sunitinib that
targets c-kit, PDGFR, Fak-kinases but not VEGFR (19). Con-
trary to sunitinib and anti-VEGF-A, masitinib did not reduce
Treg proportion or numbers in the spleen (Fig. 1E) or tumor
(Fig. 1F).

Thus, specific VEGF-A/VEGFR(-1,-2) inhibition was suffi-
cient to prevent tumor-induced Treg accumulation in animals
spleens and tumors.

Bevacizumab reduces Treg proportion in peripheral
blood of mCRC patients

To confirm that these observations were also relevant in
human, we first quantified Tregs in peripheral blood of
patients with mCRCs. As previously described (6), Treg
percentages were higher in patients with mCRCs than in
healthy volunteers (HV; Fig. 2A). This difference could not be
related to age difference between healthy volunteers and
patients with mCRCs (51.05 £ 13 and 66.7 £ 11.5 years old,
respectively) as we and others have not observed an age-
related effect on Treg proportion (ref. 6 and not shown).
After 2 cycles of bevacizumab plus chemotherapy, blood
Treg percentage was significantly reduced (day 0: 5.94 + 0.5
vs. day 28: 4.14 £ 0.41, P = 0.0039). As the standard first-line
treatment for mCRC is chemotherapy, with or without
bevacizumab, we were unable to study patients treated with
bevacizumab alone. We thus studied patients treated with
chemotherapy alone as controls. It is of note that no major
differences between patients treated with chemotherapy
associated with bevacizumab or chemotherapy alone have
been observed (Supplementary Table SI). Interestingly,
patients treated with 2 cycles of chemotherapy alone showed
no significant decrease in their peripheral blood Treg per-
centages (day 0: 6.4 & 1.09 vs. day 28: 5.85 + 0.97, P = 0.19),
suggesting that the decrease observed in patients treated
with chemotherapy plus bevacizumab was due to bevacizu-
mab (Fig. 2B and C). Chemotherapy alone or associated with
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Figure 1. Anti-VEGF-A and sunitinib treatments significantly reduce spleen and tumor Treg proportions and numbers inamouse model of CRCs. Aand B, Tregs
are significantly reduced in the spleen and tumors after anti-VEGF-A treatment. Balb/c mice were injected subcutaneously with 2 x 10° CT26

tumor cells. Treatment was started when the tumors reached 9 to 10 mm?. Anti-VEGF-A (100 pg/mouse twice a week) or mouse serum were administered i.p.
After 2 weeks of treatment, mice were sacrificed. Splenocytes and tumor-infiltrating lymphocytes were stained for CD4*CD25 "Foxp3 " Tregs. A, the graphs
depict the percentage of CD25/Foxp3 " cells among total CD4 " T cells in spleens in 2 independent experiments with 3 to 5 mice per group. B, in tumors,
Treg numbers per mm? are shown from pooled results of 2 experiments with 5 to 7 mice per group. This experiment was carried out at least

4 times with similar results. C and D, Treg proportions and numbers are significantly reduced in spleens and tumors after sunitinib treatment. Same
experimental setting as in A and B, but Treg staining was conducted after 2 weeks of sunitinib or DMSO treatment. C, the graphs depict the percentage of
CD25"/Foxp3™ cells among total CD4* T cells in spleens in 2 independent experiments with 4 to 6 mice per group. D, in tumors, Treg numbers per mm? are
shown from pooled results of 2 experiments with 8 mice per group. These experiments were carried out at least 4 times with similar results. E and F, same
experimental setting as in A and B, but mice received sunitinib (40 mg/kg), masitinib (30 mg/kg twice daily), or DMSO (as a control). Mice were studied after

2 weeks of treatment. Treg staining was conducted on splenocytes (E) or tumor-infiltrating cells (F). *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.
bevacizumab did not result in lymphopenia (Supplementary Thus, these data suggest that in patients with mCRCs,
Fig. S5A) and did not affect the percentages of CD4" and neutralization of VEGF-A could also induce a decrease in Treg
CD8" T-cell subsets (Supplementary Fig. S5B and S5C). proportion.
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VEGF-A/VEGFR blockade does not affect suppressive
function of Treg

We next determined whether blocking VEGF-A/VEGFR
pathway using anti-VEGF-A or a TKI targeting VEGFR such
as sunitinib modulated Treg function. Purified Tregs from the
spleens of CT26 tumor-bearing mice treated with sunitinib,
anti-VEGF-A mAb, or vehicle were cocultured at different
ratios with conventional CD4" CD25 T cells stimulated
by irradiated CD4"-depleted splenocytes and anti-CD3 as
previously described (24). Proliferation was assessed in terms
of *H-thymidine incorporation. Tregs from both sunitinib- and
anti-VEGF-A-treated mice maintained their capacity to
inhibit conventional T-cell proliferation (Fig. 3A) and IFN-y
secretion (stimulated Tconv: 1,744 + 30 pg/mL; stimulated T
conv + Treg: 425 £+ 99 pg/mL; stimulated Tconv + Treg
sunitinib: 357 4 89 pg/mL; stimulated Tconv + Treg anti-
VEGF-A Ab: 121 =+ 100 pg/mlL; Fig. 3B). Likewise, conventional
CD4" Foxp3™ T cells are not decreased by sunitinib or anti-
VEGF treatments (Supplementary Figs. S3D and S4C). Suscep-
tibility of conventional T cells to Treg suppression was unaf-
fected by these treatments (data not shown). Thus, VEGF-A/
VEGF-R(-1.-2) pathway blockade by anti-VEGF-A or sunitinib
depleted Tregs in the spleen and tumor but did not modulate
their function.

VEGF-A directly induces Treg proliferation in tumor-
bearing mice

Treg accumulation in tumor-bearing mice could occur
through different mechanisms, such as expansion of preexist-
ing Tregs, conversion of conventional naive or memory CD4" T
cells into Tregs, and migration or preferential survival of
Tregs (25). Although VEGF-A can induce Treg differentiation
by generating immature DCs (14, 15, 26), it is also an anti-
apoptotic and a proliferation factor for several cell subtypes,
including endothelial cells and tumor cells (27). Whether

VEGF-A secreted by tumor cells can directly act on Treg is
unclear. /n vitro, CT26 cells were able to secrete high levels of
VEGE-A (332.5 pg/mL + 10.4 per 2.10" cells after 72 hours). To
examine the effect of VEGF-A on Treg in tumor-bearing mice,
we first measured blood VEGF-A levels in tumor-bearing mice
and healthy controls. Serum VEGF-A levels were indeed
enhanced in CT26 tumor-bearing mice (Fig. 4A). Proliferation
of splenic Treg (measured using the cell-cycle marker Ki67) but
not conventional T cells was enhanced in CT26-bearing mice as
compared with healthy controls (Fig. 4B and Supplementary
Fig. S6A). Anti-VEGF-A treatment of tumor-bearing animals
reduced the percentage of Ki67 " (proliferating) Tregs as com-
pared with animals receiving mouse serum (Fig. 4C). This was
confirmed by the injection of BrdUrd, a nucleoside analogue
that is selectively incorporated by dividing cells. This decrease
is observed as early as day 7 after the beginning of the treatment
but reached significance after 2 weeks (not shown). After only
one injection of anti-VEGF-A, the proportion of BrdUrd " Tregs
was significantly reduced (Fig. 4D). Similar results were
observed with sunitinib (data not shown). Interestingly, anti-
VEGFA has no effect on proliferation of conventional T cells
(Supplementary Fig. S6A). As previously described (28), only
CD44" memory Treg proliferated in tumor-bearing animals.
Proliferation of this Treg subset is decreased after anti-VEGF-A
treatment (Fig. 4E). Thus, VEGF-A appeared to induce Treg
proliferation in tumor-bearing mice.

We then tested the capacity of VEGF-A to directly induce
Treg proliferation. Treg proliferation, assessed by measuring
*H-thymidine incorporation, was induced when anti-CD3 was
combined with IL-2, but not with anti-CD3 alone, as previously
reported (29). Interestingly, Treg proliferation was further
enhanced when VEGF-A was added (Fig. 4F), suggesting that
VEGF-A can directly enhance mitogenic-induced Treg prolif-
eration. /n vitro studies showed that VEGF-A did not improve
Treg survival (data not shown).
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Figure 3. Treg function is not modulated by anti-VEGF-A or sunitinib
treatment. A and B, same experimental setting as in Fig. 1. Tregs purified
from splenocytes were cultured with conventional CD4 "CD25 ™ T cells as
described in Materials and Methods. A, proliferation was assessed by
measuring *H-thymidine incorporation. In controls, Tregs from
tumor-bearing mice = 93 cpm, Tregs from tumor-bearing mice treated
with sunitinib = 112 cpm, Tregs from tumor-bearing mice treated with
anti-VEGF = 65 cpm. B, IFN-y production was analyzed in the culture
supernatant.

Altogether, these results suggest that Treg proliferation
observed in tumor-bearing mice may be induced, at least in
part, by a direct action of VEGF-A, whereas VEGF-A inhibition
blocks this Treg proliferation.

Treg proliferation is dependent on VEGFR-2 expression
by Treg

In healthy mice, only a small proportion of Tregs expressed
VEGFR-1 or -2, whereas expression of both VEGFR-1 and -2 was
enhanced in tumor-bearing mice (Fig. 5A). To determine
whether tumor-induced Treg proliferation was dependent on
VEGFR-1 and/or -2, we administered anti-VEGFR-1 or -2 anti-
bodies for 2 weeks to mice with tumors. Anti-VEGFR-2 but not
anti-VEGFR-1 treatment decreased Treg proportion in spleen
(Fig. 5B). Furthermore, anti-VEGFR-1 treatment had no effect
on Treg proliferation assessed by Ki67 expression (Fig. 5C, left),
whereas anti-VEGFR-2 treatment inhibited it (Fig. 5C, right).

Thus, VEGFR-2, but not VEGFR-1, appears to be involved in
VEGF-A-induced Treg expansion in this mouse model of
CRCs.

Bevacizumab reduces Treg proliferative status in
peripheral blood of mCRC patients

Then, we tried to confirm results observed in the CT26 mouse
model in patients with mCRCs. We first showed that plasma
VEGF level in patients with mCRCs was enhanced compared
with healthy volunteers (Fig. 6A). Then, we found that in patients
with mCRC, the proportion of cycling Tregs but not conven-
tional T cells was significantly enhanced as compared with
healthy volunteers (Fig. 6B and Supplementary Fig. S6B). After
2 cycles of treatment, the percentage of Ki67 " Tregin peripheral
blood seems to be reduced in patients treated with chemother-
apy plus bevacizumab (Fig. 6C) but not in patients treated with
chemotherapy alone (Fig. 6D). Interestingly, bevacizumab asso-
ciated with chemotherapy has no impact on proliferation of
conventional T cells (Supplementary Fig. S6C).

Thus, these results suggest that in patients with mCRCs,
neutralization of VEGF-A might decrease Treg proliferation in
peripheral blood.

Altogether, these results suggest that specific VEGF-A/
VEGFR-2 inhibition could prevent VEGF-A-induced Treg pro-
liferation resulting in a Treg decrease in a mouse model of
CRCs and in patients with mCRCs.

Discussion

Antiangiogenic molecules, especially those targeting VEGF-
A signaling, have recently been shown to modulate Tregs. In
physiologic conditions in naive mice, sunitinib has been
reported to decrease Treg percentages (30) but this was not
confirmed by other groups (10). We found that sunitinib and
anti-VEGF-A treatment did not reduce Treg percentages in
naive mice (data not shown). In contrast, sunitinib and sor-
afenib, another TKI targeting the VEGFR family, have been
shown to reduce Treg frequency in tumor-bearing animals and
patients with metastatic renal cancer (10-13, 31-34). However,
these TKIs have multiple targets such as c-Kit and PDGFR that
can have a direct impact on immune cells such as DC, natural
killer (NK), and others (35, 36). The specific role of targeting the
VEGF/VEGFR pathway has thus not been clearly shown with
these works. More recently, 2 studies suggested an impact of a
specific VEGF/VEGFR blockade on Tregs. First, anti-VEGF-A
treatment has been suggested in a single immunofluorescence
study of a mouse model of breast cancer to decrease tumor
infiltrating Tregs (37). Second, administration of an adenoviral
vector expressing soluble VEGFR-1/-2 has also been described
to reduce tumor Treg proportion in a mouse model of CRCs
(38). However, these data are both preliminary and scarce and
as soluble VEGFR-1/-2 could also block VEGF-B and placenta
growth factor (PIGF), it is difficult to conclude about the
specific role of VEGF-A blockade on Treg. Here, in a mouse
model of CRC, we show that sunitinib and anti-VEGF-A reduce
the proportion and number of Tregs in tumor and spleen
without reducing other T-cell subset numbers. However, masi-
tinib, a TKI that does not target the VEGF-A/VEGFR axis, but
targets c-Kit and PDGFR did not deplete Treg in our model.

Similar results to those obtained in our mouse colorectal
tumor model were obtained in patients with mCRCs. Indeed,
high circulating levels of VEGF-A were observed, the Treg
proportion was enhanced in the peripheral blood of patients
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expression. Data pooled from 3 independent experiments with 4 to 5 mice per group are shown. C and D, anti-VEGF-A treatment downregulates Treg
proliferation in CT26 tumor-bearing mice. Anti-VEGF-A was administered to CT26 tumor-bearing mice, and Ki67 (C) and BrdUrd incorporation (D) by Treg in
spleens was studied. Data pooled from 3 independent experiments with 3 to 5 mice per group are shown. E, anti-VEGF-A Ab decreases CD44" Treg
proliferation. Same experimental setting as in D but showing flow cytometric analysis of BrdUrd incorporation in CD44" and CD44" Treg after anti-VEGF-A or
mouse serum treatment. F, recombinant mouse VEGF-A directly increases Treg proliferation in vitro. Purified Tregs were cultured in the presence of plate-

bound anti-CD3 and IL-2, with or without VEGF-A. Proliferation was assessed by measuring *H-thymidine incorporation. This graph depicts one

representative experiment of 3. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

with CRCs, and treatment with bevacizumab reduced it. In a
preliminary study, Treg decrease seems to correlate with tumor
response to chemotherapy associated with bevacizumab
according to RECIST. Tregs might be a useful predictive tool
on the efficacy of chemotherapy associated with bevacizumab.
However, these results should be confirmed in a larger series of
patients.

Altogether, these observations suggest that AA molecules
modulate a tumor-related phenomenon and that specific
blockade of the VEGF-A/VEGFR axis by an anti-VEGF mAb
is sufficient to inhibit Treg accumulation in mouse spleen and
tumor in our CRC model and in peripheral blood of patients
with mCRCs.

Tumor-induced Treg expansion is classically explained by 4
possible mechanisms. The first is a preferential Treg recruitment
to the tumor: Tregs express receptors for chemokine such as

CCR4, CCR5, CXCR4, and CCRI10 that could induce their migra-
tion toward the tumor (25, 39, 40). Second, naive and memory
conventional T cells can convert into Tregs with the help of
immature antigen-presenting cells or myeloid-derived suppres-
sor cells (MDSC; refs. 25, 26, 41). Third, naturally occurring Tregs
are more resistant to oxidative stress than conventional T cells,
possibly contributing to their survival in stressful tumor envir-
onments (42). Finally, Tregs themselves can proliferate. In
physiologic settings, Tregs proliferate more strongly than naive
CD4" T cells (43). We found that 9.7% =+ 0.7% of Tregs in spleens
of tumor-free mice (Fig. 4B) and 13.59% + 1.5% of Tregs from
peripheral blood of healthy volunteers (Fig. 6B) expressed the
cycling marker Ki67. This physiologic proliferation can be
enhanced in various circumstances, including cancer (28). In
mouse models of mammary tumors and melanoma, Treg pro-
liferation is higher in draining lymph nodes at the time of tumor
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emergence than in healthy controls (28). We confirm these data
in our colorectal tumor model. Treg proliferation was enhanced
in the spleen, both at the time of tumor emergence and also
when the tumors were established (>100 mm? Fig. 3B). In
human, 2 studies have shown an increased proportion of
dividing Tregs in tumors or peripheral blood in patients with
breast cancer and acute myeloid leukemia (44, 45). We found
here that the proportion of Ki67-expressing Tregs was enhanced
in peripheral blood of metastatic patients with CRCs as com-
pared with healthy volunteers (Fig. 6B).

As CT26 tumor cells produce VEGF-A (Fig. 3A) and AA
molecules targeting VEGF-A inhibit tumor-induced Treg accu-
mulation, we postulated that VEGF-A could be partly respon-
sible for tumor-induced Treg accumulation. VEGF-A acts as a
proliferative factor for endothelial and some cancer cells (27).
We found that anti-VEGF-A treatment reduced Treg cycling, as
assessed by Ki67 expression and BrdUrd incorporation, and that
VEGF-A directly enhanced the proliferation of Tregs derived
from tumor-bearing mice. To our knowledge, VEGF-A has not
previously been described as a proliferative factor for Tregs.

Immature myeloid cells that expand during tumor progres-
sion, such as TGFB-expressing DCs and MDSCs, are generally

thought to be responsible for tumor-induced Treg proliferation
(26, 41). Here, we describe a novel mechanism whereby VEGF-
A, which is probably produced by colorectal tumor cells,
directly promotes Treg proliferation. In patients with CRCs,
Foxp3 expression in CD4" T cells decreased after surgery (46).
VEGF-A produced by the tumor cells could, at least in part,
explain this phenomenon. Antiangiogenic (AA) molecules
targeting the VEGFR pathway inhibited tumor-induced Treg
accumulation, at least partly, by inhibiting VEGF-induced Treg
proliferation.

Little is known on Treg VEGFR-1 and -2 expression. In mice,
CD4™ T cells express very low levels of VEGFR unless they are
activated with anti-CD3/CD28 (47), and to our knowledge, no
specific data on CD4 Foxp3" Tregs have been published.
Suzuki and colleagues have suggested that human Tregs
expressed VEGFR-2 in a TGFf-dependent manner (48). We
show here that Tregs express both VEGFR-1 and -2 in tumor-
bearing but not in healthy mice. VEGFR-2 is the main mediator
of endothelial cell proliferation, whereas VEGFR-1 seems more
involved in their migration (49). We extend these observations
by showing that VEGF-A-induced Treg proliferation is depen-
dent on Treg VEGFR-2 signaling and not on VEGFR-1 signaling.
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Although AA molecules such as sunitinib and anti-VEGF
modulate immunosuppressive cells, it could be interesting to
determine whether these treatments could restore a specific
antitumor immune response. Suppression of tolerogenic path-
ways induced by the tumor seems to be a key to successful
cancer immunotherapy. Several approaches have been devel-
oped to modulate Tregs in cancer. Low-dose cyclophospha-
mide inhibits or depletes Tregs in the context of a tumor and
enhances antitumor responses (50). Other strategies using
anti-CD25 or anti-GITR antibodies could modulate Treg num-
bers or function but would also affect activated effector T cells
(25). Interestingly, we found that VEGF-A/VEGFR-2 pathway
blockade did not deplete all Tregs but simply restored their
proportion to physiologic levels. Thus, to combine antiangio-
genic molecules targeting VEGF-A/VEGFR with immunother-
apeutic approaches might be interesting to target selectively
Tregs avoiding the depletion of effector T cells and to minimize
the occurrence of autoimmune mediated side effects often
associated with a total Treg depletion.

In conclusion, we show that specific inhibition of the VEGF-
A/VEGEFR axis is sufficient to prevent Treg accumulation in a
CRC mouse model and in patients with mCRCs. Treg prolif-
eration was enhanced in tumor-bearing animals and this was,
at least in part, due to a direct action of VEGF-A on Tregs via
VEGFR-2. VEGF-A/VEGFR-2 blockade by AA molecules inhib-
ited this proliferation. Combining VEGFA/VEGFR-2-targeting
AA molecules with immunotherapeutic approaches in the
future might thus be relevant in patients with CRCs.
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I.2 Etude de la modulation des Treg et en particulier
des Treg Thl-1like par 1l’aflibercept ciblant le VEGF-A

mais aussi le P1GF.

Contexte : Dans le cancer colorectal, comme dans la grande majorité des cancers chez
I’homme, ainsi que dans les modéles murins de tumeurs, la fréquence des Treg dans le sang
périphérique est augmentée, ainsi que leurs fonctions immunosuppressives, comparé aux
individus sains (172,173). On retrouve également une forte infiltration en Treg en intratumoral
dans une grande majorité de cancers (174-180). Plusieurs mécanismes interviennent dans la
régulation de cette accumulation de Treg dans les cancers. En particulier, plusieurs cytokines
présentes dans le microenvironnement tumoral favorisent I’expansion de ces Treg. Comme vu
précédemment, le VEGF-A peut favoriser indirectement 1’accumulation de Treg par I’inhibition
de la maturation des DC entrainant I’accumulation de DC immature, ou I’induction des MDSC,
toutes deux pouvant favoriser la conversion de T conventionnels en T régulateurs (183,444).
Nous avons montré précédemment que 1’activation de la voie VEGFA/VEGFR2 pouvait
entrainer la prolifération et ’augmentation des Treg. Nous avons ainsi pu montrer que les LTreg
murins exprimaient les récepteurs 1 et 2 au VEGF en situation tumorale et que le VEGF-A
pouvait induire de maniére directe leur prolifération, de méme que I’inhibition de I’axe
VEGFA-VEGFR2 était suffisante pour stopper cette prolifération. Enfin, ces phénomeénes
étaient retrouvés chez I’homme en situation thérapeutique. En effet, les Treg étaient
significativement diminués chez les patients ayant recu du bevacizumab en combinaison avec
de la chimiothérapie en 1° ligne, mais pas chez les patients ayant recu de la chimiothérapie
seule.

Cependant, des mécanismes de résistance secondaire aux anti-angiogéniques ciblant la voie
VEGF-A/VEGFR?2 ont été décrits et peuvent contribuer a I’échappement tumoral, en particulier
via la régulation positive de facteurs pro-angiogéniques alternes. Si les interactions entre la voie
VEGF-A/VEGFR2 et PIGF/VEGFR-1 sont complexes et parfois ambivalentes, il semble que
lorsque la voie VEGF-A/VEGFR?2 est bloguée, la voie PIGF/VEGFR-1 peut alors étre une voie
alterne de I’angiogenese, directement par son activité kinase propre entrainant une voie de
signalisation  pro-angiogénique, et potentiellement par des phénoménes de
transphosphorylation ou d’hétérodimérisation susceptible d’activer indirectement le VEGFR-
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Il a été observé dans plusieurs types de tumeur dont le cancer colorectal, une augmentation du
PIGF lors d’un traitement par anti-VEGF-A (409,491,547) et en particulier on observe une
augmentation du PIGF plasmatique au moment de la progression.

