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INTRODUCTION

La médecine personnalisée ou médecine de précision est aujourd’hui un enjeu majeur en
oncologie. Elle consiste a traiter chaque patient de fagon individualisée en tenant compte des
spécificités tumorales, biologiques ou environnementales du patient. Ces dernicres décennies, des
progrés importants ont été réalisés dans la compréhension et Pélucidation des processus
impliqués dans Toncogenese. IL’émergence de technologies innovantes (génomique,
transcriptomique, protéomique, métabolomique...) permettant une caractérisation moléculaire
des tumeurs ainsi que le développement de bases de données a grande échelle (notamment avec
le séquencage complet du génome) ont permis d’approfondir ces connaissances. Parallelement, se
sont développés des outils informatiques puissants pour I'analyse des données générées, qualifiées
de « big data» a Taide de ces technologies haut-débit. Ainsi, 'amélioration des connaissances
moléculaires tumorales découlant de toutes ces avancées a permis l'identification de cibles
biologiques conduisant a I’élaboration de nouvelles thérapies moléculaires ciblées, parmi lesquels
les inhibiteurs de kinases et les immunothérapies. Si I'utilisation des inhibiteurs de kinases est
devenue courante ces derni¢res années, celle des inhibiteurs de « checkpoint » (points de controle)

immunitaires est actuellement en plein essor.

Ces deux familles de médicaments constituent une avancée majeure dans la prise en charge
thérapeutique de divers cancers, en faisant preuve d’une efficacité notable tout en améliorant la
qualité de vie des patients. Cependant, une variabilité interindividuelle de la réponse est observée
chez les patients traités par ces molécules, résultant d’une résistance primaire ou dun
¢chappement au traitement. A cela s’ajoutent les effets indésirables qui peuvent s’avérer séveres
dans certains cas, ainsi que le cout onéreux de ces thérapies. Dans ce contexte de médecine de
précision, I'identification de biomarqueurs apparait donc primordiale afin de prédire Pefficacité
ou les toxicités induites par le traitement. Les biomarqueurs sont des parametres biologiques qui
peuvent aider au dépistage précoce d’une pathologie, réaliser un diagnostic précis, établir un
pronostic, choisir un traitement adapté, prédire efficacité ou la survenue de toxicités. Ces
marqueurs peuvent également étre utilisés pour étudier les effets pharmacodynamiques dun

médicament sur sa cible, ainsi que pour le suivi thérapeutique.

L’approche kinomique est une technologie innovante de plus en plus utilisée dans la recherche de

biomarqueurs réalisée a partir de tissu tumoral en oncologie. Le principe de la kinomique repose
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sur la mesure de la phosphorylation de peptide-substrats de kinases afin d’en déduire I'activité de
kinases. Etant donné que la recherche de biomarqueurs doit étre simple, réalisable en routine et
peu invasive pour le patient, l'utilisation du tissu tumoral comme matrice biologique est a ce jour
I'un des facteurs limitant ’essor de 'approche kinomique en pratique clinique. Dans ce contexte,
les cellules sanguines circulantes, et particulicrement les cellules mononucléées du sang
périphérique (CMSP), représentent une matrice biologique d’intérét pour se substituer au tissu
tumoral. Le sunitinib (inhibiteur de tyrosine kinase a visée antiangiogénique) et le nivolumab
(inhibiteur de checkpoini) ont permis de grandes avancées dans la prise en charge thérapeutique du
cancer rénal métastatique et du cancer bronchique non-a petites cellules, respectivement. Par
ailleurs, ces deux molécules présentent toutes les deux des propriétés immunomodulatrices.
L’objectif de ce doctorat d’université a donc été d’évaluer l'intérét de lutilisation de CMSP
comme matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques par

approche kinomique chez des patients traités par sunitinib ou nivolumab.

Ce manuscrit débutera par une analyse bibliographique. Un premier chapitre abordera les notions
générales de l'oncogenese avec I'implication de I'angiogenése et de I’échappement au systeme
immunitaire et des thérapies qui en découlent. Dans ce premier chapitre, sera également décliné
I'intérét de I'approche kinomique pour la recherche de biomarqueurs. Le second chapitre de
I'analyse bibliographique présentera I'utilisation du sunitinib dans le carcinome rénal métastatique
et celle du nivolumab dans le cancer bronchique non-a petites cellules. Leurs mécanismes
d'action, leurs propriétés pharmacocinétiques et un état des lieux concernant la recherche de
biomarqueurs pour ces deux molécules seront décrits. Aprés une présentation de la
problématique, les résultats obtenus lors des différents travaux de cette these seront présentés.
Enfin, une discussion générale présentera une analyse critique de ce travail pour dégager ses

atouts et ses faiblesses ainsi que les perspectives.
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CHAPITRE 1 : RECHERCHE DE BIOMARQUEURS
PAR APPROCHE KINOMIQUE DANS LE CANCER

1 Protéines kinases et oncogenese

1.1 Kinome

A Tlinstar du génome qui regroupe l'ensemble du matériel génétique d'un individu, le kinome
représente 'ensemble des protéines kinases, enzymes capables de phosphoryler divers substrats.

L’étude du kinome peut étre envisagée soit sous l'angle de la protéomique (expression des
protéines), soit sous I’angle de leur fonctionnalité. Nous nous placerons dans ce dernier contexte

dans le cadre de cette theése.

La famille des protéines kinases est l'une des plus larges familles de protéines humaines. Le
phénomene de phosphorylation est un mécanisme bien décrit qui a suscité de nombreux travaux
de recherche. En effet, la notion de « phosphoprotéines » existe depuis plus d’un siecle. Elles
étaient alors considérées comme des transporteurs de nutriments. Lors des études sur la
glycogene phosphorylase réalisées au cours des années 50 par Krebs et Fischer, les
phosphoprotéines ont été identifiées comme étant des médiateurs impliqués dans la régulation
des fonctions cellulaires. Ces travaux permettant I'isolement de la premicre protéine kinase, la
phosphorylase kinase PHK, ont été récompensés par le prix Nobel de physiologie et de médecine
en 1992 '. Par ailleurs, Burnett et Kennedy ont décrit pour la premicére fois Iactivité de
phosphorylation en 1954 % Un an plus tard, les travaux de Wosilait et Sutherland’s ont démontré
que lactivité de la glycogene phosphorylase est régulée grace a I'ajout ou la perte d’un groupe
phosphate. Cette découverte suggere alors que l'activité des enzymes peut étre modulée via le
mécanisme réversible de phosphorylation °. Par la suite, les recherches sur le mécanisme de

phosphorylation se sont multipliées, révélant I'importance de ce phénomene.