Le PIGF peut avoir des effets immunomodulateurs propres. En effet, il a été montré que le PIGF
pouvait inhiber la maturation des DC. Il pourrait avoir un réle via ce mécanisme dans le
développement des Treg en situation tumorale. Il a également été montré que le PIGF pouvait
inhiber la réponse Th1. On peut émettre I’hypothése que le PIGF peut moduler particuliérement
des populations de Treg Thl-like, capables de réguler spécifiqguement la réponse immunitaire
de type Thl. L’expression identique des récepteurs de chimiokines entre les Treg et les T
effecteurs correspondant, permettant une colocalisation, et leur induction par les mémes
signaux environnementaux, confere aux Thl-like un r6le important dans le contrdle de la
réponse Thl. La réponse Thl est particulierement importante dans la réponse immunitaire anti-
tumorale. Les Treg TH1-like, caractérisés par 1’expression de CXCR3, peuvent étre augmentés
en situation tumorale comme cela a été observé dans les cancers de I’ovaire. Le réle des Treg
Th1-like dans les autres cancers est mal connu.

L’aflibercept est une protéine de fusion possédant un spectre large de cibles moléculaires
circulantes incluant le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-A, le VEGF-B, le Placental
Growth Factor (PIGF), contrairement au bevacizumab dont 1’action inhibitrice est restreinte au
VEGF-A. L’aflibercept est utilisé dans le CRC métastatique et a montré son efficacité en 2°
ligne de traitement, en association avec une chimiothérapie par folfiri, apres echec d’une
premiere ligne par Folfox associé ou non au bevacizumab.

De par son spectre d’action plus large que le bevacizumab, I’aflibercept pourrait théoriquement
permettre de rétablir un effet anti-angiogénique dans des tumeurs ayant une résistance primaire
ou secondaire au bevacizumab. L’efficacité de traitements dirigés contre PIGF dans des tumeurs
résistantes aux anti-VEGF-A a été montré dans des modeles murins résistants au blocage de
VEGFR-2 (416,417).

Compte tenu de I’effet potentiel de la voie PIGF/VEGFR-1 sur les paramétres immunitaires, et
son implication dans les mécanismes d’échappement a I’inhibition de la voie VEGF-A/VEGFR,
notre objectif était d’évaluer I’impact de ’aflibercept sur les Treg dans un modéle murin de
cancer colorectal et chez des patients atteints de cancer colorectal métastatique n’ayant pas recu

de traitement préalable.

Matériel et Méthodes.
Modéle tumoral CT26 in vivo.
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Les cellules CT26 sont d’abord décollées par 5ml de trypsine (0,05% Trypsin-EDTA, Gibco)
préparées, puis lavées en PBS, centrifugée a 1200RPM pendant 6 minutes a 4°C deux fois, et
suspendues en PBS (5.1076 cellules/ml). 500 000 cellules sont injectées par souris dans un
volume de 100ul en sous-cutané au niveau du flanc droit de la souris BALB/c (Charles River),
ageées de 6 a 8 semaine Le suivi de la croissance tumorale est réalisé par mesure des tumeurs en
deux diameétres perpendiculaires, 2 a 3 fois par semaine. Les résultats sont exprimés en surface
tumorale +/- écart type. Les souris sont sacrifiées lorsque la tumeur dépasse 300mm2 selon les

protocoles du comité d’éthique.

Traitements

L’aflibercept est administré par voie sous-cutanée, dans 1’abdomen du c6té opposé a la tumeur.
a des doses allant de 0.1 a 25mg/kg, tous les 3 jours. Le traitement était commencé lorsque les
tumeurs mesuraient environ 10 mmz2 soit environ a J7 de la croissance tumorale.

Les souris contrdles recevaient une injection sous-cutanée de PBS.

Cytométrie en flux

Les prélévements étaient déposés en plaque 96 puits pour le marquage, et suspendus dans 100l
de PBS-BSA 0,1%. Des rates et les tumeurs ont été prélevées de souris porteuses de tumeur ou
non, broyées manuellement, traitées par ACK (NHsCl 8,3g/l d’H>0 ; KHCOz 1g/l ; EDTA
200mMol/l) pendant 5 minutes. Puis les cellules ont été comptées et déposées en plaque 96
puits a 2 Millions de cellules par puits, suspendus dans 100ul de PBS. Les expériences de
marquage membranaires sont réalisées avec les anticorps suivants : Anti mouse-CD4-Pacific
Blue; Anti mouse-CD25-PercpCy5.5 ; anti mouse-CD127-APC ; Anti-mouse CD45R0-Alexa
Fluor 700, Anti mouse-CXCR3-FITC. Tous les anticorps étaient obtenus aupres de
Ebioscience. Aprés 1H d’incubation, les échantillons sont lavés dans du PBS et fixé dans 100ul
de paraformaldehyde 1%, puis conservés a 4°C dans le noir jusqu’a 1’acquisition. Les
expériences de marquage intracellulaires sont réalisées, apres un marquage membranaire, par
perméabilisation : Anti-mouse FoxP3-PE, Anti-Ki67-PE ou Anti-Ki67-FITC. Les acquisitions
sont réalisées au moyen d’un FACS LSR II (Becton Dickinson), et les analyses sont réalisées a

I’aide du logiciel FlowJo (Tree Star, Inc, Oregon Corporation).

Patients
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Des PBMC ont été obtenus de volontaires sains, ou de patients ayant un cancer colorectal
métastatique, appartenant a une cohorte (cohorte 1) suivis a ’Hopital Européen Georges
Pompidou dans le service d’oncologie digestive, avant tout traitement.

Des PBMC ont également été obtenus chez des patients atteints de CCRm traités par FOLFIRI
+ aflibercept en 1% ligne de traitement dans le cadre d’un essai clinique monobras de phase II,
I’essai FFCD 1302 (NCT02181556). Les prélévements sanguins étaient réalisés avant tout
traitement puis a J28 (apres deux cycles) du traitement. Les patients étaient traités. Les
principaux critéres d’inclusions étaient les suivants :

- Age > 18 ans

- Etat général OMS <2

- Adénocarcinome du rectum ou du célon métastatique prouvé histologiquement sur la tumeur
primitive ou une métastase

- Métastase(s) non résécable(s) et/ou patient non opérable

Le traitement était administré tous les 14 jours jusqu’a progression, décés ou toxicité

inacceptable, et était constitué de :

- aflibercept 4 mg/kg en perfusion IV d’1 heure
- FOLFIRI 1 heure apres la fin de la perfusion d’aflibercept :

o Irinotécan 180 mg/m? en perfusion de 90 min en Y de ’acide folinique dans
250 mL de G5% (H+0)

o Acide folinique 400 mg/m2 IV en 2 heures dans 250 mL de G5% (H+0), puis

o 5FU bolus 400 mg/m2 IV = 10 min dans 100 mL de G5% (H+2h)

o 5FU continu 2400 mg/m2 en perfusion sur 46h dans G5% [infuseur portable

(gsp 230 mL, 5 mL/h), pompe ou pousse seringue portable]

Résultats

Effet de I’aflibercept sur la croissance tumorale et les Treg

Aprés 2 semaines de traitement par aflibercept, la croissance tumorale était significativement
diminuée, comparée aux souris traitées par PBS (Figure 1.A). Comme précédemment décrit, le
pourcentage de Treg (CD25"FOXP3*) parmi les LT CD4" était significativement augmenté

dans la rate et les ganglions des souris porteuses de tumeur CT26, comparé a des souris naives
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(548). L’aflibercept induisait une diminution du pourcentage de Treg dans les rates 8.3% +/-
1.9 vs 10.8% +/-2.2 ; p=0.0009) et les tumeurs (12.3% +/- 5.9 vs 26.9% +/- 9.3 ; p=0.0052) par

rapport aux souris contréles(Figures 1.B, 1.C.).

o
1

% CD25+ Foxp3+ in CD4+

207

151

107

400 7

Taille (mm ?)

* Kk

Jours

Rates
*** p=0,0009

8.3% +/-1.9 vs 10.8% +/-2.2
')

PBS Aflibercept

%

% CD25+ Foxp3+ in CD4+

-®: Aflibercept
- Contrdle

Tumeurs
¥ 5=0,0052
40
0,0
30+ [
——
20 o L]
| | |
° [ 1]
® Ny
|
c 1 1
PBS Aflibercept
Figure 1

110



Figure 17 : L'aflibercept diminue les Treg

Des souris ont été injectées avec des cellules CT26 par voie sous-cutanée. Lorsque les tumeurs
ont atteint environ 10mm2, le traitement par aflibercept a été débuté. Les souris ont recu de
I’aflibercept par voie ip tous les 3 jours a la dose de 25mg/kg. En contréle des souris ont recu
du PBS. La croissance tumorale d’une expérience représentative de 3 comprenant 5 souris par
bras est rapportée en figure A. Apres 2 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées, les
rates et les tumeurs prélevées. Des marquages des Treg ont été réalisés par cytométrie en flux.
Le pourcentage de Treg (CD25+Foxp3+) parmi les CD4 dans les rates et les tumeurs sont
rapportés respectivement en panel B et C. Les résultats correspondent & 2 ou 3 expériences
poolées comprenant chacune 4-5 souris par groupe. Les analyses statistiques ont été réalisees
selon le test de Mann-Whitney.

Caractérisation des Treg des souris porteuses de tumeurs

le phénotype des Treg en situation tumorale chez des souris porteuses de tumeurs CT26 a
ensuite été analysé. Une augmentation de la proportion des Treg CD44"9" représentant les Treg
effecteurs/mémoires, était observée chez les souris porteuses de tumeur CT26, comparés aux
souris non porteuses de tumeurs (34.7% +/- 2.4 vs 25.7% +/- 4.6 ; p=0.0079) (Figure 2.A.). Il
était également observé une augmentation de la prolifération des Treg, caractérisée par le Ki67
(20.8% +/- 5.9 vs 14.4% +/- 1.3 ; p=0.0317) (Figure 2B), qui n’¢était retrouvé que dans la
population des Treg effecteurs comme précédemment montré (Figure 2.E). Ainsi, la
prolifération des Treg effecteurs est augmentée en situation tumorale, participant a leur

accumulation dans la rate des souris.

Nous avons caractérisé les Treg Thl-like chez des souris porteuses de tumeurs CT26. La
proportion de ces Treg Thl-like CXCR3* dans les rates de souris porteuses de tumeurs CT26
était augmentée par rapport aux souris contréles (Figure 2.C). De plus, chez les souris porteuses
de tumeurs, la prolifération était plus importante dans les Treg Thl-like que dans les Treg
CXCR3', avec une expression plus forte du Ki67 (66,14 +/- 5.07% contre 17.1+/-7.26 % dans
les CXCR3-) (Figure 2.E). Etant donné les liens entre les Treg Thi-like et les LT CD4* Thi,
nous avons analyseé le ratio Thl-like/LT Thl. Le ratio Thl-like/LT Thl était significativement
augmenté dans les rates des souris porteuses de tumeurs comparées aux souris naives (0.42 +/-
0.08 vs 0.13 +/- 0.03 ; p=0.0079) (Figure 2.D).

Ainsi, ces résultats suggerent que la présence d’une tumeur CT26 chez la souris favorise
I’accumulation de Treg Thl-like, et une modulation de 1’équilibre Th1-like/Th1 en faveur des
Treg. Ces phénomenes pourraient ainsi favoriser I’inhibition d’une réponse de type Thl,

primordiale dans la reponse anti-tumorale.
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Figure 18 : Les Treg effecteurs et Thl-like sont augmentés dans le CCR chez la

souris
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Des souris ont été injectées avec des cellules CT26 par voie sous-cutanée. Apres 3 semaines de
croissance tumorale, les souris ont été sacrifiées, et les rates prélevées. En paralléle des rates
ont été prelevées chez des souris naives, non porteuses de tumeur. Des marquages des Treg et
des sous-populations ont été réalisés par cytométrie en flux. Le pourcentage de Treg effecteurs
(CD25+Foxp3+CD44high) parmi les Treg dans les rates sont rapportés en panel A. La
prolifération a été mesurée par le pourcentage des Ki67, rapportés en panel B. Le pourcentage
de Treg Thl-like parmi les CD4, caractérisés par 1’expression de CXCR3, et le ratio Treg Thl-
like/Tconv Thl, sont présentés en panel C et D respectivement. Un exemple d’analyse en
cytométrie de flux est présenté en E. Les résultats présentés en A, B, C, D sont les résultats
d’une expérience représentative qui a été reproduite 3 fois. Les analyses statistiques ont été
réalisées selon le test de Mann-Whitney.

Nous avons ensuite voulu évaluer I’impact de I’aflibercept sur la population de Treg effecteurs,
et plus particulierement sur la sous-population Treg TH1-like, dans le modele murin CT26. Le
phénotype des Treg dans les rates et les tumeurs de souris porteuses de tumeur CT26, traites
par aflibercept ou par PBS (contrdle), a donc été analysé. Nous avons d’abord analysé la
proportion de Treg CD44"9" parmi les Treg, chez des souris traitées par aflibercept a la dose de
25mg/kg, comparé a des souris traitées par PBS (controle). La proportion de Treg CD44"9" était
significativement diminuée chez les souris traitées par aflibercept (21.1% +/- 2.6 vs 30.2 +/-
3.2 ; p=0.0079). L’impact de la dose d’aflibercept sur cette population de Treg a ensuite été
évalué. Une précédente étude avait évalué dans plusieurs modeles murins, apres traitement avec
aflibercept a différentes doses, le niveau circulant de complexes aflibercept/ligand et en
parallele le niveau circulant d’aflibercept libre (Rudge PNAS 2007). Il a été montré dans cette
étude qu’un niveau plateau de complexe aflibercept/ligand était obtenu a partir d’une dose de
2,5mg/kg, et qu’au-deld, seul le niveau d’aflibercept libre, donc biologiquement inactif, était
augmenté. L’effet anti-tumoral était également lié au taux de complexes aflibercept/ligands,
suggérant qu’un effet plateau était obtenu a 2,5mg/kg.

Dans notre modéle CT26, la diminution des Treg CD44M9" était également dose dépendante
pour des doses entre 0,1mg/kg et 2,5mg/kg, et une diminution significative était observée a
partir de 2,5mg/kg. Au-dela de cette dose, un effet plateau était observé et les Treg CD44"9" ne
baissaient pas plus (figure 3.B). En parall¢le, I’analyse de la croissance tumorale montrait
également un ralentissement significatif de la croissance tumorale a partir de 2,5mg/kg, et qui
n’augmentait pas aux doses supérieures. Ces résultats suggérent que la baisse des CD44"9" est
liée directement au piégeage de ses ligands par 1’aflibercept, représentée par le taux de

complexes aflibercept/ligands.
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D’autre part, I’aflibercept diminuait la prolifération des Treg (Fig. 3.C) principalement d0 & une
réduction de la prolifération des Treg effecteurs CD44"9" dans les rates des souris porteuses de
tumeur.

Enfin, nous avons analysé I’impact d’un traitement par aflibercept sur les LTreg Th1-like et le
ratio Th1-like/Th1l. Nous avons retrouvé chez les souris traitées par aflibercept une diminution
significative du pourcentage des Treg Thl-like (10.3% +/- 1.5 vs 15.9% +/- 2.5 ; p=0.0079), et
du ratio Thl-like/Th1.

Ainsi, I’aflibercept dans le modéle CT26 permet de diminuer la prolifération des Treg
effecteurs, et de diminuer I’accumulation des Treg Th1-like, permettant une modulation de la

balance Th1l-like/Thl en faveur d’une réponse Thl.
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Figure 19 : Les Treg effecteurs et le Thl-like sont diminués par I'aflibercept chez

la souris
Des souris ont été injectées avec des cellules CT26 par voie sous-cutanée. Lorsque les tumeurs

ont atteint environ 10mm2, le traitement par aflibercept a été débuté. Les souris ont recu de
I’aflibercept par voie ip tous les 3 jours a la dose de 25mg/kg pour les expériences représentées
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dans les panels A, C, D, et E, tandis que des doses variables allant de 0,img/kg a 25mg/kg
étaient administré dans le panel B. En controle des souris ont recu du PBS. Aprés 2 semaines
de traitement, les souris ont été sacrifiées, les rates ont été prélevées. Des marquages des Treg
et de leurs sous-populations ont été réalisés par cytométrie en flux. Les pourcentages de Treg
effecteurs (CD25+Foxp3+CD44"9" parmi les Treg dans les rates sont rapportés en panel A
(aflibercept a 25mg/kg) et B (aflibercept a doses croissantes). Les pourcentages de Ki67 dans
les Treg est représenté en panel C. Le pourcentage de Treg Thl-like dans les CD4, caractérisés
par I’expression de CXCR3, et le ratio Treg Th1-like/Tconv Th-1 sont représentés en panel D
et E. Les résultats correspondent a 1 expérience représentative de 2, comprenant chacune 5
souris par groupe. Les analyses statistiques ont été réalisées selon le test de Mann-Whitney.

Enfin, nous avons voulu analyser les effets d’un traitement par aflibercept sur les Treg, et plus
particulierement sur les Treg effecteurs et Thl-like, chez des patients atteints de cancer
colorectal métastatiques.

Nous avons tout d’abord analysé le phénotype des Treg dans une cohorte de patients ayant un
CCRm avant la mise en route de tout traitement, comparé a des volontaires sains. Comme chez
la souris, une population de Treg effecteurs/mémoires a été caractérisée grace a I’expression du
CD45RO et I’absence de CD45RA. Cette population semble étre plus suppressive que la
population exprimant CD45RA et n’exprimant pas le CD45RO (Miyara M Immunity 2009). Le
pourcentage de Treg CD45RO+ était augmenté chez les patients atteints de CCRm avant tout
traitement (64.2% +/- 12.3 vs 41.6% +/- 22.5 ; p= 0.0034) (Figure 4.A). De méme, des
populations de Treg Th-like ont été décrites chez I’homme. Les Treg Thl-like expriment
comme leur homologues murins le facteur de transcription T-bet et le récepteur de chimiokines
CXCRa3. Le pourcentage de Treg Thl-like était également augmenté chez les patients atteints
de cancer colorectal métastatique par rapport aux volontaires sains (2.8% +/- 2 vs 1.3% +/- 0.9 ;
p=0.0161) (Figure 4.B).
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Figure 20 : Les Treg effecteurs et Thl-like sont augmentés dans les PBMC de
patients atteints de CCRm

Des volontaires sains, ou des patients atteints de CCRm ont été prélevés avant tout traitement
anti-tumoral. Aprés séparation des PBMC, les Treg (CD4*CD25"9"CD127'") et les sous-
populations de Treg étaient analysées. Le pourcentage de Treg effecteurs CD45R0" parmi les

Treg est représenté en panel A. Le pourcentage de Treg Thl-like (CD45RO*CXCR3") est
représenté en panel B. Les analyses statistiques ont été réalisées selon le test de Mann-Whitney.

La proportion de Treg parmi les LT CD4" a été par la suite évaluée chez des patients traités en
premiere ligne par folfiri + aflibercept dans le cadre de 1’essai FFCD 1302. Pour cela des
prélevements de sang avant la premiere cure, et apres la 2° cure (a J28) ont été obtenus de 23
patients inclus dans cette étude. Avant traitement, les patients, présentaient une proportion de
Treg et de Treg effecteurs similaires a la population de la cohorte de patients atteints de CCRm
présentée précédemment. Une analyse des Treg Thl-like a pu étre réalisée chez 13 patients.
Ces patients présentaient également une proportion de Treg Thl-like comparable a la 1°¢
cohorte de patients CCRm.

Nous avons observé qu’apres traitement par aflibercept, les patients avaient une baisse
significative des Treg (3.2 +/- 1.2 vs 4.6% +/- 1.5 ; p<0.0001) (Figure 5.A), et que cette baisse
était retrouvée chez tous les patients. Nous retrouvions également une diminution significative
des Treg effecteurs dans le sang périphérique de ces patients (60.9% +/- 12.2 vs 69.8 +/- 9.6 ;
p=0.0024) (Figure 5.B). Cependant, chez ces patients, le pourcentage de Ki67 dans les Treg
n’était pas significativement diminué aprés traitement par aflibercept. Enfin, chez les 13

patients chez qui a pu étre fait le phénotypage CXCR3, il n’y avait pas de baisse significative
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des Treg Thl-like (2.1% +/- 2.1 vs 2.4% +/- 2.1, ns) (Figure 5.C). En revanche, le ratio Thl-
like/Th1 était significativement diminué aprés traitement par I’aflibercept (0.043 +/ 0.02 vs
0.058 +/- 0.02 ; p= 0.0034) (Figure 5.D).
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Figure 21 : Les Treg effecteurs et le ratio Th1-like/Th1l est diminué sous

aflibercept dans les PBMC de patients atteints de CCRm
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Des patients atteints de CCRm non prétraités ont été€ inclus dans I’essai FFCD 1302, dans lequel
ils recevaient un traitement par folfiri + aflibercept tous les 14 jours en 1 ligne de traitement.
Un prélévement sanguin était reéalisé avant traitement (D1) et apres 2 cycles de traitement
(D28). Le pourcentage de Treg dans les CD4* (CD4'CD25""CD127'"°"FOXP3") était
analysées apres séparation des PBMC, ainsi que le pourcentage de CD45RO™" parmi les Treg,
respectivement en panel A et B. Les Treg Thl-like (CD45RO*CXCR3"), et le ratio Treg Thl-
like/Tconv Thl ont été analysés chez 13 patients, et sont représentés en panel C et D. Les
analyses statistiques ont été réalisées selon le test de Wilcoxon.

En conclusion, chez ’homme, les Treg Thl-like sont augmentés chez les patients atteints de
cancer colorectal métastatique, ainsi que le ratio Th1-like/Th1l. Bien que nous n’observions pas
de diminution significative du taux de Treg Th1-like, le ratio Th1-like/Th1 est significativement
diminué apres un traitement par chimiothérapie + aflibercept. Enfin, malgré une diminution
marquée et quasiment systématique des Treg, nous n’avons pas retrouvé de diminution
significative de la prolifération des Treg, suggérant I’existence d’autres mécanismes mis en jeu
par le blocage concomitant de VEGF-A et PIGF. Ces résultats devront étre confirmés dans des

cohortes plus importantes, actuellement en cours d’inclusion.

Conclusion et perspectives :

Nous avons ainsi montré, dans un modéle murin et chez des patients atteints de cancer
colorectal, que I’aflibercept était capable de diminuer la proportion de Treg périphériques et
dans la tumeur (pour le modéle murin). De plus nous avons montré que 1’aflibercept modulait
particulierement les Treg effecteurs CD45RO". Enfin, nous avons observé que la proportion de
Treg Thl-like, sous population de Treg effecteurs, était augmenté chez des patients atteints de
CCRm, et diminué dans notre modéle murin CT26. Chez les patients atteints de CCRm, sous
réserve d’un faible effectif, bien que nous n’ayons pas mise en évidence de baisse significative
des Treg Thl-like, le ratio Treg Thil-like/Tconv Th1 était significativement diminué, suggérant
un effet potentiel sur la réponse T CD4" de type Th1l. Cependant ces résultats doivent étre
confirmés dans de plus larges cohortes. Enfin, le réle respectif du VEGF-A et du PIGF ou de

leur blocage isolé ou combiné doivent étre explorés.
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Partie II : Etude de I'impact clinique de l'infiltrat
immunitaire et des cellules immunitaires

circulantes dans le cancer gastrique avanceé.

Article 2: Infiltrating and peripheral immune cell analysis in
advanced gastric cancer according to the Lauren classification

and its prognostic significance

Simon Pernot, Magali Terme, Nina Radosevic-Robin, Florence Castan, Cécile Badoual, Elie
Marcheteau, Fréderique Penault-Llorca, Olivier Bouche, Jaafar Bennouna, Eric Francois,
Francois Ghiringhelli, Christelle De La Fouchardiere, Emmanuelle Samalin, Jean Baptiste
Bachet, Christophe Borg, Valérie Boige, Thibault \Voron, Trevor Stanbury, Eric Tartour, Sophie
Gourgou, David Malka, Julien Taieb

Contexte :

Le cancer gastrique (CG) est un cancer fréquent. Les formes localement avances et
métastatiques ont un pronostic sombre. Plusieurs études de piéces opératoires ont montré la
valeur pronostique favorable des LT CD8" et des NK infiltrant la tumeur dans des CG localisés.
La valeur des Treg est plus controversée. Mais la valeur pronostique des cellules immunitaires
infiltrantes dans les formes localisées ne peut pas étre extrapolée aux formes avancées, puisque
cet infiltrat dépend du stade tumoral, et les mécanismes immunosuppresseurs sont plus
importants au stade métastatique. Ces données n’ont a ce jour jamais été reproduites dans les
formes avancées. De plus, aucune donnée n’est disponible concernant la valeur des cellules
immunitaires circulantes dans le CG. Comme détaillé dans 1’introduction, certains essais
cliniques ont suggéré une efficacité des ICI dans les cancers gastriques avanceés, tandis que
plusieurs essais récents de phase Il ne parvenaient pas a confirmer cette efficacité. 1l a été
observé qu’un faible nombre de patients bénéficiaient en fait de ces immunothérapies dans le
CG avance. Il existe une grande hétérogénéité des CG, et plusieurs groupes ont éte identifiés.

La classification la plus utilisée en pratique clinique est la classification histologique, basée sur
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la classification de Lauren. Dans la classification de Lauren, les cancers sont classés en
adénocarcinomes de type intestinaux, diffus, ou mixte. Une autre classification de ’OMS se
superpose globalement a la classification de Lauren, les adénocarcinomes lieberkuhnien
s’apparentant aux types intestinaux, et les adénocarcinomes a cellules indépendantes (ADCI)
regroupant les types diffus, et mixtes avec un contingent ADCI >50%. Les adénocarcinomes
de type diffus/mixtes sont en constante augmentation, contrairement aux types intestinaux, et
représentent désormais 35-40% des CG. Tandis que ces deux formes sont tres différentes sur le
plan de 1’épidémiologie, de la physiopathologie, du pronostic et de la chimiosensibilité, elles
sont en geéneral indistinctement inclues dans les essais cliniques, en particulier
d’immunothérapie. Cependant, I’infiltrat immunitaire et la réponse immunitaire circulante de
chacune de ces formes ne sont pas connus.

Une analyse des cellules immunitaires infiltrantes et circulantes a été réalisée dans le cadre
d’une étude ancillaire d’un essai clinique prospectif randomisé de phase 11, testant en premiére
ligne de traitement une chimiothérapie seule, ou combinée soit a un anti-EGFR (panitumumab),
soit a un anticorps ciblant la voie HGF/c-MET (anti-HGF, rilotumumab). Un des objectifs de
cette étude ancillaire était d’étudier I’impact de la voie HGF/c-MET sur les Treg. Nous avons
montré dans cette étude que les Treg étaient significativement diminués apres traitement par
chimiothérapie + rilotumumab, mais pas dans les autres bras de traitement. L’étude des
mécanismes de la modulation des Treg par la voie HGF/c-MET sur la régulation des Treg font
actuellement 1’objet de travaux spécifiques au sein de notre équipe (Palle et al JFHOD 2018 ;
Hirsch et al. ESMO 2018, annexes 2 et 3). Par ailleurs nous avons également en parallele
analysé les cellules tumorales circulantes. Si nous avons retrouveé que les CTC étaient
pronostiques (Pernot et al, Eur J Cancer 2017 ; annexe 4) (549), nous n’avons pas retrouvé de
corrélation avec les cellules immunitaires circulantes.

Cette étude ancillaire nous a également permis d’étudier la valeur pronostique et clinico-
pathologique des cellules immunitaires infiltrantes et circulantes chez des patients atteints de
CG avancé.

Patients et méthodes :

Nous avons inclus dans cette étude les patients atteints d’un cancer gastrique. Il s’agissait de
patients atteints de maladie avancée non traités préalablement, et avec une preuve histologique
d’un adénocarcinome gastrique de type intestinal, diffus ou mixte. Les types diffus et mixtes

ont été regroupés pour couvrir les ADCI de la classification récente de I’OMS.
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Les cellules immunitaires infiltrant la tumeur ont été analysées par immunohistochimie, réalisée
de maniere centralisée et dans un centre expert, avec une double lecture. Les cellules effectrices
CD8" et NK (CD57%) et les Treg (FOXP3™) ont été quantifiées sur le matériel biologique ayant
permis le diagnostic histologique. L’expression des protéines MMR a également été analysée.
En paralléle, les cellules effectrices (LT CD4", LT CD8", NK) et suppressives (Treg, MDSC)
ont été étudiées dans le sang périphériques des patients, avant le 1* cycle de traitement, par

cytométrie de flux.

Principaux résultats :

Les tissus et prélevements de sang périphérique de 67 patients ont été inclus dans cette étude.
Parmi les cellules immunitaires circulantes, la proportion de Treg et de NK était
significativement plus faible dans le groupe des CG de type diffus/mixtes, comparé aux CG de
type intestinaux. Parmi les cellules immunitaires infiltrantes, les TIL CD8" étaient
significativement moins nombreux dans le groupe des CG diffus/mixtes. Les tumeurs
MSI/dMMR sont connues pour avoir un infiltrat plus important en LT CD8" que les tumeurs
MSS/pMMR. De plus, les CG MSI/dMMR sont généralement associé au type intestinal. Nous
avons donc analysé, apres exclusion des tumeurs MSI/dAMMR, I’infiltrat CD8" chez les patients
présentant un phénotype MSS/pMMR. La différence d’infiltrat CD8" était également retrouvée
dans ce sous-groupe de patients, et ne peut donc pas étre expliqué par les formes MSI/dMMR.
Par ailleurs nous avons retrouvé que ’infiltrat en LT CD8" était associé a une meilleure survie
globale en analyse univariée et multivariée. Cette valeur pronostique était conservée dans le
sous-groupe de type intestinal. Le taux de NK circulant était également associé a une meilleure

survie globale en analyse univariée, avec une tendance non significative en multivariée.

Conclusion :

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois que les formes diffuses/mixtes sont moins
infiltrées par les LT CD8", indépendamment du statut MMR, et qu’elles entrainent une réaction
immunitaire plus faible, a la fois sur le plan de la réponse effectrice (CD8" infiltrants et NK
circulants) et sur le plan de la réponse suppressive (Treg). Ces résultats suggérent que les formes
diffuses/mixtes pourraient étre des tumeurs froides (cold tumor) ignorées par le systeme
immunitaire de 1’hote. Elles seraient donc susceptibles de répondre moins bien a une stratégie
d’immunothérapie non spécifique, et devraient donc étre distinguées des types intestinaux dans

les stratégies actuelles d’immunothérapies. Afin de permettre une réponse immunitaire efficace,
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elles pourraient nécessiter des stratégies outrepassant ces mécanismes d’ignorance immunitaire
telle que les CAR T cells.

En revanche, la valeur pronostique des TIL CD8" et des NK circulants souligne 1’importance
de la réponse immunitaire effectrice intra-tumorale et systémique dans les CG avanceées, et

fournissent un rationnel important pour I’immunothérapie dans les CG de type intestinaux.
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Abstract

Background The correlation between immune cells and the Lauren classification subtypes and their prognostic impact in
advanced gastric cancer (AGC) are unknown.

Methods Circulating natural killer (NK) cells, CD4* and CD8™ T cells, regulatory T cells (Tregs) and myeloid-derived
suppressor cells (MDSCs) were quantified in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 67 patients with untreated
AGC enrolled in the PRODIGE 17-ACCORD 20 trial. CD567 cells (NK), CD8*, and FoxP3* (Treg) tumor-infiltrating lym-
phocytes (TILs) were assessed in tumor samples.

Results Circulating NK and Treg proportions were significantly lower in patients with diffuse/mixed-type AGC (n=27)
than those with intestinal type (n=40; median 6.3% vs 11.5%; p=0.02 and median 3.3% vs 5.2%; p=0.03, respectively).
Proportions of circulating MDSC, CD4* and CD8* T cells were not associated with one pathological type. Among tumor-
infiltrating cells, CD8* T cells, but not NK or FoxP3* cells, were significantly lower in diffuse/mixed-type AGC (median 21
vs 59 cells/field; p=0.009). Patients with high circulating NK cell counts (> 17%) had a better overall survival than those
with< 17% (HR 0.40; 95% CI [0.15-1.06]; p=0.04). Patients with high CD8"* TIL counts (> 31 cells/field) had significantly
longer overall survival (HR 0.44; 95% CI [0.21-0.92]; p=0.02). The prognostic value of CD8* TILs was maintained after
adjustment for confounding factors, including the Lauren classification (HR =0.42; 95% CI [0.18-0.96]; p =0.039).
Conclusion Diffuse/mixed-type AGC has lower rates of CD8" TILs and circulating NK cells and Tregs than the intestinal
type. This “cold tumor” phenotype may be associated with a worse outcome.

Keywords Advanced gastric adenocarcinoma - Biomarker - CD8* T lymphocytes - Natural killer cells - Regulatory T cells

Introduction

Gastric cancer (GC) is the third leading cause of cancer-
related death in the world [1]. Immunity plays a key role
in carcinogenesis and tumor progression, with immune
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and NK, has been associated with more favorable clinical
outcomes [4-7]. Despite immunotherapies being tested in
advanced GC (AGC), little is known about the prognostic
role of immune cells in these patients. It is important that
data from resected GC studies are not extrapolated to AGC,
since PD-L1 expression and infiltration of tumor-infiltrat-
ing lymphocytes (TILs) differ with disease stage [8] and
with the development of immune escape mechanisms with
metastatic progression [6, 7]. Moreover, during metastatic
dissemination, TILs and circulating immune cells could pre-
sent a different profile and different clinical significance [9].
Circulating cells may reflect the general immune status of
the patient and probably its ability to mount or maintain an
efficient immune response against the tumor. The presence
of immune cells in the tumor is linked to their capacity to
migrate into the tumor but also for T cells to their priming.
The clinical significance of circulating cells has never been
assessed to our knowledge in metastatic gastric cancer.

Clinical trials evaluating immune checkpoint blockade
in AGC have yielded conflicting results. Phase I-III trials
have shown interesting efficacy results with anti-PD-1, anti-
CTLA-4, and combination therapies [10-12]. However, both
pembrolizumab and avelumab recently failed to extend sur-
vival in phase III trials, compared to chemotherapy, in pre-
treated AGC patients [13, 14]. These controversial results
highlight that not all AGC patients may benefit from immu-
notherapies and that careful identification and selection of
patients will be required.

GC is a heterogeneous cancer with various forms depend-
ing on epidemiology, oncogenesis, pathology and molecu-
lar profile. The Lauren classification, the most widely used
in clinical practice and trials, considers three types of GCs
according to histologic features: intestinal, diffuse, and
mixed types [15]. The diffuse type occurs more frequently
in younger patients and in females compared with the intes-
tinal type. Despite a decrease in the overall incidence of GC
in recent decades, the incidence of the diffuse/mixed types
increased tenfold between 1970 and 2000 [16-18], account-
ing for 35-45% of GC cases. Diffuse-type AGC is generally
thought to have a worse prognosis and lower chemosensitiv-
ity than the intestinal type [19]. Recent reports showed a dif-
ference in PD-L1 expression among the different histological
types [8, 20, 21]. However, data on circulating and TILs in
intestinal and diffuse/mixed AGC are lacking.

The aim of our study was to determine the immune status
of AGC patients by analyzing circulating cells and TILs and
compare the immune profile of patients with diffuse/mixed
type and intestinal type. Analysis of immune circulating and
tumor-infiltrating cells could provide different information.
Indeed, circulating cells may reflect the general immune
status of the patient and probably its ability to mount or
maintain an efficient immune response against the tumor.
The presence of immune cells in the tumor is linked to their
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capacity to migrate into the tumor but also for T cells to their
priming. The prognostic value of these parameters has also
been assessed.

Materials and methods
Patients

Patients with AGC enrolled in the multicenter PRODIGE
17-ACCORD 20 (MEGA) trial were asked to participate
in this ancillary study. Patients with gastroesophageal junc-
tion or esophageal adenocarcinoma were not included in this
immune cell analysis. To avoid heterogeneity and due to
different epidemiology and pathogenesis [22], EGJA were
excluded from the present analysis. The trial eligibility cri-
teria and treatments were reported previously [22]. Briefly,
patients with histologically proven, locally advanced or met-
astatic gastric adenocarcinoma with no prior treatment for
advanced disease were eligible. Histological subtypes were
reported according to the Lauren classification, assessed pro-
spectively by the pathologist from the investigation center.
Mixed type was defined by a dual pattern of differentiation—
glandular/solid (intestinal) and isolated-cell carcinoma (dif-
fuse), according to the Lauren classification. We grouped
together diffuse and mixed types to cover all the signet ring
cell carcinomas according to the most recent World Health
Organization (WHO) classification.

Assessment of circulating and intratumoral immune cells
was planned in the initial design of the trial and was part
of the full study protocol, with specific informed consent
required for all patients participating in this ancillary study.
The trial was registered with the US and French National
Institutes of Health registries (NCT01443065, EudraCT
No. 2009-012797-12). The study protocol was approved by
a French national ethics committee. The results from the
therapeutic trial were previously reported. All combination
regimens reached the primary study endpoint for efficacy,
with no major differences [22].

Flow cytometry

Peripheral blood samples were collected before the first
treatment cycle. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated from heparinized peripheral blood
on Ficoll-Hypaque gradients as previously described [23].
Fresh PBMCs from patients were stained with antibod-
ies targeting CD4 (clone OKT4; Biolegend), CD8 (clone
HIT8a; Biolegend), CD25 (clone BC96, Invitrogen), CD127
(clone ebioRDRS; Thermo Fisher), CD3 (clone UCHTI;
Thermo Fisher), CD19 (clone HCD56; Biolegend) and
CD56, CD33 (clone WMS53, Biolegend), HLA-DR (clone
LN3; Biolegend), CD14 (clone 61D3, Thermo Fisher), and
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CDI15 (clone HI98; Biolegend). Intracellular staining for
anti-human FoxP3 (clone PCH101; Thermo Fisher) was
done after fixation and permeabilization with the FoxP3
staining set (Thermo Fisher).

Isotype controls were used as negative controls. Dead
cells were eliminated using the Live/Dead Fixable Aqua
Dead Cell Kit (Thermo Fisher). Stained cells were analyzed
on a LSRII cytofluorometer using FACS Diva (Becton Dick-
inson) and Flow-Jo Software (TreeStar).

Pathology and immunohistochemistry (IHC)

Four-micron sections of formalin-fixed, paraffin-embedded
primary or metastatic GC tissue samples were submitted for
TIL phenotyping with the following antibodies: anti-CD8
(clone SP16; Cell Marque, Rocklin, CA, USA), anti-FoxP3
(clone SP97;Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
and anti-CD57 (clone NK-1; Cell Marque). Specimens were
selected by the local pathologist. Centralized analysis was
then performed by two independent observers. All IHC pro-
cedures were performed in a fully closed platform (Bench-
Mark XT, Ventana/Roche). The number of TILs expressing
each antigen was determined as the mean value of counts
in each of three representative high-power microscopic
fields, representing approximately 1 mm? (field diameter/
surface 0.625 mm/0.31 mm?, Axiophot 2, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Germany).

When more than three fields were available, the “hot-
spot” method was used, consisting of selecting fields with
the most abundant lymphocytic infiltration. The selection
was done in the same manner in intestinal or diffuse/mixed
type. Mismatch repair (MMR) tumor status was determined
by IHC. MSI phenotype was defined by the loss of MLH1/
PMS2 or MSH2/MSH6.

Statistical evaluation

The median proportions of immune cells were compared
between baseline characteristics using the Kruskal-Wallis
test.

Overall survival (OS) was defined as the time from rand-
omization to death, from any cause. OS was estimated by the
Kaplan—Meier method. Patients alive at the time of analysis
were censored on the date of last informative follow-up. Uni-
variate and multivariate analyses were performed using the
Cox proportional hazard model to estimate the hazard ratio
(HR) and the 95% confidence interval (CI). Comparisons
were performed using the log-rank test. Median follow-up
was estimated with the inverse Kaplan—-Meier method.

A p value less than 0.05 was regarded as significant. All
statistical tests were two-sided.

The statistical analyses were performed using STATA
Version 13 (Texas, USA).

Results
Population and patient characteristics

The PRODIGE 17-ACCORD 20 (MEGA) trial included
162 patients. After exclusion of patients with esopha-
geal and gastroesophageal junction adenocarcinomas, 67
patients with AGC were included in the present ancillary
study. The patient and disease characteristics at baseline
are shown in Table 1. Circulating NK cells were ana-
lyzed in 47 patients, CD4% T cells in 41, CD8" T cells
in 42, Tregs in 47, and MDSCs in 52 (Fig. 1). Tumor
sample (formalin-fixed, paraffin-embedded block with
tumor tissue) was available in 51 patients, with a median
number of H&E slides of 5 (range 1-15). Concerning the
TILs, 51 samples were analyzed for CD8%, 40 for NK,
and 49 for FoxP3. We were able to analyze MMR status

Table 1 Patient characteristics

N %

Age (years)

Median (range) 64 (34-83)
Sex

Male 33 493

Female 34 50.7
ECOG

0 19 28.8

1 47 71.2
Lauren classification

Diffuse/mixed type 27 40.3

Intestinal type 40 59.7
Disease stage

Locally advanced 1 1.5

1 Metastatic site 32 47.8

> | Metastatic site 34 50.7
Stage at diagnosis

Synchronous metastasis 55 83.3

Metachronous metastasis 11 16.7
Site of pathological diagnosis

Primitive tumor 57 89.1

Metastasis 6 9.3

NP 1 1.6
Type of material

Biopsy specimen 40 62.5

Operative specimen 11 17.2

NA 13 20.3
MMR status

MSI 2 31

MSS 35 54.7

ND 27 422
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162 patients
randomized in the
clinical trial

30 patients without
consent for the ancillary

study
132 patients

included in the —_—
ancillary study 65 patients without AGC
| .| -24 h | cancer

i -41 esogastric junction
!
67 patients at cancer
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13 patients | 2 < ]
1 ti
-5 received after 72 h 6 pa len(s. ;
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-CD8+: 42 -FOXP3 TiLs: 49
-Treg: 47
-MDSC: 52

Fig. 1 Flowchart. Staining data were not available for all patient sam-
ples, because of insufficient material or uninterpretable staining

in 37 samples, the remaining were not interpretable due
to insufficient material. MSI phenotype was found in 2
patients with intestinal type, and MSS phenotype in 35
patients (in 23 patients with intestinal type and 12 with
diffuse/mixed type).

Circulating immune cells

Percentages of circulating effector cells in PBMCs
were assessed by flow cytometry as follows: NK cells:
CD56% CD37; CD4* T cells: CD37CD4*; CD8™ T cells:
CD3*CD8* (Suppl. Table 1). We previously reported the
prognostic value of dynamic evolution of circulating tumor
cells. (CTC) from patients of this study [24]. We did not
find any correlation between CTC count and circulat-
ing immune cells (data not shown), within the limitation
of small number of patients evaluated for both CTC and
immune cells. Among effector cells, NK cell proportions
were significantly lower in PBMCs of patients with dif-
fuse/mixed-type GC than in those with intestinal-type GC
(median 6.3% vs 11.5%; p=0.02) (Fig. 2; Suppl. Table 2).
No differences were observed in CD4% T cell (median
37.1% vs 38.1%; p=0.55) and CD8* T cell (median 21.9%
vs 20.7%; p=0.81) percentages. The immunomodulatory
CD56"*" NK cell subset and NKT cells were not enriched
within a specific pathological type. Immunosuppressive cells
such as Tregs (CD25"E"CD127"°%FoxP3™" in CD4* cells)
and MDSC CD33* (Lin"; CD3"CD19°CD567) were also
assessed (Suppl. Table 1). Tregs were significantly lower in
PBMCs of patients with diffuse/mixed-type GC compared
with intestinal-type GC (median 3.3% vs 5.2%; p=0.03),
but not MDSCs (median 11.8% vs 13.6%; p=0.71) (Fig. 2;
Suppl. Table 3). Thus, the general immune status of patients
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Fig.2 Comparison of circulating cells between intestinal and dif-
fuse/mixed-type AGC. The proportion of different subsets of effector
immune cells was analyzed by flow cytometry in the peripheral blood
of patients with diffuse and mixed-type or with intestinal-type AGC
at diagnosis: a natural killer cell proportion (CD3~CD56™ cells); b
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Diffuse/mixed type Intestinal type

CD4* T cell proportion (CD3*CD4" cells); ¢ CD8* T cell propor-
tion (CD3*CD4" cells); different subsets of regulatory cells were also
analyzed: d Treg proportion (CD25*Foxp3*CDI127" cells among
CD4" cells); e MDSC proportion (lin DR~ cells among CD33" cells)
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with diffuse/mixed-type AGC differs from those with intes-
tinal-type AGC, with a lower proportion of circulating NK
cells and Tregs.