Les protéines kinases sont des phosphotransférases qui catalysent les réactions de
phosphorylation par un transfert d'un groupement phosphate d'une molécule d'ATP sur une

protéine substrat possédant un groupement hydroxyle libre sur un résidu tyrosine (Tyr), sérine

18



(Ser) ou thréonine (Thr) * (Figure 1). Ces substrats peuvent étre des récepteurs, des protéines de
la signalisation, des canaux ioniques, des facteurs de transcription, et plus rarement des lipides,
des sucres ou des nucléotides *. Cette phosphorylation modifie la conformation, parfois la
stabilit¢ du substrat cible et par conséquent ses interactions et sa réactivité potentielle. Ce
phénomene est transitoire et réversible grace a l'intervention de phosphatases, modulant ainsi
l'activité des substrats. La transduction du signal découle de ce phénomene de

phosphotylation/déphosphotylation (Figure 2).

O

ADP

Figure 1: Schéma illustrant Pactivité d’une tyrosine kinase.
ADRP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; Tyr : résidu tyrosine.

Les protéines kinases sont impliquées via ce phénoméne de phosphorylation/déphosphorylation,
dans la plupart des voies de signalisation, qui régulent les processus physiologiques cellulaires
tels que le métabolisme, la transcription, la croissance, la différenciation, la mobilité cellulaire et
l'apoptose °. Elles jouent également un réle majeur dans la communication intercellulaire pendant
le développement, les réponses physiologiques et Ihoméostasie, ou encore dans le
fonctionnement des systémes nerveux et immunitaire . Par conséquent, des mutations ou
dérégulations de ces kinases contribuent au développement de nombreuses pathologies,

8,9
notamment des cancers .

Signal
d'entrée

: Protéine
- Inactive

Protdine
Klnase

adaptateur

Slgnal de
sortle

Figure 2 : Phénomeéne de phosphorylation/déphosphorylation dans la transduction du signal, adapté
depuis “.
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Le séquencage du génome associé aux recherches de Hank et Hunter ' et de Manning e a/. ont
permis d’identifier 518 génes codant des kinases. Ces différents génes représentent pres de 1,7 %
du génome humain ". Ce nombre, particuliérement important, souligne la place centrale de cette
famille. De plus, il est estimé que plus de 75 % du protéome humain est phosphorylé par ces

enzymes, faisant de la phosphorylation un des processus post-traductionnel les plus importants .

1.2 Classification des protéines kinases

Les protéines kinases peuvent étre classées de différentes manicres. La plus ancienne, décrite en

1995 par Hanks et Hunter "

b

repose sur ’homologie ou le degré de similitude du domaine a
activité kinase. Deux superfamilles ont été ainsi identifiées. Les protéines kinases eucaryotiques
(ePK), codées par 478 genes, présentent une similitude de leur domaine catalytique. Néanmoins,
I'identification de légeres variations au sein de ce dernier a permis de déterminer 9 groupes
phylogénétiques au sein de cette superfamille (Figure 3). La seconde superfamille est celle des
protéines kinases atypiques (aPK), codées par 40 geénes. Ces derniéres ont un domaine kinase

différent de celui des ePK mais possédent tout de méme une activité enzymatique .

La seconde méthode de classification s’appuie sur la nature du résidu phosphorylé. Ainsi deux
grandes familles de kinases sont distinguées : les sérine/thréonine kinases (STK) et les tyrosine
kinases (TK). Il existe également des enzymes, plus rares, qui ont la capacité de phosphoryler
aussi bien les résidus Tyr que les résidus Ser ou Thr, la plus connue étant la protéine MEK "

Les STK représentent la majorité des protéines kinases (~80 %) parmi lesquelles sont retrouvées
les protéines kinases A, C et G (PKA, PKC, PKG), les protéines kinases Ca*"/calmoduline-
dépendantes (CAMK), les MAP kinases (MAPK : Mitogen-activated protein kinases) et GSK3
(Glyeogen synthase kinase 3) . Les TK, quant a elles, sont subdivisées en deux groupes: les
protéines cytoplasmiques incluant entre autres Src (kinase isolée depuis le viurs Rowus Sarcoma),
ABL (Abelson kinase) et JAK (Janus kinase) et les récepteurs transmembranaires (RTK) tels que
VEGER (vascular endothelial growth factor receptor), PDGER (platelet derived growth factor receptor) et
EGER (epidermal growth factor receptor).
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CAMK

Figure 3 : Arbre phylogénétique des 491 domaines ePK codés par 478 génes, répartis en 9 groupes, d’aprés
7

Le groupe « antres » est représenté par les branches les plus claires. CMGC : Contenant les kinases CDK, MAPK, GSK3, CLK ;
CAMK : Caleinm/ calmodulin-dependent protein kinase ; AGC : Contenant les familles PKA, PKG, PKC ; CK1 : Casein kinase 1 ;
STE : Homologs of yeast Sterile 7, 11 and 20 kinases ; TKL : Tyrosine kinase-like ; TK : Tyrosine kinase ; RGC : Receptor
Guanylate Cyclase.

1.3  Protéines kinases et transduction du signal

Les RTK sont formés par un domaine extracellulaire ou se fixe le ligand, un segment
transmembranaire, un domaine kinase intracellulaire composé d'une boucle N-terminale ou se
fixe I'ATP, et d'une boucle d'activation C-terminale dotée d'une activité phospho-transférase et

un domaine de régulation allostérique qui module activité catalytique '*. En absence de ligand, la
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boucle d’activation empéche PATP de se fixer sur la boucle N-terminale et inhibe par conséquent

activité catalytique (Figure 4).

Reécepteur  Ligands (L} Foation de L sur R
kinase (R} ﬁ Dimérisation du complexe RIL

ST I 2
Rapprochement des domaines K
Trans-phosphorylation des domaines K

Figure 4 : Structure et activation d'un RTK, d’aprés '°.

Gaunche : en 'absence de stimulation, le récepteur est dans une conformation qui empéche lactivité kinase.