Tumor-infiltrating immune cells

We then assessed the presence of tumor-infiltrating immune
cells (CD8™ cells, CD57* NK cells, and FoxP3™ cells), by
THC (Suppl. Table 2; Suppl. Figure 1).

Unlike circulating NK cells, tumor-infiltrating NK cells
did not differ between the diffuse/mixed and intestinal types.
However, the median number of NK cells infiltrating the
tumors was very low (median 2.0 cells per field) (Suppl.
Table 2). In comparison to infiltrating NK cells, the median
number of CD8* T cells and the median number of FoxP3*
cells infiltrating the tumor was 15 times higher (31 CD8"
cells per field) and 20 times higher (40 FoxP3* cells per
field), respectively. Infiltration of FoxP3-expressing cells did
not correlate with histological type. However, the median
number of CD8"% TILs was significantly lower in diffuse/
mixed-type AGC (21 cells per field) compared with intesti-
nal-type AGC (59 cells per field), p=0.009 (Fig. 3; Suppl.
Table 4). The significant difference between intestinal and
diffuse/mixed-type AGC was still observed after excluding
MSI tumors among tumors with MSS phenotype (Suppl.
Figure 2). Thus, intestinal-type AGCs were more infiltrated
by CD8* T cells than diffuse/mixed-type AGCs.

Prognostic impact of immune circulating
and tumor-infiltrating cells

Patients with NK cells > 17% (higher quartile) had a sig-
nificantly longer OS compared with those with <17%
NK cells in univariate analysis (HR 0.40; 95% CI
[0.15-1.06]; p=0.04) (Fig. 4; Suppl. Table 5). Patients
with NK > 17%, adjusted for histological type, age, and
ECOG performance status, had a non-significant trend

Impact of circulating NK cell proportion on overall survival
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Fig.4 Impact of circulating NK cell counts on overall survival 95%
CI

toward OS benefit in multivariate analyses (HR 0.45; 95%
CI[0.16-1.27]; p=0.13) (Suppl. Table 5). The prognostic
impact of circulating CD4 and CD8 was also analyzed
but none were associated with OS. Immunosuppressive
Treg cells and MDSCs were not prognostic factors of OS
(Suppl. Table 5).

Concerning tumor-infiltrating cells, FoxP3* cells had
no prognostic effect (Suppl. Table 5). However, CD8 TILs
were correlated with OS. OS for patients with more than
31 CD8* TILs per field (above the median) was signifi-
cantly longer than OS for patients with <31 CD8"* TILs
(HR 0.44; 95% CI [0.21-0.92]; p=0.02) (Fig. 5). In mul-
tivariate analysis with adjustment for pathological type,
age, and ECOG performance status, the CD8* TIL count
was the only independent factor for OS (HR 0.42; 95% CI
[0.18-0.96]; p =0.039) (Suppl. Table 5).

The association of CD8 TIL counts and OS was
observed in the intestinal-type subgroup(HR 0.39; 95% CI
[0.16-0.98]; p=0.047). In the diffuse/mixed-type, patients
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Fig. 3 Comparison of TI cells between intestinal and diffuse/mixed-
type AGC. The count of different subsets of tumor-infiltrating effec-
tor and regulatory immune cells was analyzed in tumor samples of
patients with diffuse- and mixed-type or with intestinal-type AGC

Diffuse/mixed type

Intestinal type Diffuse/mixed type Intestinal type

at diagnosis, by immunohistochemistry: a natural killer cell count
(CD577 cells); b CD8" T cell count (CD8" cells); ¢ Treg count
(Foxp3*)
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Fig.5 Impact of intratumoral CD8" cell counts on overall survival
95% CI

with> 31 CD8" TILs per field tended to have better OS
(HR 0.35; 95% C1[0.08-1.60]; p=0.13).

Discussion

Gastric cancer is a heterogeneous disease and the two main
histological tumor types (diffuse/mixed or intestinal) exhibit
different outcomes. Immune cells have a pivotal role in con-
trolling tumor development. In this study, we took advantage
of a prospective, multicenter trial to compare the immune
profile of patients with diffuse/mixed or intestinal AGC. We
observed lower circulating NK cell and Treg proportions, as
well as lower CDS8 TILs in diffuse/mixed-type AGC than in
intestinal-type AGC. Moreover, we showed that CD8 TILs
and circulating NK cells have a prognostic role in OS in
AGC, which supports the hypothesis that the innate and
adaptive immune response could play a role in tumor con-
trol. As far as we know, our study is the first to show that
immune cells occur in different proportions in diffuse/mixed
and intestinal types of AGCs, and to provide evidence of
the prognostic value of CD8 TILs and circulating NK cells
in AGC.

In a study in AGC patients using RNAscope, PD-L1 had
a decreased expression in diffuse GC compared to intestinal-
type AGC [21]. Thus, our observations (low CD8 T cell
infiltration) combined with other (low PD-L1) in diffuse-
type AGC can lead to hypothesize that diffuse-type AGC
might be a “cold tumor” [25]. Furthermore, analysis of cir-
culating cells showed that in diffuse-type NK cells and Treg
are less abundant than in intestinal type. All these points
suggest that diffuse type of AGC may represent an immu-
nologically ignorant phenotype [26].

Several mechanisms contributing to this immunologi-
cally ignorant phenotype have been described in diffuse-
type AGC. First, a genomically stable tumor subtype
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enriched for the diffuse histological variant reportedly had
a lower mutational load and did not exhibit PD-L1 expres-
sion [27]. Second, a lower expression of HLA-DR antigen,
a class II HLA antigen, has been described in diffuse-type
GC [28]. This lower expression may impair the antigen-
presenting capability of antigen-presenting cells [29].
In addition to HLA class II, it could be of interesting to
assess expression of class I HLA in further studies, which
could specifically modulate antigen recognition to CD8* T
cell. Finally, an epithelial (E)-cadherin deficiency, due to
CDH1 mutation, is a driver process in diffuse-type or sig-
net ring cell carcinomas oncogenesis initiation [30]. In
addition, E-cadherin also plays a role in CD8* T cell accu-
mulation in epithelial tissues [31]. Other components of
the stroma and the tumor microenvironment content could
be implied in the differential immune phenotype of dif-
fuse and intestinal type. By example, Vascular Endothelial
Growth Factor, key factor for angiogenesis, is also known
to be an important modulator factor of immune cells such
as Treg or of exhaustion of CD8* T cells [32, 33]. Tumor
vasculature could also modulate migration of immune
cells into the tumor [34]. Previous reports showed that
VEGEF expression and tumor is lower in diffuse-type com-
pared to intestinal-type GC [35, 36]. Other components
as cancer-associated fibroblasts regulating TFGp signal-
ing have been described in diffuse-type GC and could be
implied in the “cold tumor” phenotype [37]. Therefore,
future studies providing an analysis of these different com-
ponents and a correlation with TILs could be of interest to
improve understanding of the mechanisms leading to low
TILs infiltration of diffuse-type GC.

The immunologically ignorant phenotype of diffuse/
mixed-type AGC may also result in a lower sensitivity to
immune checkpoint inhibitors of this tumor subtype. Suc-
cessful anti-tumor immune response after PD-1/PD-L1
blockade requires reactivation and clonal proliferation of
TILs [38], and is associated with tumor mutational load [21].
Recently, the results of the KEYNOTE 061 trial showed
no benefit of pembrolizumab compared to palliative sec-
ond-line chemotherapy in patients with AGC [13]. How-
ever, there was a trend toward pembrolizumab efficacy in
intestinal-type AGC patients (HR 0.66; 95% CI [0.40-1.11]),
but not in those with diffuse-type AGC (HR 0.88; 95% CI
[0.54-1.45]).

In our study, the prognostic value of CD8 TILs and cir-
culating NK cells regarding survival underlies the clinical
meaning of the different immune subsets in diffuse-type
and intestinal-type AGCs. The impact of CD8 TILs was
maintained in the intestinal-type subgroup, with a non-
significant trend observed in the diffuse/mixed subgroup.
This suggests that survival may depend more on CDS infil-
tration than histological type, which was not per se prog-
nostic in our study. Therefore, a lower CD8 infiltration in
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patients with diffuse-type tumors in our study may partly
explain the worse prognosis observed compared to other
studies.

The role of NK cells is well known in resected GC. Sev-
eral studies have reported an increased OS in patients with a
high intratumoral number of NK cells [39—41]. In our study,
we found that circulating NK cells had a prognostic role
in OS, but not intratumoral NK cells. The low impact of
intratumoral NK cells could be due to the low infiltration
of NK cells in metastatic GC compared with localized GC.
We did not find any association between other immune cell
subsets and survival, in particular with Tregs and MDSCs.
The prognostic impact of Tregs remains controversial in GC,
with studies reporting contrasting results [5].

The limited number of patients with available tumor sam-
ples in our study is a clear limitation of the present work.
Moreover, the small tumor samples received for some
patients allowed us to do only part of the planned analy-
ses for some specimens. This may have prevented both the
detection of the prognostic value of other immune cells and
the analysis of the immune signature by combining param-
eters. Moreover, tumor biopsies, used for IHC assessments,
may not represent the intratumoral heterogeneity. Finally,
MSI tumors and EBV-positive cancers have been shown to
be crucial predictors of efficacy of immunotherapy in gastric
cancer and to have increased TILs. Due to poor availability
of tumor tissue, we did not assessed EBV status, and cannot
exclude that it could be confounding factors, even if EBV
gastric cancer are generally estimated to be only 5-10%
[42]. However, in our study, MSI phenotype was found in
only two specimen and the high TILs infiltration in intes-
tinal compared to diffuse/mixed was observed regardless
the MMR status. In conclusion, our study in patients pro-
spectively randomized in a multicenter clinical trial shows
that diffuse/mixed-type AGC has lower local and systemic
immunogenicity, with a decreased number of effector CD8§
TILs and circulating NK cells, but also decreased immuno-
suppressive Tregs compared to intestinal GC. This suggests
that diffuse/mixed AGC could be an immunologically igno-
rant tumor. This immunological profile could contribute to
a worse prognosis in patients with diffuse-type AGC and
a lower sensitivity to immunotherapy. If these results are
confirmed, the efficacy of immunotherapies will need to be
evaluated according to the histological/pathological type of
AGC. In particular, combined treatment to overcome some
mechanisms of immune ignorance, such as CAR T Cells
[43], may be of interest in diffuse-type AGC and should be
evaluated. Moreover, our study is the first to demonstrate
the prognostic implication of CD8" TILs and circulating
NK cells in AGC, providing a crucial rationale for immuno-
therapies in intestinal-type AGC.
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Supplemental material

Supplemental tables

Supp Table 1: Descriptive analysis of circulating cells

N Mean (%) SD (%) Median (%) Min-Max (%)
Circulating immune
cells
Circulating NK cells 47 10.9 7.6 9.5 1.1-28.5
Circulating Tregs 47 5.3 2.2 4.9 2.2-11.2
Circulating MDSCs 52 19 17.9 13.2 0.5-72.8
Supplemental Table 2: Descriptive analysis of tumor-infiltrating cells
N Mean (cells SD (cells per | Median (cells | Min-Max
per field) field) per field) (cells per
field)
Intratumoral NK cells | 40 2.8 2.8 2 0-14
Intratumoral CD8+ 51 49 42.7 31 1-191.5
cells
Intratumoral FoxP3 49 53.6 47.5 40 0-201
cells

Supplemental Table 3, 4, 5: correlation between immune cells and clinicopathological

features; *Spearman correlation

Supplemental table 3: Circulating NK cells

N Median Range p
(%)

Age 47 Correlation
coefficient
rho=0.26
p=0.07*

Sex 0.46

male 25 11.4 1.1-28.5

female 22 7.2 1.1-24.1

ECOG 0.43

0 15 10.0 2.8-27.8

1 31 8.5 1.1-28.5

Lauren classification 0.02

Diffuse/mixed type 15 6.3 1.1-17.1
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Intestinal type 32 115 1.6-28.5

Disease stage 0.71

1 metastatic site 22 9.0 1.1-27.8

>1 metastatic site 24 9.0 1.1-28.5

Stage at diagnosis 0.45

Synchronous 38 8.1 1.1-28.5

metastasis

Metachronous 8 10.4 3.1-24.1

metastasis

Supplemental table 3: Circulating Tregs
N Median Range p
(%)

Age 47 Correlation
coefficient
rho=0.19
p=0.21*
0.27

Sex

male 25 5.3 2.4-11.2

female 22 4.7 2.2-9.3

ECOG 0.28

0 12 5.7 3-11.2

1 34 4.9 2.2-9.3

Lauren classification 0.03

Diffuse/mixed type | 17 3.3 2.2-9.1

Intestinal type 30 5.2 2.4-11.2

Disease stage 0.76

1 metastatic site 22 5.1 2.2-9.1

>1 metastatic site 24 4.8 2.2-11.2

Stage at diagnosis 0.98

synchronous 38 4.8 2.2-11.2

metastasis

metachronous 8 5.2 2.2-9.3

metastasis

Supplemental table 4: TI CD8
N median Range p
(%)

Age 51 Correlation
coefficient
rho=-0.12
p=0.40*

Sex 0.69
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male 25 31 3-130

female 26 34.5 1-1915

ECOG 0.06
0 16 62 8-191.5

1 34 27.5 1-130

Lauren classification 0.009
Diffuse/mixed type | 20 21 2-113

Intestinal type 31 59 1-191.5

Disease stage 0.82
1 metastatic site 24 31 1-151

>1 metastatic site 26 34.5 4-191.5

Stage at diagnosis 0.018
synchronous 42 28.5 1-130

metastasis

metachronous 8 66.5 16-191.5
metastasis

Supplemental table 5: Prognostic value of immune cells

Univariate analysis | Multivariate
analysis
N median OS | HR 9%5% |p HR |95% |p
(months) CI[; CI[;
] ]
circulating | <17% 36 |11 1
NK cells
>17% 11 | 2538 0.4 [0.15; 0.0 | 0.45 | [0.16 |0.13
1.06] |4* ;
1.27]
circulating | <5% 25 | 8.7 1
Tregs
>5% 22 | 14.7 0.71 |[0.35;]0.3
1.42] |3
circulating | <13% 25 |94 1
MDSCs
>13% 27 |16.9 062 |[[0.31;]0.1
1.22] |6
Univariate analysis | Multivariate
analysis
Count N median OS | HR 95% |p HR [95% |p
(N/field) (months) Cl[; Cl[;
] ]
Tumor- <40 25 | 134 1
infiltrating
Foxp3 cells
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>40 24 |10.8 1.44 [0.73 [ 0.3
-2.83] |0
Tumor- <2 21 |10.8 1
infiltrating
NK cells
>2 19 |16.9 1.01 |[0.46; 0.9
2.24] |7
Tumor- <31 26 |86 1
infiltrating
CD8
>31 25 |25.8 0.44 |[0.21 [0.0 |0.42 |[0.18 |0.04
; 2 ;
0.92] 0.96]
Supplemental Figure 1: histological images of typical cases
1.A Diffuse histology, TILs CD8+ (the cells with brown membrane)
100 pm
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1.B Intestinal histology, TILs CD8+ (the cells with brown membrane)
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1.C Diffuse histology, TILs FoxP3+ (the cells with red nucleus)
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1.D Intestinal histology, TILs FoxP3+ (the cells with red nucleus)
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1F Intestlnal hlstology, TILNK (CD57+ the ceII with brown membrane larrow/)
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1.H Intestinal hlstology, |mmunoh|stochem|stry for MLH1 (tumor ceIIs negatlve)
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1.1 Diffuse hlstology, |mmunoh|stochem|stry for PMS2 (tumor cells positive)
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1.J Intestinal histology, immunohistochemistry for PMS2 (tumor cells _negative)
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1.K Diffuse histology, immunohistochemistry for MSH2 (tumor cells positive)
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1.L Intestinal histology, immunohistochemistry for MSH2 (tumor cells positive)
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1.M Diffuse histology, immunohistochemistry for MSH6 (tumor cells positive)
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1.N testlnal hlstology, |mmunoh|stochem|stry for MSH6 (tumor cells posmve)
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Supplemental Figure 2 : CD8+ T cell infiltration of the tumors in MSS phenotype tumor
according to the Lauren classification
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Discussion et perspectives

Mon travail a porté sur la modulation des Treg par les anti-angiogéniques dans le cancer
colorectal d’une part, et sur D’existence de différences de microenvironnement tumoral
indépendante du statut MMR dans le cancer gastrique, et la valeur pronostique des cellules
immunitaires infiltrantes et circulantes d’autre part. Les résultats que nous avons observés
permettent d’envisager certaines perspectives, mais certaines questions restent encore sans

réponses.

1. La valeur pronostique des cellules immunitaires infiltrantes

est-elle reproductible ?

L’échappement au systéme immunitaire est une caractéristique principale des cancers lorsqu’ils
se développent. Cependant, les signaux résiduels d’une réponse immunitaire anti-tumorale

active au sein de la tumeur signent généralement un bon pronostic.

LT CD8 infiltrants®

L’infiltration en LT CD8" est un élément associé a un meilleur pronostic dans de nombreux
types tumoraux. Les premieres observations ont été faites dans les cancers colorectaux et dans
les cancers de ’ovaire (48). Depuis, la valeur pronostique des LT CD8" a été montré dans de
nombreux autres types de cancers comme les cancers du poumon, du sein, de la prostate,
colorectaux, ORL, des ovaires, de la vessie, du pancréas, du foie, et les mélanomes (46). Depuis,
différentes sous-populations ont été analysées, permettant d’affiner la valeur pronostique de ces
TIL, notamment en prenant compte la localisation intra-tumorale ou péri-tumorale, ou la sous
population de LT mémoires CD45" comme dans I’immunoscore pour le cancer colorectal (47).
Dans le cas du cancer gastrique localisé, la valeur pronostique des TIL CD8" a été observée
dans une large série de 220 patients opérés (344), et confirmée dans une méta-analyse récente
regroupant plusieurs séries, principalement asiatiques (550). Seule une étude retrouvait que
I’infiltration CD8" était associée a un moins bon pronostic, mais aussi a une expression plus
élevée de PD-LI1, suggérant qu’au-dela des LT CD8" isolément, leur intégration dans un
microenvironnement tumoral spécifique jouait un réle important. Dans le méme sens, la densité

en TIL CD8" a été identifiée comme un facteur de mauvais pronostic dans d’autres tumeurs, en
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particulier les cancers du rein a cellules claires, les cancers de la prostate et certains lymphomes
(46). Une des hypothéses soulevées pour les cancers du rein est qu’il s’agit d’une tumeur a haut
niveau d’angiogengése, susceptible d’entrainer une accumulation de Treg, et une accumulation
de LT CD8" polyclonaux non spécifiques de la tumeur et de cytotoxicité moindre. Au regard
de ces résultats discordants liés au microenvironnement tumoral, la valeur pronostique des TIL
CD8" observée dans une situation ne peut donc pas étre extrapolée a d’autres types de cancer.
La question de la valeur pronostique dans les formes métastatiques en particulier, mérite d’étre
soulevee, puisque le microenvironnement des formes métastatiques est différent des formes
localisées, (551), a I’origine de modifications de I’infiltrat immunitaire. En effet, dans différents
types de tumeurs, il a été observé que la progression et la diffusion métastatique était associé a
une augmentation de I’exhaustion des LT, et une diminution de I’infiltrat CD8" dans la tumeur
primitive, tandis que 1’infiltrat semblait encore moins dense dans la métastase comparée a celui
de la tumeur primitive (46). La valeur pronostique des TIL CD8" concernant les formes
métastatiques est nettement moins documentée, les patients ayant des formes métastatiques
étant moins souvent opérés et donc le matériel moins disponible. Par exemple, dans le cancer
colorectal, une méta-analyse récente regroupait les données issues de prés de 5000 tumeurs
coliques primitives mais seulement 418 données de patients métastatiques (552)(Kong, dis
colon rectum 2018). La valeur pronostique des TIL CD8" dans les cancers métastatiques reflete
généralement les données observées dans les formes localisées, mais sont tout de méme plus
controversées. Dans le CCRm, certaines études ont retrouvé que les TIL étaient associées a un
meilleur pronostique (553,554), alors que d’autres études et la méta-analyse de Kong et al. ne
retrouvaient pas cette association (315,552,555) (HR=1,85 ; 1C95% 0.93-8.2). Dans les cancers
du rein métastatiques, la densité de TIL CD8" était associée a un plus mauvais pronostic, comme
observé dans les formes localisées (46). Dans les cancers gastriques, aucune étude en dehors de
la ndtre n’avait évalué la valeur pronostique des TIL CD8" dans les formes métastatiques. Nous
montrons ainsi dans notre étude cette valeur pronostique favorable de la densité en TIL CD8*
dans les formes métastatiques de cancer gastrique. Ces résultats suggerent que les tumeurs
métastatiques n'ont pas échappé de maniére irréversible a I’'immunosurveillance et constituent
un rationnel majeur pour 1’utilisation des ICI ou d'autres immunothérapies dans les cancers

gastrigues métastatiques.

Les NK infiltrant la tumeur
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Dans le CCR comme dans le CG, I’infiltrat tumoral en NK est généralement également associé
a un meilleur pronostic (285,286,556,557), méme si cela n’est pas toujours retrouvé. En
revanche, dans notre étude menée dans les CG métastatiques, les NK intratumoraux n’étaient
pas associés au pronostic. Cependant, cette étude était limitée par le trés faible nombre de NK
infiltrant les tumeurs. En effet il est possible que les formes métastatiques soient moins infiltrées
que les formes localisées habituellement étudiées, et que 1’analyse des NK soit donc moins

adaptée aux formes avancées.

Les Treg intratumoraux

La valeur pronostique des Treg intratumoraux est également controversé. Ils sont généralement
associes a un moins bon pronostic dans la plupart des types de cancer, comme les cancers du
sein, les cancers du poumon, les hépatocarcinomes, les cancers de I’ovaire, les cancers du rein,
les cancers pancréatiques (178,179). Dans les cancers colorectaux et les cancers gastriques,
cependant, un effet favorable des Treg sur le pronostic a été observé dans plusieurs études
(198,199). Ces discordances sont probablement liées a identification non optimale des Treg
intratumoraux. En effet, les études sont généralement basées sur 1’analyse du FOXP3, alors que
les LT CD4"FOXP3* regroupent en réalité une population trés hétérogene. Certaines cellules
non suppressives expriment transitoirement FOXP3. Il a été récemment montré dans le cancer
colorectal, qu’en effet 2 populations de cellules T CD4*FOXP3" coexistaient, I’une non
suppressive FOXP3'°" associée 4 un bon pronostic, et I’autre suppressive FOXP3"9" associée
a un mauvais pronostic (291). De plus, I’identification de différentes sous-populations aux
fonctions différentes permet également d’expliquer la difficulté a mettre en évidence 1’impact
pronostic des Treg intratumoraux pris dans leur ensemble. En particulier, nous avons mis en
évidence dans un modéle de CCR D’existence de Treg exprimant le VEGFR2, modulés
directement par I’axe anti-VEGFA/VEGFR2. Ces Treg spécifiques pourraient étre
particuliérement d’intérét pour la réponse immunitaire anti-tumorale. En effet, il a été observé
que la population spécifique de cellules FOXP3"VEGFR2" intratumorales est un marqueur
predictif indépendant de récidive et d’une moins bonne survie globale et survie sans maladie
chez les patients atteints de CCR opéré (558). Les techniques récentes d’immunohistochimie
multiparamétriques ou de transcriptomiques permettront probablement a 1’avenir d’affiner

I’identification des populations de Treg a ’avenir.
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2. Les cellules immunitaires circulantes ont-elles un impact
clinique différent de celui des cellules immunitaires infiltrant la

tumeur ?

Dans le contexte tumoral, 1’analyse des cellules immunitaires circulantes pourrait étre un des
moyens de mieux analyser les différentes populations immunitaires. En effet, elle présente
théoriquement plusieurs avantages : elle offre un accés simple et non invasif aux cellules du
patient, permettant une évaluation répétée et dynamique ; elle permet une analyse plus fine des
populations par cytométrie de flux multiparamétrique ; et elle permet d’éviter le biais
d’hétérogénéité tumorale induit par I’échantillonnage des prélevements tumoraux. Cependant,
I’immunité circulante n’est pas nécessairement un reflet des phénoménes intratumoraux. En
effet le monitoring des cellules immunitaires circulantes ne prend pas en compte certains
¢léments, comme 1’adressage des cellules immunitaires dans la tumeur lié aux chimiokines et a
leurs récepteurs, et les différences entre les zones centrales et le front d’invasion tumorale,
largement décrites. Par ailleurs, on peut supposer que les cellules immunitaires infiltrantes et
les cellules immunitaires circulantes ont une fonction différente, ces dernieres ayant la capacité
de migrer vers les organes lymphoides secondaires, de déclencher une réponse mémoire
systémique, et de limiter la diffusion métastatique. L’analyse de ces deux populations pourrait
donc apporter des informations différentes. Néanmoins, il est généralement admis que
I’immunité systémique est un reflet de la capacité du systeme immunitaire de 1’hote a
développer une réponse anti-tumorale, que ce soit par une corrélation directe avec les
compartiments intratumoraux, ou par des interactions entre les compartiments circulants et
intratumoraux (559). Une étude dans le cancer colorectal ne retrouvait pas de corrélation entre
les CD8" intratumoraux et circulants, mais montrait en revanche une forte corrélation entre la
densité en TIL CD8" d’une part et le taux de LT CD4" circulants d’autre part, reflétant ces
interactions entre différents composants circulants et intratumoraux (299). Nous n’avons pas
non plus dans notre étude dans le cancer gastrique retrouvé de corrélation entre les cellules
circulantes et infiltrantes du méme type. Enfin, comme détaillé en introduction, 1’association
de différentes cellules immunitaires circulantes avec les stades tumoraux et le pronostique des
cellules immunitaires circulantes a eté largement établi dans différents types de cancer,
soulignant le role de I’'immunité circulante chez les patients atteints de cancer.

Concernant les Treg, la corrélation entre les populations intratumorales et circulantes n’est pas

connue, alors que dans la plupart des types tumoraux y compris les cancers colorectaux, les
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Treg circulant sont géneralement associés a un mauvais pronostic (302,560). Cependant, il
existe différentes populations fonctionnelles de Treg et il est possible que les sous-populations
circulantes soient différentes des populations infiltrantes.

Enfin, la signification clinique des NK circulants a rarement été étudiés dans les cancers solides.
Dans I’étude que nous présentons dans le cancer gastrique métastatique, les NK circulants sont
associés au pronostic, mais pas les Treg circulants. En revanche, une association au type
histologique est observé a la fois pour Treg circulants et les NK circulants, alors que
Iinfiltration intra-tumorale en NK ou en LT FOXP3" n’est pas associé a un type histologique
particulier, soulignant le lien important entre les phénomeénes carcinologiques, influencant
I’immunogénicité des tumeurs, et la réponse immunitaire systémique.

La réponse immunitaire systémique pourrait avoir pour role essentiel le contréle de la diffusion
métastatique. En effet certaines études ont retrouvé une corrélation entre le nombre de cellules
tumorales circulantes (CTC) et les cellules immunitaires circulantes (LT CD8*, NK, Treg,
macrophages...) chez des patients atteints de cancers du poumon ou du sein (561-564). Nous
avons également émis cette hypothése dans les cancers gastriques métastatiques, d’autant que
les formes diffuses que nous avons retrouvées comme moins immunogénes, ont des capacités
de diffusion métastatique plus importantes (340). Ainsi, nous avons réalisé une évaluation des
CTC dans le cadre 1’étude PRODIGE 17, et retrouvé que les CTC avaient un role pronostic
important, et que leur diminution au cours du traitement était également associée a un meilleur
pronostic (549) (Pernot Eur J Cancer 2017, annexe 4). Cependant, nous n’avons retrouvé
aucune corrélation avec les cellules immunitaires circulantes effectrices ou régulatrices

étudiées dans le cadre de cette étude.

3. Quel est I'impact des effets immunomodulateurs des anti-

angiogéniques sur la réponse anti-tumorale ?

Nous avons mis en évidence une baisse des Treg avec les anti-VEGF chez des patients atteints
de CCRm, et d’autres effets immunomodulateurs ont également été décrits, suggérant que la
voie VEGF-A/VEGFR2 est un axe important dans les mécanismes d’échappement immunitaire.
Les anti-angiogéniques sont utilisés en routine dans de nombreux types de cancers y compris
les cancers colorectaux. Cependant, dans cette localisation, I’impact de la modulation des Tregs

par les AA fait I’objet de plusieurs interrogations.
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Les Treg modulés par 1’axe VEGF-A/VEGFRZ2 ont-ils un phénotype

et une fonction spécifique ?

Tout d’abord, nous avons montré que le VEGF-A module directement les Treg par I’axe VEGF-
A/VEGFR2. La prolifération de Treg spécifiques exprimant le VEGFR2, est directement
inhibée par le blocage de cette voie. Etant donné le rdle central du VEGF dans la carcinogenése,
et la valeur pronostique du taux de VEGF chez les patients atteints de cancer, on peut émettre
I’hypothése que ces Treg VEGFR2" possedent des fonctions particuliéres, éventuellement plus
immunosuppressives. Les travaux de Suzuki et al suggéraient également cela puisque les Treg
FOXP3*VEGFR2" intratumoraux était associés a un moins bon pronostic chez des patients
atteints de CCR (558). Cependant, dans nos travaux menés dans le modéle CT26, si le nombre
et la prolifération des Treg était diminué par un traitement anti-angiogénique ciblant la voie
VEGF-A/VEGFR, leurs fonctions suppressives n’étaient pas affectées, lorsque mis en culture
avec des LT CD4* conv.

En revanche, nous avons montré dans les modéles murins que les AA permettaient une baisse
des Treg Thl-like, et du ratio Th1-like/Thl. Cet effet pourrait étre particulierement intéressant
dans le rétablissement d’une réponse effectrice Th-1 si I’on considére que les Treg Thl-like
sont effectivement spécialisés dans le contréle de la réponse Thl. Comme décrit précédemment,
au-dela d’une spécificité fonctionnelle intrinséque, la spécialisation des différentes sous-
populations est lié¢e d’une part a la capacité migratoire spécifique de chacune (170) et d’autre
part a leur prolifération spécifique en parallele de celle de la population Th correspondante, en
réponse a une stimulation antigénique particuliére (162). Ces capacités ne sont pas appréciables
par une des fonctions suppressives in vitro telle que nous 1’avons analysé sous-estime peut-étre
la spécialisation des Treg modulés par ’axe VEGFR-A/VEGFR2.

Une perspective de ce travail est donc de mieux caractériser la spécificité phénotypique et
fonctionnelle des Treg VEGFR2* in vitro et in vivo. La caractérisation in vivo de ces Treg est
cependant difficile car il s’agit d’une trés faible population, particulierement en péeriphérie chez
I’Homme, et reste assez peu nombreuse et difficile a isoler dans les tumeurs.

Nous analyserons ainsi par cytométrie en flux, RT-PCR quantitative et microarray, le phénotype
des Treg VEGFR-2+ issus de souris porteuses de tumeur et de patients atteints de cancer. Nous
pourrons alors étudier : 1’expression de récepteurs de chimiokines impliquées dans le
recrutement et la spécialisation des Treg au niveau des tumeurs (telles que CXCR3, CCR4,
CCR5, CXCR4, CCR10, CCR6), I’expression de molécules impliquées dans la survie (Bad,

BCI2) et la prolifération (Ki67) des Treg, ou encore 1’expression de molécules impliquées dans
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la fonction des Treg (telles que PD-1, Tim-3, CTLA-4, CD73 et TGFp). Nous pourrons ainsi
comparer le profil phénotypique des Treg VEGFR-2 + avec les Treg VEGFR-2-.

Afin d’étudier les propriétés immunosuppressives des Treg VEGFR-2+, nous analyserons
d’une part leur capacité de production cytokinique, notamment de cytokines

immunosuppressives telles que 1’IL-10 ou le TGFp.

Quel est l1’impact de la modulation des Treg sur la réponse

effectrice, et en particulier la réponse Thl ?

Si ’impact des AA sur différents phénoménes immunosuppresseurs est de plus en plus décrit,
leur role dans le rétablissement d’une réponse immunitaire effectrice efficace est moins bien
décrit. Il a été observé dans certains modeles murins que les traitements ciblant la voie VEGF-
A/VEGFR?2 entrainait une augmentation des TIL effecteurs et de la production d’IFNy, alors
que dans d’autres mod¢les, le sorafenib n’avait pas d’impact sur la réponse Thl.

Nous étudierons plus précisément leur impact sur les cellules immunitaires effectrices. Pour
cela nous isolerons par tri au cytometre de flux des Treg VEGFR-2+ issus du sang périphérique,
de rates ou de ganglions de souris porteuses de tumeur et de patients atteints de cancer que nous
cultiverons avec des Tconv en tenant compte des différentes sous-populations, des lymphocytes
T CD8+ ou des cellules NK. Nous pourrons alors analyser I’impact des Treg VEGFR-2+ sur la
prolifération des lymphocytes T, par suivi de la prolifération au CFSE ou thymidine tritiée, ainsi
que sur les capacités lytiques des cellules NK. Enfin nous comparerons ces résultats avec ceux
obtenus avec des Treg VEGFR-2- .

La baisse des Treg elle prédictive de 1’efficacité ou de la

toxicité des anti-angiogéniques (bevacizumab ou aflibercept)?

Par ailleurs, a ce jour, aucun facteur prédictif d’efficacité des anti-angiogénique n’a été identifié
dans le cancer colorectal. Chez I’homme, la diminution des Treg a néanmoins été corrélée a la
survie globale chez des patients atteints de cancer du rein métastatique traités par sunitinib
(521). Cependant, le sunitinib est un inhibiteur multicible et le réle de I’inhibition de
VEGFA/VEGFR2 n’est donc pas clairement établi.

Si on émet 1’hypothése que la modulation des mécanismes immunosuppresseur favorise la
réponse effectrice, et donc ’effet anti-tumoral, la baisse des Treg pourrait étre associée a une

meilleure efficacité anti-tumorale et servir de biomarqueur prédictif.
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Nous souhaitons donc évaluer la valeur pronostic des Treg et surtout la valeur pronostique et
prédictive de la diminution des Treg par les anti-angiogéniques sur une plus grande cohorte de
patients. Dans ce but, des études ancillaires d’essais cliniques prospectifs sont en cours. Dans
le premier, la cohorte COBEQOL/EPITOPES CRCO02, les patients traités en 1°¢ ligne
métastatique par une chimiothérapie associée ou non au bevacizumab ont été prélevés a JO et
J28, afin d’analyser le taux de Treg CD45RA" et/ou Ki67 et son évolution comme facteur
pronostique/prédictif d’efficacité du bevacizumab. Les inclusions dans cette premiére étude
sont terminées, et le suivi est en cours, permettant une analyse prochaine de ces données, qui
seront ¢galement corrélées a d’autres parametres immunitaires. Une analyse intermédiaire des
premiers patients est en cours. Une deuxiéme étude est en cours. Il s’agit d’un essai de phase 11
prospectif et randomisé incluant des patients de 65 ans ou plus pour recevoir une chimiothérapie
de 1°® ligne par LV5FU2 seul ou en association avec de 1’aflibercept (étude Prodige 25).
L’étude, qui prévoyait initialement d’inclure 118 patients avant fin 2017, est actuellement
encore en cours d’inclusion avec 106 patients inclus a la date du 13 octobre 2019. Les données
de cette étude, qui constitue la premicre cohorte randomisée pour 1’étude des Treg, ne seront

donc analysable qu’aprés la fin des inclusions et de la période de suivi de 2 ans.

Par ailleurs, ces phénoménes immunomodulateurs pourraient avoir un impact sur la toxicité des
AA. En effet, les AA et en particulier 1’aflibercept peut entrainer une toxicité digestive dont la
diarrhée. L’étude VELOUR retrouvait une diarrhée de grade >3 chez pres de 20% des patients
versus 7% dans le groupe sans aflibercept (491). Des observations récentes ont montré que chez
des patients avec une diarrhée sévére induites sous chimiothérapie + aflibercept, des biopsies
systématiques de la muqueuse colique retrouvaient dans tous les cas une colite lymphocytaire
(183). Le rodle spécifique et non redondant du VEGF et du PIGF a été suggéré. En effet, la
suppression de I’expression du PIGF favorise I’induction de colite chez la souris dans un modele
de colite induite (565). Si des lésions ischémiques en réponse a I’hypoxie de la muqueuse
intestinale semble jouer un réle dans la survenue de ces phénomenes pathologiques, on peut
émettre 1’hypothése que la modulation des mécanismes immunosuppresseurs par les anti-
VEGF-A et anti-PIGF pourrait aussi favoriser I’accumulation de LT CD8" a I’origine de ces
colites. En effet ces colites microscopiques lymphocytaires s’apparentent a un moindre degré
aux colites immuno-induites que 1’on observe fréquemment lors d’un traitement avec un ICI,
plutot qu’aux colites ischémiques. Pour supporter cette hypothése de toxicité immuno-induite,

il a aussi été observé que ces colites régressaient avec une corticothérapie a visée digestive
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(budésonide). Nous souhaitons analyser dans le cadre des études ancillaires CRCO02 et

PRODIGE 25 la corrélation entre la modulation des Treg et la survenue de la toxicité digestive.

4. D'autres voies de I'angiogenese peuvent-elles participer a la

modulation des Treg

Le PIGF peut-il moduler 1’effet de la voie VEGF-A/VEGFR sur

les Treg

En mettant en évidence le réle de la voie VEGF-A/VEGFR2 dans la diminution des Treg, nous
avons observé que les patients traités par bevacizumab avaient une diminution significative des
Treg comparés a ceux traités par chimiothérapie seule. Cependant, la baisse des Treg pouvait
étre plus ou moins marquée. En effet, si 2/3 des patients traités par bevacizumab avaient une
diminution de plus de 10% des Treg apres 2 cycles de bevacizumab, 1/3 des patients ne montrait
pas ou peu de diminution. Des mécanismes de résistance secondaire aux anti-angiogéniques
ciblant la voie VEGF-A/VEGFR2 ont été décrits et peuvent contribuer a 1’échappement
tumoral, en particulier via la régulation positive de facteurs pro-angiogéniques alternes, comme
la voie PIGF/VEGFRL. Par ailleurs, certains effets immunomodulateurs ont été décrits en lien
avec le PIGF et sont décrits en introduction.

Lorsque nous avons étudié les effets immunomodulateurs avec I’aflibercept, nous avons
retrouvé une baisse profonde des Treg quasi systématique chez les patients traités en 1 ligne
par I’association chimiothérapie + aflibercept dans le cadre de 1’essai FFCD 1302. Bien que
nous ne disposions pas de données comparatives, on peut émettre 1’hypotheése que le blocage
combiné de la voie VEGF-A/VEGFR-2 et PIGF/VEGFR-1pourrait augmenter 1’effet
immunomodulateur, comparé a un blocage isolé de la voie VEGF-A/VEGFR?2. Il faut souligner
cependant que le blocage isolé de VEGFR-1 ne diminuait pas les Treg chez la souris dans nos
travaux, mais tenant compte des interactions complexes entre les voies PIGF/VEGFR1 et
VEGF-A/VEGFR2, il n’est pas exclu que le blocage combiné des 2 voies pourrait agir de
maniere synergique et/ou permettre d’€viter certaines résistances au blocage du VEGFR2.
Nous avons observé avec 1’aflibercept dans le modéle CT26 et chez les patients atteints de
CCRm que la baisse des Treg effecteurs était quasi systématique et assez marquée et que le
ratio Thl-like/Thl. Cependant, cette baisse n’était pas toujours associée d’une baisse de la
prolifération. Ainsi, les mécanismes par lesquels le PIGF pourrait avoir un impact sur la

modulation des Treg dans le contexte d’un blocage du VEGF-A/VEGFR2 restent a élucider.
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Une des perspectives de notre travail est 1’analyse de 1’effet propre du PIGF ou de I’inhibition
du PIGF, ainsi que I’analyse de I’effet combiné ou du blocage des 2 voies. La mise en évidence
d’un effet immunomodulateur spécifique de 1’aflibercept pourrait permettre d’envisager des
stratégies thérapeutiques associant aflibercept a immunothérapies. En effet, si de nombreuses
études sont disponibles ou en cours avec des combinaison bevacizumab + immunothérapie,

aucune donnée n’est disponible avec I’aflibercept.

La voie HGF/c-Met peut-elle moduler les Treg, et par quel

mécanisme

Dans I’étude ancillaire de I’essai randomis¢ PRODIGE 20 menée dans le cancer gastrique
métastatique, nous avons observé que les Treg étaient significativement diminués chez les
patients traités par chimiothérapie + rilotumumab (anti-HGF), alors qu’il n’y avait pas de baisse
des Treg chez les patients des autres bras (chimiothérapie seule ou chimiothérapie + anti-EGFR)
(données non montées). Cet effet pourrait étre 1i€ en partie a I’interaction entre les voies HGF/c-
MET et VEGF/VEGFR2. En effet il a été montré que 1’activation de la voie HGF/c-MET
pouvait induire I’expression de VEGF ainsi que celle de VEGFR-2. Ainsi I’inhibition de la voie
HGF/c-MET pourrait indirectement inhiber VEGF-A/VEGFR2, a I’origine de la baisse des
Treg.

Cependant, la modulation de la voie HGF/c-MET pourrait avoir un impact direct sur les cellules
immunitaires. Dans le but d’étudier le role de I’'HGF dans la modulation des Treg dans le cancer
de I’estomac, plusieurs travaux ont été réalisés par notre équipe (Palle et al. JFHOD 2018 ;
Hirsch et al. ESMO 2018, annexe 2 et 3). Ces travaux ont premiérement montré que les Treg et
les T conv périphériques issus d’une cohorte prospective de patients atteints de cancer de
I’estomac n’exprimaient pas le c-Met a leur surface. Ces données suggérent donc un effet
indirect de I’HGF sur la modulation des Treg.

En revanche, il a été montré que les monocytes de ces patients, cellules précurseur des DC,
exprimaient le c-Met a leur surface. Par ailleurs, il a été confirmé que les monocytes circulants
des patients issus de I’étude MEGA/Prodige 17 exprimaient également le c-met. Enfin, in vitro,
Le traitement de monocytes par HGF en présence de GM-CSF et d'IL-4 induisait le
développement de cellules exprimant les marqueurs de DC CD11c et HLA-DR, diminuait
I'expression des molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86 et inhibait leur maturation
induite par LPS. De plus, la stimulation par le HGF augmentait la sécrétion de la cytokine pro-

tolérogéne IL-10. Ainsi, la différentiation des monocytes en présence d’HGF pourrait entrainer
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une différentiation en DC immature pro-tolérogéne, et ainsi moduler la proportion de Treg.
Nous allons poursuivre ces travaux de caractérisation des effets de ’HGF sur les monocytes,
en étudiant in vitro I’effet de ces monocytes différentiés en présence d’HGF sur la prolifération
et la fonction des Treg, et en étudiant in vivo ces monocytes exprimant c-MET au sein des

tumeurs dans des modeles murins ou des pieces opératoires de cancer gastrique.