Droite : en présence de ligand, le complexe ligand-réceptenr se dimerise. La conformation du réceptenr devient active, permettant ainsi
Lautophosphorylation du domaine kinase. Bleu : conformation de la boncle d'activité empéchant la fixation du substrat. Vert :
conformation permettant la fixation du substrat. Les régions juxtamembranaire (orange) et C-terminale (rouge) participent da la
conformation du lobe N et a l'accés du substrat.

A T'état physiologique, la fixation d'un ligand au domaine extracellulaire des RTK résulte en la
dimérisation du récepteur. Ceci entraine un changement de conformation du récepteur induisant
I'activation des domaines kinases et engendre une trans-autophosphorylation de résidus tyrosine
des domaines intracytoplasmiques des récepteurs. Les tyrosines phosphorylées sur ces récepteurs
vont ensuite recruter des protéines intermédiaires de la signalisation, z7a la liaison a des domaines
SH2 (S Homology 2) ou des domaines de liaison phosphotyrosine PTB (phosphotyrosine binding
domains). Cette fixation est suivie d’une activation par phosphorylation. Parmi ces protéines sont
retrouvées en grand nombre des kinases cytoplasmiques qui vont a leur tour activer d'autres

protéines par phosphorylation. Ainsi, une cascade de signalisation intracellulaire est mise en place

15,16

(Figure 5)
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Récepteur kinase
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1- Activation du récepteur

\. Signal (kinases)

2- Transduction -
Phosphorylation par kinases
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Noyau Expression
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angiogenese...

Figure 5 : Schématisation de la transduction du signal depuis extérieur de la cellule jusqu’au noyau
intracellulaire.

1.4 Role des protéines kinases dans le développement

tumoral

141 Mécanisme moléculaire d’oncogenése

La progression tumorale implique de nombreux mécanismes qui font suite a l'accumulation
d'altérations de genes impliqués dans le controle de la prolifération cellulaire, de I'apoptose et du
maintien de l'intégrité génétique. Trois types de genes contribuent au développement d'une

tumeur.

Les proto-oncogénes sont des génes dominants " qui acquiérent un pouvoir transformant suite
a des modifications quantitatives ou qualitatives pour devenir des oncogénes '*. A I’état normal,
les proto-oncogenes codent pour des protéines impliquées dans divers mécanismes
physiologiques de la cellule, tels que la croissance, la prolifération, la différenciation, la sénescence
ou la mort. Leur activation en oncogene, a la suite d'une délétion ou mutation ponctuelle,
d'amplification génique ou d'une translocation chromosomique, génere en permanence des
oncoprotéines activatrices du cycle cellulaire aboutissant a une croissance et une différenciation
cellulaire incontrolées . Ces oncoprotéines peuvent étre des facteurs de croissance, des RTK,
des protéines kinases cytosoliques, des protéines membranaires liant le GTP ou encore des
protéines a activité nucléaire.

Les génes suppresseurs de tumeur sont des génes récessifs '~ qui codent pour des protéines
onco-suppressives (comme la protéine p53 ou Rb) qui régulent négativement le cycle cellulaire et
induisent I'apoptose. Toute inactivation d'un de ces genes entraine une perte de fonction onco-

suppressive et favorise par conséquent la prolifération cellulaire et le développement tumoral .
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Enfin, les geénes de réparation de PPADN interviennent indirectement dans le processus

d’oncogenese, mais ne seront pas détaillés dans ce manuscrit.

Le développement d'une tumeur est donc dépendant de l'instabilité génétique qui favorise
'émergence d'altérations moléculaires, pouvant procurer aux cellules un avantage sélectif en
termes de survie, de prolifération et de dissémination métastatique. Hanahan et Weinberg ont
répertorié l'ensemble des processus responsables du phénotype tumoral sous le nom de
"Hallmarks of cancer’ (Figure 06). 1ls incluent I'acquisition de capacités anormales de division et une
indépendance vis-a-vis des signaux inhibiteurs de prolifération, un échappement au processus de
vieillissement cellulaire, a I'apoptose et a la réponse immunitaire, une capacité a induire la
formation de nouveaux vaisseaux spécifiques a la tumeur (néoangiogencse) et des capacités
d'invasion et de dissémination a distance (métastases) . Ces mécanismes vont étre accomplis a
la faveur d'altérations au niveau des cascades de signalisation intracellulaire. Les protéines kinases,
étant des régulateurs majeurs de ces voies, jouent par conséquent un role clé dans le processus

d'oncogenese.

Par ailleurs, il est important de souligner que parmi les génes identifiés comme étant impliqués

dans le cancer, les génes de kinases sont fréquemment retrouvés (27 sur 291 génes du cancer) >,
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Figure 6 : Caractéristiques des cellules tumorales responsables du phénotype tumoral, d'aprés Hanahan et
Weinberg 2.

1.4.2 Protéines kinases et cancetr

Les kinases sont des régulateurs importants des voies de signalisation intracellulaire impliquées
dans de nombreuses fonctions physiologiques indispensables a la cellule. En temps normal, leur
activité est tres controlée et régulée par des mécanismes d’autocontrole assurant I'inhibition des
domaines catalytiques. Toute dérégulation de 'activité kinase engendre donc une perturbation de
la signalisation a l'origine du développement tumoral *.

Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables de la dérégulation de lactivité kinase . Les
altérations génétiques peuvent avoir pour conséquence de modifier et altérer la structure de la
protéine. Ainsi des translocations chromosomiques peuvent générer des protéines de fusion
oncogéniques ayant une activité TK, comme c’est le cas dans la leucémie myéloide chronique qui
porte la translocation t(9 ;22) conduisant au géne de fusion Ber/Abl, qui code une protéine
cytosolique a activité kinase (Ber/Abelson) .

Des mutations de type gain de fonction, telles que des délétions, des insertions ou des mutations
ponctuelles peuvent perturber Pautorégulation des kinases. Par exemple, dans la leucémie

my¢éloide aigiie, la mutation du récepteur Fms-like tyrosine kinase (FLT3) entraine une activation
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constitutive du RTK méme en I'absence de ligand . Dans le mélanome, la mutation du géne
BRAF, retrouvée dans plus de 60 % des cas % résulte en une activation constitutive de la STK.
Le 3™ mécanisme de dérégulation des kinases est la surexpression de protéines liée a une
amplification génique, avec pour exemple le cancer du sein qui surexprime le récepteur HER2.
Enfin, une augmentation de lactivité des kinases peut étre le résultat d’'une perte de fonction
d’une protéine inhibitrice telle que la tyrosine phosphatase, PTEN (Phosphatase and TENsin

homolog), dans de nombreuses tumeurs solides *'.

1.5 Microenvironnement tumoral et angiogenése tumorale

Les cellules tumorales se localisent au sein d’un microenvironnement appelé « stroma tumoral ».
Ce dernier est composé de la matrice extracellulaire et d'une composante cellulaire comprenant
des fibroblastes associés a la tumeur, des cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles), des
lymphocytes, des cellules dérivées de la moelle osseuse, des précurseurs angiogéniques (cellules
endothéliales et péricytes).

Pour pouvoir croitre au-dela d'un certain volume (>1-2 mm’), une tumeur a besoin de
développer son propre réseau vasculaire a partir de vaisseaux préexistants. Ce processus est
appelé l'angiogenese. Cette derniere va permettre d’augmenter 'apport des nutriments et de
l'oxygene nécessaires a la survie et la croissance des cellules tumorales, ainsi que 1'élimination du
dioxyde de carbone et autres déchets résultant du catabolisme tumoral. Ce processus est régulé
par un équilibre entre des facteurs pro- et antiangiogéniques. Lorsque la tumeur dépasse une taille
critique, les cellules tumorales se retrouvent en hypoxie ce qui va induire I'activation du facteur de
transcription HIF. Ceci a pour conséquence de stimuler la sécrétion de molécules pro-
angiogéniques (VEGE ; Platelet Derived Growth Factor: PDGF, etc) et de rompre 1'équilibre,
entrainant dés lors le "switch angiogénique” a l'origine de I'angiogenése %

La néo-angiogenese est un processus complexe qui comporte deux étapes: une phase
d'activation aboutissant a la formation d'un nouveau vaisseau et une phase de maturation qui
stabilise le vaisseau néo-formé.

Le VEGF est un facteur pro-angiogénique qui posseéde un role clé dans la formation et le
développement de nouveaux vaisseaux . La famille du VEGF rassemble plusieurs ligands :
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PIGF (Placental Growth Factor). Ces ligands
possedent une affinité plus ou moins importante pour les trois récepteurs au VEGF (VEGFR) :

le VEGFR-1, le VEGFR-2 et le VEGFR-3 * (Figure 7). Ces récepteurs membranaires ont une
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activité tyrosine kinase et ont un niveau d'expression variable selon les tissus. Les types 1 et 2
sont exprimés par les cellules endothéliales vasculaires et par diverses cellules hématopoiétiques
(monocytes, macrophages et lymphocytes) et le VEGFR-3 principalement sur les cellules
endothéliales lymphatiques. Le VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont impliqués dans I'angiogenése, le
VEGFR-3 intervient dans la lymphangiogenése, le tout contribuant a la croissance tumorale,

. . . », . . », . 30-33
l'invasion et la dissémination métastatique ~ .

VEGFRI VEGFR3 NP2

Vasculogeneése Lymphangiogenése
Angiogenése

Figure 7 : Les récepteurs au VEGF et leurs ligands. Adapté d'aprés Lee M. Ellis & Daniel J. Hicklin .
PIGF : placenta growth factor ; I’EGF : vascular endothelial growth factor ; I’EGFR : vascular endothelial growth
factor receptor

Le VEGF-A se lie spécifiquement aux récepteurs de type 1 et 2 avec une affinité beaucoup plus
importante pour le VEGFR-1 *'. L'activation du VEGFR-2 est responsable d'une vasodilatation,
d'une augmentation de la perméabilité vasculaire, et permet la migration, la prolifération et la
survie des cellules endothéliales. Les principales voies de signalisation impliquées dans cette

régulation sont PI3K/Akt, p38 MAPK, PLCy/PKC, Ras/MEK/ERK (Figure 8).
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Figure 8 : Voies de signalisation du VEGFR. D'aprés Rivera S 3.

ERK : extracellular signal-regulated kinases ; MAAPK : Mitogen-activated protein kinases ; MEK : Mitogen-activated
protein kinase kinase ; #TOR : mammalian target of rapamycin ,; p38 : p38 mitogen-activated protein kinases ; PI3K :
phosphoinositide 3-kinase ; ’EGFR : vascular endothelial growth factor receptor

Le PDGF joue également un role dans l'angiogenese puisqu'il est impliqué dans la phase de
maturation en favorisant le recrutement de cellules (péricytes et cellules musculaires lisses) qui

. N .- . . 36
vont aider 2 la stabilisation des nouveaux vaisseaux

1.6  Echappement au systéme immunitaire

Selon le concept de 'immunosurveillance, les cellules du systeme immunitaire sont capables de
reconnaitre et de détruire les cellules malignes a lorigine des cancers. Les tumeurs qui se
développent ont donc réussi a échapper au systeme de surveillance et éviter ainsi leur élimination

par les cellules immunitaires *
1.6.1 Immunosurveillance et immunoediting
1.6.1.1  Concept d’immunosurveillance
De¢s le début du XXe siecle, le concept d'immunosurveillance a été évoqué. Il découle de

différentes observations, dont celles de William Coley qui décrivent une association entre des

rémissions de sarcomes et la survenue d’une surinfection a streptocoques responsable d’érysipcle
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7. L’hypothése était que la réponse inflammatoire induite par linfection pouvait également
exercer un effet anti-tumoral.

Des arguments expérimentaux ont permis d’appuyer cette théorie, avec notamment utilisation
de modeles de souris déficientes pour différents effecteurs de 'immunité qui ont plus de risques

s ’ . . 3
de développer des tumeurs spontanées ou induites **”

. Par ailleurs, il a été montré que les
patients immunodéprimés ont un risque relatif de développement tumoral supérieur *. En effet,
chez les patients ayant un déficit immunitaire primitif (syndrome de Wiskott Aldrich * ou
trisomie 21 * par exemple) ou secondaire (traitement immunosuppresseur, syndrome de
l'immunodéficience acquise ¥ par exemple) une augmentation de la fréquence de apparition de
certaines tumeurs a ¢été décrite. La découverte d’antigénes tumoraux est venue confirmer
I’hypothése de 'immunosurveillance. Ainsi, Pexpression de ces antigénes associés aux tumeurs
(TAA, en anglais tumor-associated antigen) permet au systéme immunitaire de distinguer les cellules
tumorales de celles du «soi» *. Enfin, la présence dinfiltrats immunitaires dans le
microenvironnement tumoral a été rapportée dans différents cancers. De nombreux types
cellulaires y sont retrouvés : mastocytes, macrophages, les cellules dendritiques (DC) lymphocytes
T (LT) incluant les LT helpers (Th1, Th2 et Th17), les lymphocytes T régulateurs (Treg), les LT
cytotoxiques (CTL) CD8+ et les lymphocytes B. L’étude de la relation entre linfiltrat tumoral et
le pronostic clinique a permis de mettre en évidence qu'une présence importante de CTL ou de
cellules Th1 était de bon pronostic . Cette association constitue une preuve supplémentaire de

I'immunosurveillance.