5. Nos résultats peuvent-ils permettre une meilleure sélection
des patients candidats a I'immunothérapie dans le CCR et le
CG

Les ICI ont été testés dans ces deux principales localisations de cancers de 1’épithélium
glandulaire digestif. Cependant, que ce soit dans le CG comme dans le CCRm, I’efficacité reste
limitée a un petit nombre de patients, qu’on ne sait pas encore bien identifier. Le role du MMR
est bien démontré dans les deux localisations, et il a été bien établi que les tumeurs MSI/dMMR
sont de bons candidats a I’immunothérapie. En revanche, dans les tumeurs MSS/pMMR, peu
de patients répondent, et pour le moment aucun facteur prédictif d’efficacité n’a été identifié.
Dans les CCRm, la charge mutationnelle tumorale pourrait étre un élément intéressant, comme
montré dans une analyse de sous-groupe d’un essai récent (Xueyu Chen et al ASCO 2019).
Dans les cancers gastriques, la principale piste explorée a ce jour est I’expression de PD-L1 par
les cellules tumorales, éventuellement combiné avec 1’expression PD-L1 par les TIL
(Combined positive score, CPS), puisqu’elle est un élément pronostic dans ces cancers, et que
de plus il s’agit du seul facteur prédictif validé dans une autre localisation (cancers
pulmonaires). Cependant, ces potentiels facteurs prédictifs n’ont pas été confirmés dans les
essais récents. Dans certains types tumoraux, I’analyse des TIL a été suggéré comme potentiel
facteur prédictif d’efficacité de I’immunothérapie (566). La valeur pronostic des TIL dans le
CCR est largement décrite y compris dans les tumeurs MSS/pMMR. Nous avons retrouvé dans
notre étude que les TIL CD8* étaient associés a un meilleur pronostic dans le CG métastatique.
Ces données constituent un fort rationnel pour 1’étude des TIL CD8* comme facteur prédictif
d’efficacité des ICI, dans les CCR et les CG métastatiques MSS/pMMR, et permettre ainsi de
sélectionner des nouvelles populations susceptibles de répondre aux ICI au-dela de ceux
MSI/dMMR. De plus, les TIL CD8" étaient, aprés exclusion des CG MSI/dMMR,

significativement moins nombreux dans les formes diffuses ou mixtes que dans les formes
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intestinales, de méme que les Treg circulants et les NK circulants. Ces donnees, suggerent que
les formes diffuses/mixtes de CG pourraient étre des tumeurs ignorées par le systeme
immunitaire, et donc potentiellement moins sensibles aux immunothérapies. La classification
histologique de Lauren pourrait également étre un facteur prédictif a prendre en compte, ou au
moins de stratification dans les futurs essais d’immunothérapie dans les CG.

Par ailleurs, les Treg ont été décrits comme participant aux mécanismes de résistance aux ICI
(567). La quantification des Treg périphériques, et la compréhension du réle et de la régulation
des différentes sous-populations pourrait également contribuer a mieux sélectionner les patients

susceptibles de répondre a I’'immunothérapie.

6. Nos résultats peuvent-ils fournir des pistes d’optimisation

des stratégies d'immunothérapies

Intégration de cet effet dans des combinaisons AA +

immunothérapie : un challenge non résolu dans le CCR pMMR

Nos travaux ont mis en évidence le role majeur de ’angiogenése et des anti-angiogéniques dans
la régulation des Treg. En paralléle notre équipe a également mis en évidence le réle de
I’angiogenése 1I’accumulation des MDSC d’une part (Pointet JFHOD 2015, annexe 5) et sur
I’exhaustion des CD8 d’autre part (Voron et Al. J exp med, annexe 1) (450), et que les AA
étaient capables de diminuer ces phénomenes d’exhaustion, en particulier I’expression de PD1.
Nous avons, dans ces travaux, suggéré que les AA pourraient conditionner 1’environnement
immunitaire des tumeurs et améliorer 1’efficacité des immunothérapies, en particulier les anti-
PD-1. Nos travaux ont donc constitué un fort rationnel pour des combinaisons AA et
immunothérapies. Depuis, de nombreux travaux ont étudié les effets biologiques et cliniques
de ces associations. Ces résultats ont donné lieu a de nombreux essais cliniques, en particulier
avec la combinaison atezolizumab (anti-PD-L1) et bevacizumab (anti-VEGF-A) avec de
résultats préliminaires trés encourageants dans différents types de tumeur. Nous avons décrit
ces effets biologiques et cliniques en introduction de ce manuscrit.

Cependant malgré ces signaux biologiques et cliniques, la combinaison atezolizumab +
bevacizumab n’a montré aucun signal d’efficacité chez des patients atteints les CCRm pMMR

dans un essai randomisé récent.
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La caractérisation phénotypique et fonctionnelle des Treg pourrait permettre d’améliorer la
compréhension des mécanismes immunitaires précis mis en jeu par les AA, et des phénomenes
d’échappement a ces mécanismes. Une perspective de notre travail sera d’étudier plus
précisément 1’évolution des cellules immunitaires induites par des combinaisons AA/ICI, en
particulier les différentes sous-population de Treg, les autres cellules immunosuppressives
comme les MDSC, et leur impact sur la réponse effectrice.

Par ailleurs, la compréhension du réle du PIGF et de 'HGF pourrait également permettre
d’optimiser ces stratégies combinées, en ciblant plusieurs voies de I’angiogenése. Nous
étudierons ainsi dans des modéles murins les effets biologiques et cliniques des combinaisons

aflibercept et/ou cabozantinib avec un anti-PD-1.

Au-dela des combinaisons AA/ICI, d’autres stratégies doivent
étre explorées dans les tumeurs ignorées par le systéeme

Immunitaire

Enfin, I’identification dans les cancers gastriques des formes diffuses/mixtes comme ayant un
phénotype évoquant une « cold tumor », ignorées par le systeme immunitaire, doit faire
rechercher de nouvelles stratégies thérapeutiques, afin de rendre ces tumeurs immunogenes.
Les mécanismes d’ignorance immunitaires ne sont cependant pas bien ¢€lucidés. Parmi les
mécanismes possibles, on peut citer une plus faible charge mutationnelle de ces tumeurs
classées comme « génomiquement stables », une faible expression de PD-L1, une perte
d’expression du CMH, ou encore une perte d’expression d’E-Cadherine entrainant une
diminution de I’accumulation des LT CD8*CD103* (T résidents mémoires). En tout cas, ces
mécanismes et le faible nombre de cellules régulatrices ou effectrices observés font suggérer
que des stratégies d’immunothérapie non spécifique comme une combinaison AA/ICI visant a
moduler la réponse immunitaire ne suffiront pas a transformer une tumeur ignorée en tumeur
immunogene. Ainsi, d’autres stratégies d’immunothérapie devront étre envisagée pour ces
patients. En particulier, des traitements combinés visant a outrepasser ces mécanismes

d’ignorance immunitaire, comme les CAR-T cells, pourraient étre particulierement d’intérét.
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Conclusion géneérale

Au travers de ces travaux, nous avons mis en évidence le réle prépondérant de la voie VEGF-
A/VEGFR-2 dans [D’induction directe d’une accumulation de Treg favorisant un
microenvironnement tumoral immunosuppresseurs. Nos travaux préliminaires suggérent que,
parallelement a la voie VEGF-A/VEGFR?2, d’autres voies alternes de I’angiogenése comme le
PIGF/VEGFR1 ou la voie HGF/c-Met pourraient également avoir un role dans la modulation
des Treg.

Nous avons mis €également en évidence que les traitements ciblant les voies de 1’angiogenése
étaient capables de diminuer les Treg, en particulier les Treg Thl-like. Parallélement, d’autres
travaux réalisés dans le laboratoire ont permis de mettre en évidence d’autres mécanismes
immunosuppresseurs du VEGF-A comme 1’exhaustion des LT CD8", ou I’accumulation des
MDSC monocytiques, et la réversion de ces phénomeénes par les AA.

La compréhension de ces mécanismes pourrait permettre tout d’abord d’avoir des marqueurs
d’efficacité des AA permettant de limiter des prescriptions inutiles. Ensuite, identifier les
patients ayant une immunomodulation plus forte avec ces molécules pourrait permettre de
mieux sélectionner les patients susceptibles de répondre aux combinaisons
AA/immunothérapies, qui n’ont pour l’instant pas démontré d’efficacit¢ dans le cancer
colorectal MSS/pMMR. Enfin, ces travaux permettent d’envisager certaines optimisations des
combinaisons actuellement testées, grace a un ciblage combiné de différentes voies anti-
angiogéniques au pouvoir immunomodulateur, et a une stimulation spécifique d’une réponse
Thil.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence chez des patients traités pour un cancer gastrique
métastatique dans une étude prospective, que les TIL CD8" et les NK circulants étaient des
facteurs associés a une meilleure survie des patients. Si la valeur des TIL était démontrée dans
les cancers localisée, cette étude est la premiére a montrer qu’ils ont une valeur pronostique
dans les formes avancées. Par ailleurs, nous avons montré que les formes histologiques diffuses
ou mixtes avaient un microenvironnement tumoral différent, avec un plus faible nombre de
Treg circulants et une plus faible infiltration en TIL CD8*. Ces résultats suggérent que les
cancers gastriques diffus sont des tumeurs ignorées par le systeme immunitaire, et susceptibles
de moins bien répondre aux ICI. Au total, nos travaux fournissent un rationnel important pour
supporter 1’utilisation des ICI dans le cancer gastrique avancé de forme intestinal, & I’inverse

des formes diffuses. En revanche, de nouvelles stratégies d’immunothérapie peuvent étre
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envisagées dans les formes diffuses, afin de surpasser cette ignorance immunitaire, comme
I’utilisation de CAR T cells.
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Immune escape is a prerequisite for tumor development. To avoid the immune system, tumors
develop different mechanisms, including T cell exhaustion, which is characterized by ex-
pression of immune inhibitory receptors, such as PD-1, CTLA-4, Tim-3, and a progressive
loss of function. The recent development of therapies targeting PD-1 and CTLA-4 have
raised great interest since they induced long-lasting objective responses in patients suffer-
ing from advanced metastatic tumors. However, the regulation of PD-1 expression, and
thereby of exhaustion, is unclear. VEGF-A, a proangiogenic molecule produced by the
tumors, plays a key role in the development of an immunosuppressive microenvironment.
We report in the present work that VEGF-A produced in the tumor microenvironment
enhances expression of PD-1 and other inhibitory checkpoints involved in CD8* T cell
exhaustion, which could be reverted by anti-angiogenic agents targeting VEGF-A-VEGFR.
In view of these results, association of anti-angiogenic molecules with immunomodulators
of inhibitory checkpoints may be of particular interest in VEGF-A-producing tumors.

One of the major processes involved in tumor
appearance and growth is the capacity of tumor
cells to develop escape mechanisms to the im-
mune system (Schreiber et al., 2011). Thus,
induction of cells with immunosuppressive
properties, such as regulatory T (T reg) cells or
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), and
promotion of T cell exhaustion are key mecha-
nisms of immune evasion. T cell exhaustion
is phenotypically characterized by the expres-
sion of inhibitory molecules called inhibitory
checkpoints, such as Program Cell Death-1
(PD-1), and functionally by a gradual dysfunc-
tion state where effector functions of T cells are
blocked. Studies have shown that PD-1-PD-L1
pathway blockade could improve antitumor
immune responses in mouse models (Sakuishi
et al., 2010). Administration of anti—PD-1 anti-
body to metastatic melanoma patients leads to
durable objective responses in 17-28% of patients.

*T. Voron, O. Colussi, E. Marcheteau, ]. Taieb, and M.
Terme contributed equally to this paper.
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These responses are associated with an increase
in CD8" T cell infiltration (Topalian et al., 2012;
Hamid et al., 2013). Thus, blocking the PD-1
pathway could help to overcome T cell exhaus-
tion and restore efficient antitumor responses.
In tumors or during chronic viral infections,
PD-1 expression is maintained (Wherry et al.,
2007). The mechanisms involved in PD-1 ex-
pression and exhaustion of tumor-infiltrating
T cells are poorly understood, even though a
link to antigen persistence has been suggested
(Wherry, 2011). Factors produced in the tumor
microenvironment could be involved in the
induction of PD-1 expression, and thereby of
exhaustion in the tumors, for the following rea-
sons: only tumor-infiltrating CD8" T cells and
noncirculating CD8* T cells bear an exhausted
phenotype and express PD-1 (Baitsch etal.,2011);

© 2015 Voron et al. This article is distributed under the terms of an Attribution-
Noncommercial-Share Alike-No Mirror Sites license for the first six months
after the publication date (see http://www.rupress.org/terms). After six months
it is available under a Creative Commons License (Attribution-Noncommercial-
Share Alike 3.0 Unported license, as described at http://creativecommons.ora/
licenses/by-nc-sa/3.0/).
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and vaccination protocols have been shown to stimulate antigen-
specific CD8" T cells in tumor patients, but these CD8"
T cells remain hyporesponsive at the tumor site (Appay et al.,
2006). Among immunosuppressive factors produced by tumor
cells, VEGF-A exhibits proangiogenic properties but also has
a key role in the induction of an immunosuppressive micro-
environment (inhibition of dendritic cell maturation, accu-
mulation of MDSC, and induction of T reg cells; Gabrilovich
et al., 1996; Huang et al., 2007). We have recently shown that
VEGEF-A could also directly induce T reg cell proliferation in
a VEGFR2-dependent manner in tumor-bearing mice and
metastatic colorectal cancer patients (Terme et al., 2013).Tar-
geting the VEGF-A-VEGFR axis with antiangiogenic mole-
cules could decrease T reg cell and MDSC proportions in
tumor-bearing mice and cancer patients (Finke et al., 2008;
Ko et al., 2009; Cao et al., 2011;Terme et al., 2013). Sunitinib,
a multitarget tyrosine kinase inhibitor (TKI) that blocks vas-
cular endothelial growth factor receptors 1,2, and 3 (VEGFR1,
R2, and R3), platelet-derived growth factor receptors o
and B, stem cell factor receptor, and FIt3, has been shown
to decrease PD-1 expression at the mRNA level in tumor-
infiltrating T cells (Ozao-Choy et al., 2009). However, it is
unclear whether the effect of this multitarget molecule results
directly from VEGF-A-VEGFR axis inhibition or through
another signaling mechanism. In vitro studies have shown that
VEGF-A could decrease T cell functions (Gavalas et al., 2012;
Ziogas et al., 2012) without addressing the direct role of
VEGEF-A on the regulation of PD-1 expression and thereby
onT cell exhaustion in tumors. Thus, we studied the impact of
VEGF-A-VEGFR blockade on PD-1 and other inhibitory
receptor expression on CD8" T cells and the direct role of
tumor-derived VEGF-A on tumor-induced T cell exhaustion.

RESULTS AND DISCUSSION

Targeting VEGF-A-VEGFR pathway is sufficient to decrease
PD-1 expression on intratumoral CD8* T cells

We first analyzed the impact of VEGF-A-VEGFR blockade
on PD-1 expression on tumor-infiltrating CD8" T cells in a
mouse model of colorectal cancer (CT26). CT26 tumor cells
produce high levels of VEGF-A in vitro (Terme et al., 2013).
In vivo, the VEGF-A concentration was ~10 times higher in
the tumor microenvironment, reaching 366.9 * 53.8 pg/ml
as compared with plasma level (31.4 + 4.38 pg/ml). In the
same way, PD-1 expression was low on splenic CD8* T cells
from naive (3.12 + 2.60%) and tumor-bearing mice (3.27 *
2.43%), but strongly increased on intratumoral CD8" T cells
(54.85 £ 16.16 pg/ml; P < 0.0001). CT26 tumor-bearing
mice were treated with anti-VEGF-A antibody or different
TKI targeting (sunitinib) or not (masitinib) VEGFR. DMSO
or mouse serum were given to mice as control for TKI and
anti-VEGF-A antibody, respectively, without modulating
PD-1 expression compared with nontreated tumor-bearing
mice (unpublished data). Treatments targeting the VEGFA—
VEGEFR axis resulted in a significant reduction of PD-1 ex-
pression on intratumoral CD8" T cells, whereas masitinib
(Fig. 1, a—c, right), a TKI that targets c-Kit, PDGFR, and Fak
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kinases but not VEGFR (Dubreuil et al., 2009), had no effect.
These treatments induced significant antitumor effects (Fig. 1,
a and b, left). Thus, blocking VEGF-A-VEGFR axis decreases
PD-1 expression on intratumoral CD8" T cells and restores
IFN-y production in intratumoral CD8* T cells (28.35 £+ 5.7%
in control group and 62.11 * 5.3% in ant-VEGFA-treated
mice after PMA/ionomycin restimulation; P = 0.0015). Inter-
estingly, the antitumor effect of anti-VEGFA is at least in part
due to CD8"* T cells because depletion of CD8* T cells re-
duced antitumor effect during anti-VEGFA treatment (Fig. 1 d).
We next looked for evidence of VEGF-A involvement in
PD-1 expression and found that the intratumoral VEGF-A
level was significantly correlated with PD-1 expression on tumor-
infiltrating CD8* T cells (Fig. 1 e;r = 0.502; P = 0.0398). We
also took advantage of a fibrosarcoma cell line nullizygous for
VEGEF-A expression (Stockmann et al., 2008). Importantly, in
VEGF-null tumors (MEF KO), the percentage of PD-1 ex-
pression on intratumoral CD8* T cells was greatly decreased
compared with MEF wild-type counterparts (Fig. 1 ).

VEGF-A enhances PD-1 expression on VEGFR-

expressing CD8* T cells in vitro

To understand whether VEGF-A can act directly on CD8*
T cells, we first analyzed the expression of the two VEGF-A
receptors, VEGF-R 1 and -R2, on CD8* T cells in vivo. We
observed that these two receptors are expressed only at very
low levels in spleens of tumor-free and tumor-bearing mice,
but are strongly increased on tumor-infiltrating CD8* T cells
(Fig. 2 a). These VEGFR™ CD8* T cells also expressed PD-1
(unpublished data). Because tumor-infiltrating T cells bear an
activated phenotype unlike splenic CD8" T cells, these results
suggested that VEGFR expression could be associated with
T cell activation (Whiteside and Parmiani, 1994).To recapitulate
this phenomenon in vitro, we analyzed expression of these
receptors after stimulation of purified CD8" T cells with dif-
ferent doses of anti-CD3 by flow cytometry and confocal
microscopy. Expression of VEGF-R1 and -R2 was induced
by stimulation with 3 pg/ml of anti-CD3 and became signifi-
cant at 10 pg/ml after 48 h of culture (Fig. 2, b—d). Because
CDS8* T cells can express VEGF receptors after activation, we
then analyzed the impact of VEGF-A on these T cells. Anti-
CD3 stimulation induced expression of PD-1, but addition of
VEGEF-A enhanced PD-1 expression on these cells in a dose-
dependent manner (Fig. 2, e—f). Furthermore, this effect was
blocked when anti-VEGF-A antibody was added to the cul-
ture (unpublished data). Thus, VEGF-A directly increases
PD-1 expression on activated CD8* T cells.

VEGF-A directly enhances expression of inhibitory

receptors involved in T cell exhaustion

PD-1 is the first inhibitory receptor associated with T cell
exhaustion. However, other receptors are expressed on ex-
hausted T cells, such as Tim-3, CTLA-4, and Lag-3 (Sakuishi
et al., 2010; Woo et al., 2012; Duraiswamy et al., 2013). Density
and co-expression of these different molecules have been as-
sociated with the magnitude of T cell exhaustion. The more
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the T cells express these receptors the more they are dysfunc-
tional (Blackburn et al., 2009).We observed that VEGF-A not
only enhances PD-1 expression but also increases the per-
centages of Tim-3—and CTLA-4—expressing CD8" T cells in
a dose-dependent manner (Fig. 3, a—c). The levels of the ex-
pression for each molecule (PD-1,Tim-3, CTLA-4, and Lag-3)
were also increased in a dose-dependent manner (Fig. 3 d).

JEM Vol. 212, No. 2

We then analyzed the simultaneous co-expression of these
receptors. Strikingly, compared with the basal expression of
0-1 inhibitory receptor expressed on CD8" T cells in the ab-
sence of exogenous VEGF-A, increasing VEGF-A concen-
trations induced the simultaneous expression of 3—4 inhibitory
receptors on more than 2/3 of T cells (Fig. 3 ¢). To deter-
mine whether VEGF-R1 or VEGF-R2 are involved in

141

163



Q
*
*
*
*

100+ 25+
| | | . 1
s o 80 ns .
x 0 [ 1 o0 N
L 607 &
& & 4= o
W ©
> 8 401 =1 =
S | =
201 o
5] ey
0 T T T 0
Spleen Spleen Tumor Spleen Spleen Tumor
Naive mice CT26 tumor-bearing mice Naive mice CT26 tumor-bearing mice
b 801 24h = 80+ ™ 24h i
M 48h M 48h
+ 2 601 £, 2 601
¥ 8 &3
W W
+ 1 + 404
g8 ® g
>0 >0
s 490 S £ 201
j - . 0
0 053 10 0 053 10 0053 10 0053 10
Anti-CD3 (pg/ml) Anti-CD3 (ug/ml)
c /}m_ A CDB* VEGFR2* d DAPI CD8 VEGFR2 MERGE
A 46,5 Isotype control
300 Activated CD8+
- T cells
c
8 2004 } .\ 4
&) Activated CD8+
100 T cells
o w v
10! 10° 10uM
=~
-
VEGF-R2
e 801 without VEGF " f 80 .
w
@ M VEGF (50ng/ml) %
= : 60
X o
o
o 8 40
£ £
A T 20
& g
ES ES
0 0.5 3 10 0 0 5 20 50 100
Anti-CD3 (ug/ml) VEGF (pg/ml)

Figure 2. VEGF-A enhances PD-1 expression on CD8* T cells in vitro. (a) VEGF-R1 (left) and -R2 (right) expression is shown on CD8* T cells from
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VEGF-A—mediated T cell exhaustion, we added neutraliz-
ing antibodies to the CD8" T cell culture in the presence of
VEGF-A. Anti-VEGF-R2, but not anti-VEGF-R 1 antibody,

was able to block the VEGF-A—induced up-regulation of
these inhibitory receptors (Fig. 3 f), demonstrating the in-
volvement of VEGF-R2 in this phenomenon.To extend this
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observation, we analyzed the differential expression of genes
coding for inhibitory receptors involved in CD8* T cell ex-
haustion. Quantitative RT-PCR analysis showed that other in-
hibitory receptors, such as CDD244/2B4, CD160, and BTLA,
were also enhanced by VEGF-A stimulation (Fig. 3 g). These
results showed that VEGF-A enhances expression of many dif-
ferent inhibitory receptors involved in CD8" T cell exhaustion.
Furthermore, an increased expression of NFAT was observed
after VEGF-A stimulation (Fig. 3 g). NFAT is known to be in-
volved in VEGF-R 2 signaling (Liu et al., 2003; Schweighofer
et al., 2009), as well as in the control of PD-1 and CTLA-4
expression (Gibson et al., 2007; Oestreich et al., 2008). To de-
termine if VEGF-A-induced T cell exhaustion is dependent
on NFAT activation, we used a specific NFAT inhibitor
(11R-VIVIT; Le Roy et al., 2012). Interestingly, NFAT inhibi-
tion blocked the VEGF-A-induced simultaneous expression of
the 4 inhibitory receptors (Fig. 3 h). Among the different sig-
naling pathways activated by VEGFR2 (PI3K-Akt, PLCY, and
Erk), the PLCy—calcineurin pathway is known to activate
NFAT (Schweighofer et al., 2009). Upon VEGF-A treatment,
increased PLCy phosphorylation was observed in CD8* T cells
by Western blot (unpublished data). Furthermore, inhibition of
PLCry and calcineurin by the chemical inhibitor U73122 and
cyclosporine A (CsA), respectively, resulted in an inhibition of
VEGEF-A-induced inhibitory receptor expression on CD8"
T cells (unpublished data). Together, these results show that
VEGEF-A enhances the expression of inhibitory receptors
involved in T cell exhaustion via activation of the VEGFR2-
PLCry-calcineurin—-NFAT pathway.

Targeting VEGF-A in tumor models reverts expression

of inhibitory molecules associated with T cell exhaustion

To document if VEGF-A neutralization could revert expres-
sion of PD-1 and other inhibitory receptors in vivo, we tested
anti-VEGF-A treatment on CT26-bearing mice. CT26 cells
were implanted subcutaneously but also directly to the liver
by subcapsular injection of tumor cells in the left lobe of the
liver resulting in the development of liver metastases within
7-10 d, which is more relevant than our subcutaneous tumor
model. Consistent with our in vitro results, VEGF-A inhibi-
tion decreased the proportion of tumor-infiltrating CD8"
T cells expressing PD-1/Tim-3, PD-1/CTLA-4, and PD-1/
Lag-3 (Fig. 4, a and c). Analysis of simultaneous expression of
these receptors on CD8* T cells revealed that anti-VEGF-A
treatment decreased the proportion of tumor-infiltrating CD8*
T cells expressing 3—4 receptors when treatment was started
when tumors reached ~10 mm? (Fig. 4 d). It is of note that
anti-VEGEF-A treatment has no effect on the expression of 3—4
inhibitory receptors on tumor-infiltrating CD8" T cells when
very large tumors were treated (>90 mm? at the beginning of
the treatment). Mice bearing hepatic metastases (Fig. 4 e, left)
were treated with anti-VEGF-A from day 10-20. Analysis of
inhibitory receptors revealed a decrease of CD8™ T cells bearing
3—4 inhibitory receptors and mainly of PD-1/Tim-3 expres-
sion confirming our results in this more relevant tumor site
(Fig. 4, e and f). Interestingly, in two tumor models where
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intratumoral VEGF-A level is low,VEGF-null tumors (MEF-KO)
and the MC38 colorectal tumor model (133.3 £ 15.35 pg/ml),
the proportion of tumor-infiltrating CD8* T cells expressing
3—4 inhibitory receptors was limited (<25%; Fig. 4 g). To-
gether, these results showed that targetingVEGF-A can decrease
the VEGF-induced expression of inhibitory receptors medi-
ating CD8" T cell exhaustion, not only in subcutaneously
established tumors, but also in hepatic metastases from
colorectal cancer.

Combination of anti-PD-1 antibodies with VEGF-A
blockade induced a strong and synergic antitumor

effect in tumors producing high levels of VEGF-A
Immunotherapeutic strategies using anti-PD-1 antibodies
have been recently developed and resulted in strong antitu-
mor responses in advanced solid tumors (Topalian et al.,2012).
However, not all patients experienced an objective response.
Because anti-VEGF-A treatment decreases PD-1 expression
on intratumoral CD8* T cells but does not fully restore the
steady-state level of PD-1 expression, we hypothesized that
VEGE-A blockade could help to sensitize T cells to anti—
PD-1 antibody treatment in some tumors. We administered
anti-PD-1 antibody to VEGF-deleted-MEF tumor cells (Fig. 4 h)
or wild-type MEF tumor cells (Fig. 4 i). Interestingly, anti—
PD-1 antibody induced a significant antitumor effect only in
VEGF-KO MEF tumor-bearing mice (Fig. 4 h) and not in
WT MEF tumor-bearing mice (Fig. 4 i), suggesting that
VEGF produced by tumor cells limits anti-PD-1-induced
antitumor effects. We next tried to combine anti-VEGFA
antibody with anti-PD-1 antibody in our CT26 mouse
model of colorectal cancer expressing high levels of VEGF-A
(Fig. 4 j). Anti—VEGF-A treatment reduced tumor growth
(P < 0.0001; Fig. 1 b), and anti-PD-1 antibody alone had
no significant effect, but the anti-VEGF-A and antu-PD-1
combination induced a strong antitumor effect (71.91 +
64.66 mm?) as compared with anti-VEGF-A alone (123 +
56.21 mm?; P = 0.05) or anti-PD-1 alone (227 * 28.9 mm?;
P = 0.05). This result suggests that high VEGE-A levels may
be involved in resistance to anti-PD-1 treatments and that anti-
angiogenic therapies targeting VEGF-A-VEGFR in these
tumors expressing high levels of VEGF-A could synergize with
anti-PD-1 treatment strategies and enhance anti—-PD-1-
dependent antitumor effects.

Our work shows, to our knowledge for the first time, that
VEGEF-A produced by the tumor enhances expression of
inhibitory immune checkpoints mediating T cell exhaustion
on intratumoral CD8* T cells. In vivo analysis of VEGFR ex-
pression in mouse tumor models revealed that only tumor-
infiltrating activated CD8" T cells, and not circulating CD8*
T cells, can express VEGFR, which seems to be linked to
TCR engagement. In vitro, addition of VEGF-A after TCR
engagement on CD8" T cells increases expression of inhibi-
tory checkpoints (PD-1, Tim-3, CTLA-4, and Lag-3) in a
VEGFR-2/PLC+y/calcineurin/NFAT-dependent manner. In
CT26 heterotopic and liver metastases tumor models where
intratumoral VEGF-A level is high, anti-VEGF-A treatment
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could down-regulate the expression of these inhibitory re-
ceptors. Combining antiangiogenic agents targeting the
VEGF-A-VEGF-R2 axis could synergize with immunother-
apeutic approaches, as shown here, by combining anti-VEGF-A
with anti-PD-1 in VEGF-expressing tumors, which are resis-
tant to anti-PD-1 treatment. As in mouse tumor models,
tumor-infiltrating CD8" T cells, but not circulating CD8*
T cells, derived from colorectal cancer patients express
VEGFR2 (48.4 + 14.25%). Further investigations are needed
to determine if VEGF-A could modulate inhibitory receptor
expression on human CD8" T cells.

MATERIALS AND METHODS

Animals

6-8-wk-old female BALB/c or C57BL/6 mice were purchased from Charles
River Laboratories and kept in specific pathogen—free conditions at the In-
stitut National de la Santé et de la Recherche Médicale U970 animal facility.
Experiments respected institutional guidelines and were approved by the
Paris-Descartes University ethics committee (CEEA34.MT.072.12).

Animal models and treatments

Heterotopic tumor models. Two-colon carcinoma models were used:
CT26 and MC38. CT26, an N-nitroso-N-methylurethane-induced undif-
ferentiated colon carcinoma cell line, was obtained from American Type Cul-
ture Collection and MC38 was provided by N. Chaput (Insitut Gustave-Roussy,
France). VEGF KO and wild-type MEF cells were provided by C. Stock-
mann (INSERM, Paris, France). The VEGF-A-deficient MEFs are isogenic
with the wild-type MEFs (Stockmann et al., 2008). CT26 cells (2 x 10°) or
VEGF-KO MEF and wild-type MEF cells (10%) or MC38 (5 X 10%) were
injected subcutaneously at day 0 in the right flank of BALB/¢ mice (CT26) or
°57BL/6 mice. Tumor growth was monitored twice a week using a caliper.

Model of colorectal liver metastases. At day 0, the BALB/c mice were
anesthetized with i.p. injection of 100 pl of ketamine/xylazine and operated
on through a midline laparotomy. After liver exposure, a single liver tumor
was induced by direct injection of 1.5 X 10* CT26 cells under the liver cap-
sule of the left lobe. The midline incision was closed with interrupted suture.
At day 10, all mice were randomized between the control and the treated
groups before treatment. At day 24, mice were sacrificed.

Treatments. Treatments were started when the tumors reached 9-10 mm?.
Sunitinib (Sutent) and masitinib (4-[4-methylpiperazin-1-ylmethyl]-N-[4-
methyl-3-[4-pyridin-3ylthiazol-2-ylamino| phenyllbenzamide-mesylate
methane sulfonic acid salt) were given by oral gavage at 40 mg/kg daily and
30 mg/kg bid, respectively. Sunitinib and masitinib were dissolved in DMSO
and diluted in PBS before administration. Control mice received DMSO
diluted in PBS. In this study, masitinib was used as a negative control to
probe the VEGFR inhibition of sunitinib. Masitinib is a highly selective TKI
that targets a limited number of key kinases involved in various cancers and
inflammatory diseases, including c-Kit, PDGFR and Fak, but not VEGFR
(Dubreuil etal., 2009). Masitinib is currently the most selective TKI in clini-
cal development or already approved to date. An anti-mouse-VEGF-A anti-
body (B20-4.1.1) was administered i.p. at 5 mg/kg twice a week.

In some experiments, a neutralizing anti-mouse PD-1 antibody (RPM1-
14; Yamazaki et al., 2005) was administered i.p. at 0.25 mg twice a week.
Sunitinib was provided by Pfizer, anti-mouse-VEGF-A antibody was pro-
vided by Genentech, and masitinib was provided by AB Science SA. After
treatments, tumors were dissociated using Gentle Macs dissociator (Miltenyi
Biotec). For CD8" T cell depletion studies, anti-CD8 antibody (clone 2.43;
BioXcell) or isotype control antibody (rat [gG2a) was administered at 100 pg
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i.p. to CT26-tumor bearing mice the day before starting anti-VEGFA treat-
ment. CD8 depletion was checked by flow cytometry.

Flow cytometry

Cell surface-staining was performed on tumor-infiltrating cells using anti-
CD8 (53-6.7; eBioscience), anti-PD-1 (J43; eBioscience), anti—-CTLA-4
(UC10-4B9; BioLegend), anti-Lag-3 (C9B7W; BioLegend), anti-Tim-3
(RMT3-23; BioLegend), anti-mouse VEGF-R2 (89B3A5; BioLegend), and
anti-mouse VEGF-R 1 (141522; R&D Systems). Isotype controls were used
as a negative control. Dead cells were excluded using live/dead fixable aqua
dead cell kit (Invitrogen, UK). Stained cells were analyzed with LSRII cyto-
fluorometer using FACS Diva Software (BD), and FlowJo Software (Tree
Star). The co-expression of inhibitory molecules was analyzed using SPICE
v5.3 software.

Confocal microscopy

Anti-CD3-stimulated CD8* T cells were stained for confocal microscopy. In
brief, cells were fixed in 2% paraformaldehyde on superfrost plus slides. Cells
were washed 3 times in PBS-Triton X-100 0.1%, and then blocked with PBS
containing BSA and glycin for 30 min before incubation with primary anti-
bodies: anti-VEGFR2 (55B11; Cell Signaling Technology) or anti-CD8
(clone 53-6.7; eBioscience), or isotype control antibodies (rabbit IgG isotype
control (Cell Signaling Technology) and rat IgG2a isotype control (eBiosci-
ence). Cells were then washed with PBS Triton 0.1% and incubated with
secondary antibodies: goat anti-rabbit Alexa Fluor 647 and goat ant-rat
Alexa Fluor 488 (Life Technologies). After washing, cells were incubated with
DAPI and mounted over Fluoromount G (Interchim). Confocal microscopy
was performed using the SP8 Leica microscope using LAS AF software
(Leica) and Image] software.

VEGF dosage

Tumors were mechanically dissociated with lysis buffer (T-PER Tissue Pro-
tein Extraction Reagent; Thermo Fisher Scientific) containing a protease
inhibitor (Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free; Thermo Fisher Sci-
entific). For each tumor model, the same quantity of tumors has been dissoci-
ated in the lysis buffer (100 mg of tumors in 2 ml of lysis buffer). Supernatant
was obtained after centrifugation. VEGF-A concentration was evaluated by
ELISA (mouse VEGF DuoSet; R&D Systems).

Isolation and culture of lymphocytes

CD8* T lymphocytes were purified from splenocytes using a CD8" isolation
kit (Miltenyi Biotec). Purified CD8* T lymphocytes were cultured in the
presence of plate-bound anti-CD3 (10 pg/ml) with or without recombinant
murine VEGF-A (50 ng/ml; Miltenyi Biotec). After 48 h of culture, cells
were harvested and analyzed by cytometry or used to extract mRNA.
In some experiments, anti-VEGF-R1 (20 pg/ml; R&D Systems) or anti—
VEGF-R2 (10 pg/ml; clone 91202; R&D Systems) antibodies or isotype
control were added to the culture medium. In some experiments, 11R-
VIVIT (Merck Millipore) was added 1 h at 5 uM before the addition of
VEGF-A and during the stimulation with VEGF-A.

RNA sample preparation and quantitative RT-PCR analyses

Total RNA from VEGF-A-treated or nontreated CD8* T cells were puri-
fied using RNeasy kit (QIAGEN). Reverse transcription was performed
with QuantiTect Reverse Transcription kit (QIAGEN). Quantitative real-
time PCR was performed on a Step-One Plus (Applied Biosystems) using
TagMan Low Density array (Applied Biosystems). RNA18S was used to
normalize gene expression.

Statistical analyses
Reesults are expressed as means = SEM or ranges, as appropriate. The Mann-
Whitney test was used to compare two groups. The Kruskall-Wallis test was
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used to compare three or more groups. Comparison between tumor growth
curves have been performed using a two-way ANOVA test, and multiple
comparisons have been corrected with the Bonferroni coefficient. Statistical
significance was determined with Prism software (GraphPad Software). Sig-
nificance was assumed at P < 0.05.
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P.297 - Role de I’Hepatocyte Growth Factor sur la modulation des lymphocytes T

régulateurs chez les patients atteints d’adénocarcinome gastrique
J. Palle, A. Lapeyre-Prost, S. Pernot, T. Voron, E. Tartour, J. Taieb, M. Terme
Introduction

La compréhension des mécanismes d’échappement tumoral au systéme immunitaire représente
un enjeu majeur de la recherche actuelle en cancérologie. Il a notamment été montré que les
tumeurs étaient capables d’induire la différenciation et la prolifération de lymphocytes T
régulateurs (LTregs), cellules immunosuppressives capables d’inhiber les cellules immunitaires
effectrices telles que les lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Nécessaires pour lutter contre
I’auto-immunité, 1’induction des LTregs est en partie dépendante d’un sous type de cellules
dendritiques (CD), caractérisées par un phénotype immature dit « tolérogéne ». Notre équipe

s’est intéressée aux mécanismes qui sous-tendent I’induction de LTregs en situation tumorale.

L’Hepatocyte Growth Factor (HGF) et son récepteur c-met, exprimé a la surface des cellules
épithéliales, sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la prolifération
et la survie. Cette voie de signalisation est hyperactivée dans plusieurs cancers dont les
adénocarcinomes (ADK) gastriques. Il a par ailleurs été montré in vitro a partir de prélevements
réalisés chez le volontaire sain que I’HGF pouvait avoir un role immunomodulateur en
induisant des CD immatures capable de stimuler la différenciation de lymphocytes T
conventionnels (LTconv) en LTregs. Cependant ceci n’a jamais été évalué¢ en situation
tumorale. Le but de ce travail était donc d’étudier le role de ’HGF dans la résistance tumorale
au systeme immunitaire chez des patients atteints d’ADK gastrique et plus particuliérement son

role dans I’induction de LTregs.
Matériels et méthodes

Nous avons constitué une cohorte prospective de 29 patients atteints d’ADK gastrique ou de la
jonction oeso-gastrique (JOG), métastatiques ou localisés, suivis dans le service d’oncologie
digestive de I’Hopital Européen Georges Pompidou (HEGP). Nous avons exclu les patients aux
antécédents de pathologies auto-immunes ou qui avaient regu un traitement par thérapie ciblée
ou immunothérapie, qui pourraient avoir un impact sur le systtme immunitaire. Nous avons

tout d’abord recherché 1’expression de c-met a la surface des cellules mononuclées sanguines
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par cytométrie en flux. Par séparation magnétique, nous avons trié les monocytes, cellules
précurseur des CD, puis nous les avons mis en culture en présence de GM-CSF et d’IL-4
(condition standard) avec ou sans HGF. Par immunomarquage, nous avons comparé la
différenciation et la maturation des cellules obtenues selon les différentes conditions de culture,

ainsi que leur production cytokinique par ELISA.
Résultats

Nous avons observé que ni les LTconv ni les LTregs n’exprimaient le récepteur c-met a leur
surface (respectivement 0,36 +/- 0.13% et 0,55 +/- 0,2%), ce qui pourrait indiquer que I"HGF
n’exerce pas de role direct sur les LTreg. En revanche le taux d’expression de c-met a la surface
des monocytes des patients de notre cohorte était de 15,95% + 2,97. L’expression de c-Met était
statistiquement supérieure chez les patients ayant une masse tumorale (tumeur localisée et/ou
métastatique) par rapport aux patients n’ayant plus de masse tumorale (tumeur localisée opérée)
(20,30% £3,61 vs 3,06% £1,39, p=0,011). Il n’y avait pas de différence d’expression de c-Met
selon le type histologique (intestinal ou diffus) ni la localisation tumorale (corps gastrique ou
JOG). La culture des monocytes en présence d’HGF induisait leur différenciation en CD
exprimant le CDI1lc et ’HLA-DR ayant un phénotype immature tolérogéne avec une
diminution de I’expression des molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86 et une
augmentation de la production d’interleukine 10, cytokine aux propriétés anti-inflammatoires,

par rapport aux CD issues de la culture de monocytes sans HGF.
Discussion
Conclusion

Dans ce travail, nous avons montré que, a I’inverse des LTconv et des LTregs, les monocytes
des patients atteints d’ADK gastrique expriment le récepteur c-Met. In vitro, en présence
d’HGF, ces monocytes peuvent se différencier en CD au phénotype immature et aux propriétés
tolérogeénes susceptibles d’augmenter la prolifération et/ou la différenciation des LTregs.
L’HGEF pourrait donc étre impliqué dans 1’échappement tumoral au systéme immunitaire.
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Abstract
Background

Understanding the mechanisms involved in tumor-induced immunosuppression is currently of
major interest. Among these immunosuppressive pathways, induction of regulatory T cells
(Treg) can inhibit the development of an efficient anti-tumor immune response. Deregulated
hepatocyte growth factor (HGF)/c-Met signalling is heavily involved in aggressive cellular
invasiveness of human gastric carcinoma. The HGF/c-Met pathway can promote the
development of Treg via dendritic cells (DC), but this role has never been reported in human
malignancies. We studied the immunomodulatory effects of HGF in gastric carcinoma patients.

Methods

The expression of the HGF receptor c-Met was analysed on peripheral blood mononuclear cells
using flow cytometry in gastric cancer patients. After that peripheral blood monocytes from
these patients were isolated and cultured with GM-CSF and IL-4 (standard condition to induce
DC) with or without HGF for 6 days. Then, cells were matured by LPS for 24h. IL-10
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3.06 +/- 1.39; p=0.011). There was no difference of c-Met expression according to the
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CSF and IL-4 induced the development of cells expressing the DC markers CD11c and HLA-
DR, decreased the expression of CD80, CD83 and CD86 co-stimulatory molecules and
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inhibited their maturation induced by LPS. Furthermore, HGF stimulation increased the

secretion of the protolerogenic cytokine IL-10.
Conclusions

Monocytes differentiated in the presence of HGF adopt a protolerogenic phenotype and might
induce the development of Treg. Thus, HGF could be a novel immune escape mechanism in
cancer and could be targeted not only for its direct anti-tumor effect but also for its

immunomodulatory properties.
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Abstract  Background: The identification of dynamic biomarkers in advanced gastric and oe-
sogastric junction adenocarcinoma (GOA) could help to tailor strategies for each patient.
Enumeration of circulating tumour cells (CTCs) is approved by the US Food and Drug
Administration in breast, colon and prostate cancer but is not in advanced GOA. Our study
aims to establish the optimal threshold and the clinical significance of CTC count in advanced
GOA before and during treatment.

Methods: One hundred six patients with untreated advanced GOA were included in the ancil-
lary study of the PRODIGE 17-ACCORD 20 trial. CTCs were detected in the peripheral
blood using the CellSearch system on day 0 (D0) and day 28 (D28). The prognostic value
of CTCs at DO and D28 was analysed by testing several thresholds.

Results: At baseline, median CTC count was 1 (range, 0—415). While CTCs >1, 2 or 3 at D0
were all significantly associated with worse overall survival (OS) and progression-free survival
(PFS), CTCs >2 were the optimal threshold, on D0 or D28. CTCs >2 at D28 were also pre-
dictive of disease control. Taking into account both D0 and D28 CTC count defined 3 groups
(low/low, high/low and low-high/high) with significantly different PFS (p = 0.0002) and OS
(p = 0.003).