1.6.1.2  Echappement immunitaire ou « immunoediting »

Des tumeurs sont également susceptibles de se développer chez des individus
immunocompétents, ce qui laisse supposer que I'échappement au systéme immunitaire est un
processus essentiel permettant I’émergence de tumeurs (Hallmarks of K 2011). Ceci suggere que
des modifications survenant au cours du développement tumoral permettent aux cellules
cancéreuses d’échapper a leur destruction. Il en découle le concept d” « immunoediting» ***" liant

Pimmunosurveillance a ’échappement tumoral selon 3 phases ** (Figure 9).
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Figure 9 : Les 3 phases de ’immunoediting tumoral, d’aprés 4

CIT.A+4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4; DC: Dendritic Cells; IDO: Indoleamine 2,3-
DiOxygénase ; IFN : Interféron,; IL : Intetleukine ; MDSC : Myeloid-derived suppressor cells ; MHC : Major
Histocompability Complex, M® : Macrophages ; NK : Natural killer cells; PD-7; Programmed Death-1; TGF :
Transforming Growth Factor ; Treg : ymphocytes T régulatenr.

I’élimination est la phase retrouvée dans la théorie de I'immunosurveillance : les cellules en
transformation sont reconnues et éliminées par le systeme immunitaire inné et adaptatif. La phase
d’équilibre durant laquelle le systeme immunitaire, par pression de sélection positive, favorise
I'émergence de variants de cellules tumorales capables d’éviter ou de résister a la réponse
immunitaire. Ce long processus conduit a la phase d’échappement, ou le syst¢eme immunitaire
ne peut plus contréler la croissance de ces variants « immuno-résistants » et des lésions

cancéreuses sont cliniquement détectables. Différents mécanismes permettent cet échappement *°
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: la perte d’expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) *, la sécrétion de
molécules immunosuppressives (Transforming growth factor TGF-(3, interleukine (IL)-10, IL-6,
indoleamine 2,3-DiOxygénase IDO) et le recrutement de cellules immunosuppressives dans le
microenvironnement tumoral (lymphocytes Treg ou Th17, myeloid derived suppressor cel/ MDSC) °'.

Ces cellules immunosuppressives sont capables d’inhiber I’action cytotoxique des lymphocytes T
ou d’avoir un effet pro-tumoral direct en produisant des facteurs de croissances tumoraux ou
pro-angiogéniques. Enfin, la tumeur est capable d’induire une tolérance immunitaire en rendant
les lymphocytes anergiques ou non fonctionnels, par le biais d’expression de molécules de co-

stimulation inhibitrices a leur surface (CTLA4 et PD1).

1.6.2 Points de contréle et régulation du systéme

immunitaire

1.6.2.1  La réponse immmunitaire antitumorale

Chen e al. ont décrit la réponse immunitaire anti-tumorale sous le terme de «cycle cancer-
immunité » . Elle se déroule en 7 étapes distinctes (Figure 10) :

1) Libération de néo-antigénes tumoraux suite a la mort de cellules tumorales.

2) Capture et dégradation de ces antigenes par des cellules dendritiques (DC), puis présentation
par les molécules du CMH.

3) Migration des DC depuis les tissus périphériques vers les organes lymphoides secondaires ou
elles vont 'amorcer (priming) et activer les LT naifs en LT effecteurs CD8 en leur présentant
I'antigene

4) Migration des LT CD8 vers la tumeur

5) Infiltration de la tumeur par les LT CD8

6) Reconnaissance des cellules tumorales ziz le complexe néo-antigene / CMH I présent a leur
surface par le récepteur des lymphocytes (TCR).

7) Activation des LT effecteurs en LT cytotoxiques (CTL) capables de lyser la cellule tumorale.

Toutes ces étapes sont régulées par des co-récepteurs activateurs et inhibiteurs afin d’assurer un
controle de la réponse immunitaire. Chacune de ces étapes est régulée par une balance entre
molécules activatrices et inhibitrices, dont les points de controle immunitaire ou « zzmune
checkpoints » font partie. Parmi les récepteurs inhibiteurs impliqués, sont retrouvés le ¢ytotoxic T

lhymphooyte antigen (CTLA-4) et le programmed cell death-1 (PD-1). Ainsi, le CTLA-4 empéche
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Pactivation des lymphocytes au niveau des organes lymphoides, tandis que PD-1 prévient

Pactivation lymphocytaire en périphérie et au niveau tumoral >,

Priming et activalion au sein
des organes lymphoides .
ICTLAS)

Migration des cellules
T vers la tumeur

w I 0 Infiltration de la tumeur par
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ﬂ @ . Inhibée par le VECH

Prosentation
antigénigue
par les cellules
dendritiques

Reconnaissance des
cellules cancéreuses
par les cellules T
{Récepteur TACMH)

Libération o’antigenes
tumaoraux par mort
cellulaire
immunelogique

Destruction des cellules
cancereuses
Inhivée par PD-L1/PD1,
PD-L1/B7.1

Figure 10 : Cycle cancer-immunité, d’apres 5
CTLAA : eytotoxic T hmphocyte antigen ; PD-1 : programmed death-1 ; PD-1.1 : programmed death ligand-1

1.6.2.2  Le récepteur PD-1 et tolérance immmunitaire

Le PD-1 est un récepteur transmembranaire exprimé sur un grand nombre de cellules
immunitaires : lymphocytes T (CD4 et CD8) ainsi que les lymphocytes Treg, lymphocytes B, les

monocytes activés, les DC et les cellules NK *°

. Les lymphocytes T naifs périphériques
expriment peu le PD-1 a leur surface. Son expression au niveau périphérique est normalement
transitoire et peut étre induite par l'activation des lymphocytes T, par la présence de cytokines
(-2, IL-7) ou en cas d’exposition prolongée a un antigene. De manicre physiologique, ceci
permet de controler 'amplitude ainsi que la durée de la réponse immunitaire afin de limiter son
retentissement sur les tissus sains, notamment lors d’infections . Les tumeurs détournent ces
tmmnne checkpoints pour échapper au systéme immunitaire.