Conclusion: Quantification of CTCs at baseline and during treatment may be a useful prog-
nostic tool in advanced GOA, as it is associated with worse PFS and OS. A threshold >2
CTCs seems to have the best discriminant value. Change in CTC count between baseline

and D28 could help to tailor treatment to each individual patient.
© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key message

Circulating tumor cells (CTC) count at baseline and day
28 is a strong prognostic factor in patients with advanced
gastric and esogastric junction adenocarcinoma. CTC
count at day 28 is also predictive of disease control.
Therefore, evolution of CTC count between baseline and
D28 could help to early adjust treatment.

1. Introduction

Gastric and oesogastric junction adenocarcinoma
(GOA) is a major health problem, with 951,000 new cases
worldwide in 2012 [1]. The few prognostic factors previ-
ously reported relate mostly to the host, as Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) performance
status (PS), age and sex. Other prognostic factors related
to the tumour are still debated, such as the impact of the
pathological type and the location of the tumour [2]. The
identification of biomarkers before and during the
treatment would be of great value, since they could help
to tailor treatment regimens and strategies better for each
individual patient situation. It could be interesting to
assess therapeutic efficacy early, in order to switch to a
second-line therapy as soon as possible in patients with
disease resistant to first-line treatment. Indeed, a large
proportion of patients do not receive more than one line
of treatment because of their poor general condition and

rapid tumour progression, despite new second-line ther-
apy such as antiangiogenics [3.4], irinotecan [5] and tax-
anes [0.7] have demonstrated a survival advantage. On
the other hand, some patients may benefit from aggres-
sive approaches such as intraperitoneal treatments or
even surgical removal of oligometastatic disease, but we
are currently unable to identify them correctly.

Circulating tumour cells (CTCs) could reflect tumour
burden and has been proposed as a prognostic factor
and a follow-up tool in several cancer types [8—10]. The
CellSearch system uses an immunomagnetic method to
detect low numbers of cells with high sensitivity and
specificity. The Food and Drug Administration (FDA)
has approved this technique in metastatic breast,
prostate and colorectal cancer patients as an aid to
prognosis before and during the treatment [8—10]. The
prognostic relevance of CTC detection in gastric cancer
patients remains controversial, and there is no consensus
regarding the optimal threshold.

To investigate the clinical significance of CTCs in
advanced GOA, we performed an evaluation of CTCs in
patients with newly diagnosed advanced GOA and
treated with chemotherapy based on SFU plus platinum
in the randomised MEGA (Met or EGFR inhibition
in Gastroesophageal Adenocarcinoma)/PRODIGE 17
therapeutic trial. The objectives of this translational
study were to assess the prognostic value of CTCs at
baseline (day 0 [D0]) and day 28 (D28), the optimal
threshold and the value of CTC count evolution in
assessing the therapeutic effect.
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2. Patients and methods
2.1. Patients

Patients with advanced GOA enrolled in the multicentre
PRODIGE 17 trial were all offered the chance to
participate in this ancillary study. Inclusion criteria and
treatment were previously described in the clinical trial
report [11]. Briefly, the main inclusion criteria were age
>18 years, histologically proven advanced GOA, locally
advanced or metastatic disease with at least one
measurable lesion according to the Response Evaluation
Criteria in Solid Tumours (RECIST) version 1.1 criteria,
and no prior treatment for advanced disease. Exclusion
criteria included known positive tumour Human
Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) status
(immunohistochemistry [IHC]3+ or IHC2+/Fluores-
cence in situ hybridization (FISH) or chromogenic in
situ hybridization (CISH) + organ dysfunction and
ECOG PS >1. One hundred sixty-two patients were
randomised 1:1:1 to receive Folinic Acid, Fluorouracil
and Oxaliplatin (FOLFOX) alone or combined with
either panitumumab (monoclonal antibody targeting
epidermal growth factor receptor) or rilotumumab
(AMG 102, monoclonal antibody targeting c-Met) until
disease progression, discontinuation due to toxicity,
withdrawal of consent or loss to follow-up. Patients
were assessed with computed tomography (CT) scan
every 8 weeks according to the RECIST vl.1 criteria.
Assessment of CTCs was planned in the initial design of
the trial and was part of the full study protocol, which
was registered with the US and French National In-
stitutes of Health (NCT01443065, EudraCT no. 2009-
012797-12). The full study protocol was approved by the
national ethics committee. The results from the thera-
peutic trial were previously reported [11].

2.2. Methods

Peripheral blood samples of 7.5 ml were collected in
CellSave Preservative Tubes (Veridex LLC, Raritan,
NJ) just before the administration of the first chemo-
therapy cycle (D0) and after 4 weeks (D28, just before
the third chemotherapy cycle). Samples were set at room
temperature in a single platform and processed within
72 h as previously described with the CellSearch system
[8—10,12,13]. With this system, CTCs are defined as
cytokeratins 8, 18, 19 positive, Epithelial cell adhesion
molecule (EpCAM) positive and CD45 negative and are
highlighted by DNA staining with 4’,6-diamidino-2-
phénylindole (DAPI). The operational details and per-
formance data have been described previously [12].

2.3. Statistical evaluation

Receiver operator characteristic (ROC) curve analyses
for CTC were performed to identify patients who

experienced progression in 12 months. The accuracy,
sensitivity and specificity for CTC were evaluated using
the optimal threshold value calculated to maximise
Youden’s index [14].

The CTC count was compared between baseline
characteristics using the Kruskal—Wallis statistical
test and at DO and D28 using the Wilcoxon signed-rank
test.

Overall survival (OS) and progression-free survival
(PFS) were estimated by the Kaplan—Meier method.
Univariate and multivariate analysis were performed
using the Cox proportional hazard model to estimate the
hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (CI).
Comparisons were performed using the log-rank test.
Median follow-up was estimated with the inverse
Kaplan—Meier method. For objective response and dis-
ease control, the prognostic effect of CTCs was estimated
using logistic regression. Objective response, stable dis-
ease and disease progression were evaluated according to
the RECIST vl.1 (ref) criteria on the CT scan morpho-
logical evaluation. Disease control rate (DCR) was
defined as the sum of patients having a complete
response, a partial response or a stable disease [15].

A p-value less than 0.05 was regarded as significant.
All statistical tests were two sided.

The statistical analysis was generated using Stata,
version 13 (Texas, USA).

3. Results
3.1. Patient characteristics

Among the 162 patients enrolled in the trial, blood was
collected at baseline from 132 of the 162 patients
enrolled in the PRODIGE 17 trial and CTC count was
done successfully for 106 of them (80%) at day 1 (DI1)
and for 65 of them at D28 (Supplemental Fig. S1).

The clinicopathological characteristics of the patients
are shown in Table 1. None of them correlated with
median baseline CTC count except the number of met-
astatic sites (1 or >1; p < 0.001). The median follow-up
was 24.9 months, and the median PFS and OS were 5.9
months (95% CI 5.2—7.7) and 12.6 months (95% CI
9—16.6), respectively.

3.2. Distribution of CTC counts at baseline and at D28

At baseline, 66 patients had >1 CTC detected per 7.5 ml
(62%), 49 patients had >2 CTCs (46%) and 39 patients
had >3 CTCs (38%; Supplemental Fig. S2). The median
number of CTCs detected at baseline was 1 (range,
0—415). At D28, the median of CTCs were 0 (range,
0—205). At this time point, >1, >2 or >3 CTCs were
detected in 31%, 18% and 15% of patients, respectively.
The number of CTCs decreased significantly from D1 to
D28 regardless of the treatment arm (p < 0.001).
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Table 1

Baseline patient characteristics and CTC count. Correlation between
characteristics and CTC count was tested. The CTC count was asso-
ciated only with the number of metastatic sites.

N = 106 (%) Median CTC  Association
count at DO with CTC
(range) count (p)
Sex
Male 70 (66) 1 (0—415) 0.67
Female 36 (34) 1 (0—65)
ECOG PS
0 37 (35) 1 (0—415) 0.86
1 68 (65) 1 (0—155)
Primary
Oesophagus 21 (20) 1 (0—34) 0.42
Cardia 31 (29) 2 (0—415)
Stomach 54 (51) 1 (0=73)
Lauren type
Diffuse 21 (20) 2 (0-73) 0.83
Intestial 72 (68) 1 (0—415)
Mixed 13 (12) 1 (0—26)
Disease stage
Locally advanced 3 (3) 1(0-2) 0.001
1 metastatic site 48 (45) 0 (0—415)
>1 metastatic site 55 (52) 3 (0—155)
Arm
A, mFolfox6 35 (33) 1 (0—99) 0.94
B, mFolfox6 33 (31) 1 (0—50)
+ panitumumab
C, mFolfox6 38 (36) 1 (0—415)

+ rilotumumab

CTC = circulating tumour cell; DO = day 0; ECOG PS = Eastern
Cooperative Oncology Group performance status.

3.3. Determination of an optimal threshold to assess
prognosis

Three different cut-offs (>1, >2 or >3 CTCs per 7.5 ml of
blood) were tested. The CTC count was significantly
associated with a worse prognosis using these three
thresholds for both OS and PFS at DO or at D28 (Table 2).

The threshold of >2 CTCs at DO discriminated the
most balanced group (54% and 46% of patients).

Furthermore, this cut-off was the most significant, with
the highest HR and lowest p-value for most of the tested
parameters (OS and PFS, D0 or D28), except for PFS at
DO, where >3 CTCs were more significant. We
confirmed that this threshold was also the most signifi-
cant cut-off using the ROC curves, with a Youden index
of 0.38. The area under the ROC curve was of 0.7096
(95% CI 0.60—0.82; Supplemental Fig. S3), with a
sensitivity of 0.69 and a specificity of 0.68. Therefore,
the threshold of >2 CTCs was chosen for further
analyses.

3.4. CTC count and survival

OS and PFS for patients with <2 CTCs were signifi-
cantly higher than for patients with >2 CTCs at
baseline or after two cycles of chemotherapy (D28;
Fig. 1 and Table 2). Multivariate analysis was per-
formed with adjustment for primary tumour location,
pathological type, age, ECOG PS and number of
metastases (Supplemental Tables S1 and S2). The
multivariate analyses showed that the level of CTCs was
the only independent factor for OS or PFS at D0 and for
PFS at D28 (a trend was noted for OS [p = 0.07]).

3.5. CTC count and tumour response

At baseline, CTC count was not associated with the
objective best response (p = 0.76). In patients with <2
CTCs at baseline, objective response rate (ORR) was 52%
in patients with <2 CTCs compared to 59% in patients
with >2 CTCs (p = 0.47), DCR was 85% compared to
86% (p = 0.87). However, CTCs at D28 seemed to be
better correlated with DCR, ORR was 63% in patients
with CTC count <2 compared to 50% with >2 CTCs
(p = 0.51) and DCR was 96% versus 67% (odds
ratio = 12.5, 95% CI 1.96—79.83, p = 0.006).

Table 2
Prognostic value of CTC count, according to thresholds.
CTC N (%) Progression-free survival Overall survival

Median (months) HR (95% CI) p Median (months) HR (95% CI) p
DO (n = 106)
CTCO 40 (38%) 7.8 1 0.02 17.1 1 0.02
CTC >1 66 (62%) 5.9 1.67 (1.06—2.61) 115 1.80 (1.09-2.95)
CTC 0-1 57 (54%) 7.6 1 0.03 16.9 1 0.01
GTE>2 49 (46%) 5.6 1.59 (1.04—2.43) 111 1.85 (1.17-2.92)
CTC 02 67 (63%) 7.6 1 0.02 16.9 1 0.01
CTC >3 39 (37%) 5.3 1.72 (1.11-2.67) 11.0 1.84 (1.16—2.91)
D28 (n = 65)
CTC O 45 (69%) 8.3 1 0.03 17.4 1 0.51
CTC =1 20 (31%) 5 1.90 (1.08—3.36) 11.1 1.24 (0.66—2.35)
CTC 0—-1 53 (82%) 8.3 1 0,0001 17.9 1 0.004
CTC >2 12 (18%) 29 4.79 (2.38-9.67) 5.4 3.13 (1.55—6.33)
CTC 0-2 55 (85%) 8.3 1 0.001 17.4 1 0.03
CTC >3 10 (15%) 3.5 3.92 (1.88—8.17) 72 2.49 (1.18—5.26)

CTC = circulating tumour cell; CI = confidence interval; DO = day 0; D28 = day 28; HR = hazard ratio.
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Fig. 1. Kaplan—Meier survival curves according to the CTC count. (A) Overall survival at DO0; (B) Overall survival at D28; (C)
Progression-free survival at D0 and (D) Progression-free survival at D28.

3.6. Dynamic evaluation of CTCs

We analysed CTC counts at DO and D28 jointly to
distinguish four groups: (1) patients with <2 CTCs at
baseline and <2 CTCs at D28 (‘low/low’; n = 36); (2)
patients with >2 CTCs at baseline and <2 CTCs after two
cycles of chemotherapy (‘high/low’; n = 17); (3) patients
with <2 CTCs at baseline and >2 CTCs at D28 (‘low/
high’; n = 1) and (4) patients with >2 CTCs at DO and
D28 (‘high/high’; n = 11). As only one patient was in this
low/high category, he was grouped with the latter category
(low-high/high).

Survival was significantly different between these
three groups. Median PFS for patients with low/low,
high/low and low-high/high CTCs were, respectively, 8.9
months, 8.3 months and 2.9 months (p 0.0002;
Fig. 2A). The median OS for these three groups was,
respectively, 18.4 months, 13.2 months and 5.4 months
(p = 0.003; Fig. 2B). OS was higher in patients with
low/low CTCs than in those with high/low CTCs (HR
0.5 [0.26—1]) but at the limit of significance due to the
low number of patients.

4. Discussion

Our study shows that the CTC count before treatment is
a strong prognostic factor in advanced GOA because,
whatever the threshold, a high CTC count was associ-
ated with worse PFS and OS. After two cycles of
chemotherapy, CTCs remained prognostic for both PFS
and OS. The threshold >2 CTCs was the most
discriminant. Moreover, CTCs at D28, but not at
baseline, was also associated with DCR according to the
RECIST vl.1 criteria.

These results suggest that CTC count may be a
valuable  prognostic  biomarker in  advanced
GOA and may help to assess treatment efficacy early.

As far as we know, ours is the largest study showing
the prognostic value of CTCs in advanced GOA, in
terms of both OS and PFS, and to establish a cut-offin a
large homogeneous population selected from a pro-
spective randomised clinical trial, strictly monitored.

The first goal of our study was to determine the
optimal threshold. The approved cut-off is >5 in met-
astatic breast [10] and prostate [9] cancer and >3 in
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Fig. 2. (A) Progression-free survival and (B) Overall survival according to the changes of CTC, in high/low (CTC >2 at D0/<2 at D28),
low-high/high (CTC >2 at D28) or low/low (CTC <2 at D1/<2 at D28) patients.

metastatic colorectal cancer [8]. Analyses of CTCs using
the FDA-approved CellSearch system have been previ-
ously reported in advanced GOA in only three Asian
studies, with small populations. In these studies, the cut-
off varied from one to five CTCs, due to heterogeneity in
patients and in methods used to choose the cut-off.
Matsusaka et al [16] enrolled 52 patients and chose
the cut-off of >4 CTCs because the median PFS was
highest above this level, but this study mixed untreated
and previously treated patients. Okabe et al. [17] chose
arbitrarily a cut-off of >1 CTC, and 82% of them had
no CTCs at baseline because their study mixed meta-
static and operable patients. Only one study used ROC

curves to assess the robustness of each threshold studied
and determined a threshold of >3 CTCs [18]. However,
in this study, CTC count at baseline failed to predict
PFS, probably due to the heterogeneity of patients,
including HER2 status, and of treatments received.
Finally, most of these previous studies were performed
in Asian countries. Results from Asian patients should
not be extrapolated to patients in Western countries as
there are significant differences between these two pop-
ulations in epidemiology, aetiology, prognosis and
treatment efficacy [19]. As far as we know, only one
study has used the CellSearch system to assess CTC
count in Western patients with advanced GOA [20].
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This study failed to show any significant prognostic
value of CTCs due to the low number of patients
(n = 18).

Dynamic evaluation of CTC count during the course
of treatment could help clinicians change the line of
treatment appropriately before standard morphological
evaluation of target lesions by CT scan. We found that
the CTC count at D28 and the discrimination of several
groups according to changes in CTC count provide
interesting information. Other clinical studies have
demonstrated the predictive accuracy of serial CTC
monitoring in determining prognosis at any time during
the course of the disease in breast, prostate and colo-
rectal cancer [8.9.13]. CTC count is more discriminant at
D28 than at baseline, because it takes into account the
potential therapeutic effect of administered anti-cancer
therapies, reflected in our study by the significant cor-
relation between disease control and CTC count at D28.
It has been hypothesised that CTCs, along with prog-
nosis, shift over time, and this can inform future de-
cisions. We can hypothesise that these dynamic
information could help to decide therapeutic de-
escalation or multimodal therapy (surgery of metasta-
ses and hyperthermic intraperitoneal chemotherapy) in
‘low/low’ patients, or conversely intensification rather
than de-escalation in ‘high/low’ patients as OS was still
significantly lower for patients in this group than for
patients in the ‘low/low’ group. Finally, patients in the
‘high/high’ group seemed to have no treatment benefit
and may have benefitted from an early change of
treatment without waiting for morphological progres-
sion. However, these assumptions should be confirmed
in randomised trials.

In our study, 26 blood samples at D0, and additional
41 blood samples at D28 were not analysed. This was
mostly related to the delay of transport due to central-
isation of blood preparation and analysis in a single
centre, while blood samples need to be transported up to
72 h. This could represent a bias in our study.

In conclusion, our results show in a large homoge-
neous population that a CTC count >2 was closely
associated with a poor outcome and could predict a
worse PFS and OS when assessed at both baseline and
D28. Interestingly, the combination of the two time
points could help to discriminate between prognoses and
to assess the therapeutic effect. In this regard, our results
could help to improve management of the treatment of
advanced GOA patients, according to changes in CTC
count. Further studies are now needed to evaluate the
practical impact of CTC count on treatment strategy
optimisation.
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P200 - Impact du blocage de la voie VEGF-A/VEGFR par les anti-angiogéniques sur les

cellules myéloides suppressives dans le cancer colorectal

Pointet Anne-Laure, Terme Magali, Marcheteau Elie, Colussi Orianne, Pernot Simon, VVoron

Thibault, Tartour Eric, Taieb Julien

Introduction

Le concept de I'immunosurveillance anti-tumorale a établi que le systéme immunitaire joue un
role important dans le contréle des tumeurs, qui réagissent en induisant des cellules
immunorégulatrices telles que les cellules myéloides suppressives (MDSC). Les MDSC sont
des progéniteurs myéloides précoces, divisés en deux sous-populations : les MDSC
granulocytiques (G-MDSC) et monocytiques (M-MDSC) aux mécanismes d'action distincts,
mais aboutissant a l'inhibition des réponses immunitaires. Le VEGF-A produit par le
microenvironnement  tumoral  possede  des  propriétés  pro-angiogéniques et
immunosuppressives. Différents agents anti-angiogéniques (AA) ciblent le VEGF-A et d'autres
molécules impliguées dans I'angiogénése. De récents travaux ont montré que les AA possédent
également des propriétés immunomodulatrices leur permettant notamment de diminuer les
MDSC. Cependant, ces mécanismes d'action sont actuellement mal compris. Nous avons donc
cherché a comprendre le fonctionnement des AA sur les MDSC, et plus précisément, I'impact
du blocage spécifique de la voie VEGF-A /VEGFR par les AA sur les différentes sous-

populations de MDSC dans le cancer colorectal.

Matériels et Méthodes

Des souris porteuses de tumeurs colorectales (modele CT26) ont été traitées par un anti-VEGF-
A, inhibant spécifiquement la liaison du VEGF-A au VEGFRL1 et 2, ou par sunitinib, inhibiteur
de tyrosine kinase multi-cible (inhibant VEGFR1-2-3, PDGFR-a/b, c-kit, FIt3), pendant 2
semaines. Les souris ont été sacrifiées, leurs rates et tumeurs prélevées et analysées en
cytométrie en flux (immunomarquage CD11b, Grl, Ly6C). L'expression des récepteurs au
VEGF-A (VEGFR1 et VEGFR2) a également été analysée.

Résultats
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Dans le modele de cancer colorectal CT26, nous observons une augmentation des deux sous-
populations de MDSC par rapport aux souris sans tumeurs. D'autre part, les pourcentages de
MDSC totales spléniques ou intra-tumorales augmentent proportionnellement a la taille
tumorale. 1l est intéressant de noter que les M-MDSC sont par contre significativement plus
fréquentes dans les tumeurs de petite taille (<150mm?), alors que les G-MDSC prévalent dans
les tumeurs évoluées. Afin de comprendre ce phénomene, nous avons exprime le pourcentage
de M-MDSC en fonction du pourcentage de G-MDSC, et avons mis en évidence une corrélation
inverse : les M-MDSC diminuent quand le pourcentage de G-MDSC augmente. Nous avons
ensuite analysé I'impact des AA sur ces cellules. Alors que le sunitinib diminue le pourcentage
de MDSC totales spléniques et tumorales significativement, I'anti-VEGF-A entraine une
diminution des MDSC totales intra-tumorales et spléniques qui n'est pas significative. L'étude
des 2 sous-populations a permis de montrer que l'anti-VEGF-A diminuait les M-MDSC
spléniques et intra-tumorales, sans moduler les G-MDSC. Ce résultat suggére un role du VEGF-
A dans l'accumulation des MDSC monocytiques mais pas granulocytiques. L'analyse des
VEGFR1 et 2 a la surface des MDSC spléniques et intra-tumorales, a révélé que ces deux sous-
types de MDSC exprimaient ces 2 récepteurs. On observe également que les M-MDSC

expriment significativement plus le VEGFR1 que les G-MDSC dans les tumeurs.

Conclusion

Ces résultats sont les premiers a suggérer que le blocage de la voie VEGF-A peut moduler les
M-MDSC et non pas les G-MDSC. On pourrait envisager que le VEGF soit responsable en
partie de I'accumulation des M-MDSC, et qu'un autre facteur de croissance de celle des G-
MDSC. Ce travail permet de mieux comprendre I'impact des anti-VEGF sur les MDSC et
pourra donner lieu ensuite a des recherches complémentaires pouvant permettre d'optimiser ces
traitements anti-cancéreux ainsi qu'une association potentielle a des stratégies

d'immunothérapie (immunomodulateurs, vaccination) dans le cancer colorectal.
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