Le PD-1 possede 2 ligands : PD-L1 (ou B7.H1 ou CD274) et PD-L2 (ou B7-DC ou CD273). Ces

ligands appartiennent a la famille des protéines transmembranaires B7. PD-L1 est rarement
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retrouvé dans les tissus sains mais exprimé sur de nombreuses cellules tumorales (dans 20 a 50 %
58 . .. N , . . .
des cancers ) et immunitaires pouvant étre présentes au niveau du microenvironnement tumoral

ou infiltrant la tumeur (TIL Lymphocytes infiltrant la tumeur) 59,60

. Le PD-L1 peut étre induit par
de nombreuses cytokines inflammatoires (TNFa, IFNy, VEGF, IL-10) ou de facon innée grace a
Pactivation de voies oncogéniques telles que la voie PI3K/Akt par délétion de PTEN °'. Sa forte
expression est de mauvais pronostic dans plusieurs cancers.

L’expression de PD-L2 est plus restreinte. Ce dernier, retrouvé principalement sur les

macrophages et les DC, interviendrait notamment dans la tolérance au niveau pulmonaire. Enfin,

il est peu exprimé au niveau tumoral

L’interaction du PD-1 avec PD-L1 est responsable de la transduction d’un signal inhibiteur zia les
phosphatases SHP-1 ** et SHP-2 (S homology domain containing tyrosine phosphatase) ©. 1l en résulte
un blocage de la cascade de PI3K/Akt en aval du TCR qui conduit a Parrét de mécanismes
lymphocytaires tels que la migration, la prolifération ou lactivation de lymphocytes ***. 1l en
résulte une anergie et une apoptose des LT * (Figure 11).

Lymphocyte
effecteur T CD8*

Cellule

tumorale
Anergie du lymphocyte

Atténuationdu
signal TCR Diminution de |z

oroduction de cytokines

Figure 11 : Mécanisme d’action de ’axe PD-1 / PD-L1 dans la résistance immunitaire adaptative. Adapté
depuis 7.

MHC : major histocompatibility complex; PD-1 : Programmed Death-1,; PD-1.1/PD-1.2 : Programmed Death Iigand 1/2 ;
SHP2 : Src homology domain containing tyrosine phosphatase 2 ; TCR : T cell receptor

1.7  Stratégies thérapeutiques en oncologie

La compréhension des mécanismes d’oncogencése a permis d’identifier des altérations
moléculaires clés nécessaires au développement d’une tumeur, qui constituent autant de cibles
potentielles pour la mise au point de molécules thérapeutiques. Ces thérapies dites « ciblées » sont
donc dirigées contre des protéines impliquées dans le processus de transformation néoplasique

d’une cellule. (Figure 12).
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Figure 12 : Exemples de thérapies ciblées utilisées en cancérologie. D’aprés 2.

BH3 : BCL-2 Homology 3; CDK : Cyclin-dependent kinases; CTL.A-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated antigen 4 ; EGFR :
epidermal growth factor receptor ; HGF : Hepatocyte growth factor; PARP : poly(ADP-ribose) polymerase; PD-1 : Programmed
Death-1 ; VEGE : vascular endothelial growth factor

1.7.1 Thérapies ciblant les protéines kinases

1.7.1.1  _Addiction oncogénique

Weinstein et Joe ont introduit le concept d'addiction oncogénique sclon lequel les cellules
tumorales sont dépendantes des modifications apportées par des oncogenes pour pouvoir
maintenir leur phénotype tumoral **. L.a mise en évidence de ce phénoméne ainsi que la meilleure
connaissance des voies moléculaires impliquées dans l'oncogenese a permis le développement de

thérapies ciblées, qui ont révolutionné la prise en charge de nombreux cancers.

1.7.1.2 Anticorps monoclonanx

Les anticorps monoclonaux sont des macromolécules de haut poids moléculaire. Ils inhibent de
maniére compétitive linteraction ligand/récepteur par encombrement stérique en se fixant avec
une grande spécificité au ligand ou au récepteur. Leur action est donc uniquement extracellulaire
et ils présentent un intérét majeur en cas de surexpression du ligand ou du récepteur sauvage.
Pour exemple, le bevacizumab (Avastin®) qui cible le VEGF est indiqué en monothérapie dans le
traitement du cancer métastatique du colon ou du rectum, en association dans le traitement du

cancer du sein métastatique, du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC), du cancer du
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rein avancé et/ou métastatique et du cancer épithélial de ovaire. Le ramucirumab (Cyramza®) est
aussi un anticorps monoclonal anti-VEGF qui est utilisé dans le cancer gastrique ou de la
jonction cesogastrique. Le trastuzumab (Herceptin®) qui cible les tumeurs surexprimant le
récepteur HER2 est utilisé dans certains cancers du sein (métastatique ou précoce) et du cancer
gastrique métastatique “. Le cetuximab (Erbitux®) et le panitumumab (Vectibix®), deux anti-
EGFR, sont indiqués en I'absence de mutation de Ras dans le cancer colorectal. Les principaux
inconvénients des anticorps monoclonaux sont liés a 'immunogénicité qu’ils peuvent induire et a

leur modalité d’administration par voie injectable.

1.7.1.3  Les inhibitenrs de protéines a activité kinase

Les inhibiteurs de protéines kinase, telles que le sunitinib, le sorafenib ou le pazopanib, sont de
petites molécules capables de franchir facilement la membrane cytoplasmique. Au niveau du site
actif des kinases ils se fixent dans la poche a ATP entrant ainsi en compétition avec I'ATP
nécessaire a la réaction de phosphorylation. Ils inhibent de cette maniere Iactivation de la
protéine kinase et par conséquent la transduction du signal intracellulaire qui en découle.

Malgré leur dénomination de « thérapies ciblées », ces mimétiques de ’ATP sont relativement peu
spécifiques en raison de la similarité de structure des sites catalytiques des diverses kinases ',
directement lié 2 la filiation phylogénétique des kinases . Ils agissent donc sur différentes kinases
avec une affinité plus ou moins forte, définissant un spectre d’activité propre a chaque inhibiteur
" (Figure 13). Ce manque de spécificité présente l'avantage de pouvoir les utiliser en
monothérapie mais I'inconvénient d’étre responsable de nombreuses toxicités. La sévérité des
effets secondaires reste tout de méme moindre que celle induite par les chimiothérapies
classiques.

I’imatinib (Glivec®) est le pionnier des inhibiteurs de kinases en ciblant la protéine TK Brc-Abl

dans les leucémies myéloides chroniques.
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Figure 13 : Profils d’affinité de différents inhibiteurs de tyrosine kinases pour le kinome, d’apreés 7.
Le diameétre des cercles rouges est indirectement corrélé a ['affinité avec laguelle linbibitenr de tyrosine kinase se lie d la protéine kinase ; le
cluster dans la partie en hant a gauche correspond a la famille des tyrosines kinases.

1.7.2 Les immunothérapies

Les progres de la connaissance des mécanismes de I'immunité antitumorale ont permis de
développer différentes stratégies d’'immunothérapie. Il existe ainsi des immunothérapies passives

et actives.

% Immunothérapies passives

Ces thérapies reposent sur l'apport d’effecteurs cytotoxiques zzz utilisation d’anticorps
monoclonaux dirigés contre les antigénes tumoraux, comme le rituximab (Mabthera®) qui est un
anti-CD20 utilisé dans les lymphomes non-Hodgkiniens. I'immunothérapie adoptive consiste a
administrer directement des cellules immunitaires au patient, telles que des LT, des NK, des

CARs (Chimeric Antigen Receptor) qui sont les LT avec un récepteur antigénique chimérique.

% Immunothérapies actives

L’immunothérapie active consiste a induire une réponse immunitaire chez le patient. Pour ce, les
vaccins anti-tumoraux sont constitués de peptides dérivés d’antigénes tumoraux liés a des cellules
présentatrices d’antigénes ou des exosomes. L’objectif de cette vaccination est d’induire une
réponse lymphocytaire spécifique de la tumeur, avec la potentielle mise en place d’'une mémoire
immunologique. Cependant ces vaccins thérapeutiques sont encore du domaine de la recherche,
nécessitent de disposer d’antigenes spécifiques de tumeurs et requicrent souvent une technologie
complexe pour individualiser le traitement. Par ailleurs, les anticorps monoclonaux inhibiteurs des
tmmnne checkpoints ont permis de grandes avancées dans la prise en charge de certains cancers tels

que le mélanome et le carcinome urothélial, en rétablissant les capacités fonctionnelles des LT
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anergiques. Différents anticorps monoclonaux sont actuellement commercialisés : les inhibiteurs
du CTLA-4 avec lipilimumab (Yervoy®), les inhibiteurs du PD-1 tels que le nivolumab
(Opdivo®) et le pembrolizumab (Keytruda®) ou de son ligand PD-L1 avec Iatezolizumab
(Tecentriq®).

1.7.3 Problématiques des thérapies ciblées

Les inhibiteurs de kinases ainsi que plus récemment I'immunothérapie ont fait preuve dune
grande efficacité clinique, révolutionnant la prise en charge thérapeutique de certains cancers. La
qualité de vie des patients a été considérablement améliorée par l'utilisation de ces thérapies. En
effet, les inhibiteurs de kinases s’administrent quotidiennement par voie orale, permettant un
traitement ambulatoire. Par ailleurs, 'administration d’immunothérapie est réalisée toutes les 2 ou
3 semaines en hopital de jour. Ces thérapies agissent de fagon spécifique sur des cibles
moléculaires et présentent par conséquent moins d'effets indésirables que les chimiothérapies
conventionnelles.

Bien que réduites, ces toxicités ne sont pas négligeables et peuvent étre responsables d’une
diminution voite d’un arrét transitoire ou définitif du traitement. Par ailleurs, des déceés liés a ces
toxicités ont déja été rapportés avec les immunothérapies. Enfin, des phénomenes de résistances
primaires ou secondaires au traitement ont été observés chez certains patients.

Les toxicités ainsi que les résistances, associées au cout tres élevé de ces thérapies ciblées,
soulevent la question de la sélection des patients les plus a méme de bénéficier de ces traitements.
Dans ce contexte, I'identification de biomarqueurs pourrait aider a Poptimisation de la prise en

charge thérapeutique des patients traités par thérapies ciblées.
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2 Identification de biomarqueurs et approche kinomique

2.1 Généralités sur les biomarqueurs

Selon la définition proposée par le National Institute of Health (NIH), un biomarqueur est "une
caractéristique qui est objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur de processus
biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique" "', Cette mesure doit étre effectuée par des techniques robustes et reproductibles.
Les domaines d'application des biomarqueurs sont multiples. IlIs peuvent concerner les phases de
recherche et de développement d'un médicament ou encore l'utilisation en pratique courante
clinique.
1l existe différents types de biomarqueurs ™ :

- physiopathologiques qui expliquent les modifications des fonctions de l'organisme

- diagnostiques qui identifient une pathologie

- pronostiques qui déterminent la probabilité d’évolution de la maladie

- prédictifs qui déterminent la probabilité de réponse a un traitement donné

- pharmacodynamiques qui refletent I'effet d'un traitement sur les cellules
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Tableau 1 : Définition des biomarqueurs selon le National Institute of Health (NIH), d'aprés 7173,

Dénomination

Définition

Biomarqueur

Caracteéristique biologique mesurée de facon objective et évaluée comme
un indicateur soit d’un processus biologique normal ou pathologique, soit
de réponse pharmacologique résultant d’une intervention thérapeutique

Biomarqueur de type 0

Marqueur biologique de la progression de la maladie relié a un parametre

clinique connu

Biomarqueur de type |

Marqueur biologique qui refléte les effets d’'une thérapeutique selon son
mécanisme d’action

Biomarqueur de type I

Marqueur biologique considéré comme un critére de substitution : une
modification de ce biomarqueur est associée a un bénéfice clinique ou a
un risque

Critére de substitution
[ou « Surrogate
endpoint »]

Catégorie de marqueurs destinés a se substituer a un critére d’évaluation
clinique devant permettre de déterminer le bénéfice clinique ou le risque
a partir de données épidémiologiques, thérapeutiques ou
physiopathologiques

Critere d’évaluation
clinique [ou « Clinical
end point »]

Caractéristique ou variable qui reflete I'état du patient.

Marqueur pronostique

Marqueur permettant de différencier des catégories de patients a
différents risques pour une évolution déterminée, indépendamment du
choix du traitement administré (ou du choix de ne pas administrer de
traitement)

Marqueur prédictif

Marqueur permettant de prévoir les éventuels bénéfices (efficacité) et
risques (toxicité) d’un traitement selon le statut du marqueur.

En pratique clinique, un biomarqueur peut étre utilisé pour le diagnostic, 1'évaluation de
l'efficacité ou de la toxicité d'un médicament, ou encore la progression de la maladie. 1l peut étre
indirect: un ou plusieurs parametres biologiques (caractéristique génétique, protéines,
métabolites) peuvent caractériser un état physiologique ou pathologique, I'évolution d'une

maladie ou la réponse a un traitement.

2.2  Biomarqueurs en cancérologie

Avec Iémergence des thérapies ciblées, I'identification de nouveaux biomarqueurs est devenue

une priorité en cancérologie. Dans le cadre d’'un objectif de médecine personnalisée, il est
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essentiel d’adapter les traitements des patients en fonction de leurs caractéristiques individuelles

™. Pour ce faire, I'identification de facteurs prédictifs est déterminante.
2.21 Nécessité de biomarqueurs

Les biomarqueurs permettraient de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier de ces
thérapies, ainsi que d’en optimiser la dose et le rythme d’administration. Ils pourraient également
aider a l'identification des patients d’emblée résistants ou présentant un risque d’échappement
thérapeutique, ainsi que ceux susceptibles de développer des toxicités. L’identification de
marqueurs précoces de réponse au traitement serait également trés utile pour la proposition
d’alternative thérapeutique en cas d’échec. Enfin, de tels marqueurs permettraient de diminuer le
cout de ces thérapies en choisissant initialement le bon traitement pour le bon patient et a la
bonne posologie. Dans ce contexte, de nombreuses équipes cherchent a identifier des
biomarqueurs pharmacodynamiques, prédictifs, pronostics ou encore des s#rrogate biomarqueurs
. Cette recherche peut étre menée au sein de la tumeur ou dans les fluides biologiques, du

diagnostic de la maladie jusqu’a la progression de cette dernicre 7677

Certains biomarqueurs sont utilisés en test compagnon en pratique quotidienne par les cliniciens
pour le choix du traitement. Par définition, un test compagnon est un test diagnostique
permettant de sélectionner, en fonction de leur statut pour un marqueur prédictif identifié par ce
test, uniquement les patients chez lesquels le traitement est susceptible d’apporter un bénéfice
parmi ceux diagnostiqués pour une maladie donnée . Le test est donc «compagnon »
d’utilisation de 'administration du traitement. A ce jour, différents tests compagnon permettent
de sélectionner les patients susceptibles de recevoir un bénéfice d’'une thérapie ciblée. Pour
exemple, seuls les patients présentant un cancer du sein ou gastrique surexprimant HER2+
bénéficient d’un traitement par trastuzumab (Herceptin®). De la méme maniére, les patients
atteints d’'un cancer du poumon avec une mutation activatrice de PTEGFR sont éligibles au
traitement par inhibiteurs de PEGFR tels que Petlotinib (Tarceva®), le gefitinib (Iressa®) ou
Pafatinib (Giotrif®). Tes patients présentant une tumeur ayant la mutation BRAF (mélanome,
thyroide) sont traités par inhibiteur de BRAF tels que le vemurafenib (Zelboraf®) ou le dabrafenib
(Tafinlar®). Enfin, I'utilisation du cetuximab (Erbitux®) est indiquée chez les patients atteints d’un
cancer colorectal métastatique ayant un statut RAS non muté (KRAS et NRAS). Des plateformes
de génétique moléculaire des cancers ont été créées afin de réaliser ces tests moléculaires

innovants. En France, en 2015, 76200 patients ont bénéficié iz ces plateformes d’un test
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génétique moléculaire déterminant I’accés a une thérapie ciblée . Ces marqueurs prédictifs sont
donc pour la majorité des marqueurs tissulaires détectés au niveau de la tumeur. L’osimertinib
(Tagtisso®) a été commercialisé récemment dans le traitement des cancers du poumon présentant
la mutation EGFR T790M, qui est une mutation de résistance aux inhibiteurs de premicre et
deuxieme génération de PEGFR. Ainsi les patients qui progressent apres un traitement par
inhibiteur de PEGFR de premiere génération doivent avoir une nouvelle biopsie pour cette
analyse. A l'heure actuelle quand cette biopsie n’est pas réalisable, la possibilité de rechercher
cette mutation sur une biopsie liquide * a été validée et permet de justifier un traitement par
osimertinib. Ainsi l'utilisation de biomarqueurs circulants prédictifs de la réponse a une thérapie
ciblée est en train d’émerger *'.

Cependant, pour les thérapies antiangiogéniques et les immunothérapies, aucun biomarqueur n’a

¢été validé a ce jour, malgré de nombreux travaux de recherche sur le sujet.

2.2.2 Biomarqueurs de ’angiogen¢se

De nombreux parametres ont été étudiés afin de définir un biomarqueur prédictif, pronostique
ou pharmacodynamique chez les patients traités par antiangiogéniques *.

Les divers biomarqueurs explorés incluent la mesure de la pression artérielle, la quantification
plasmatique de marqueurs circulants tels que le VEGF, le PIGF ou le VEGFR solubles, ou
encore les cellules endothéliales circulantes ou leur précurseurs dérivées de la moelle osseuse. La
mesure de marqueurs tissulaires avec I'expression du VEGF ou du VEGFR2 a également été
testée. Les progres de I'imagerie ont permis dernierement de pouvoir estimer la densité des

trans

micro-vaisseaux * ou encore la constante K™ mesurée par imagerie par résonnance magnétique
(constante de transfert de volume de gadolinium depuis le plasma jusqu’au compartiment
extravasculaire et extracellulaire) qui reflete en partie la perméabilité, le flux vasculaire et bien
Parchitecture vasculaire ***. Enfin, les analyses génotypiques avec I’étude du polymorphisme du

VEGTF ou de l'interleukine IL.-8 ainsi que les miRNA se sont avérées étre des pistes intéressantes.

Une fois les biomarqueurs identifiés, I'enjeu est de démontrer par la suite leur caractere prédictif.
Ceci équivaut a définir son aptitude a améliorer le devenir clinique des patients en aidant a la prise
de décision thérapeutique. Cependant, a ce jour, aucun biomarqueur prédictif,
pharmacodynamique ou pronostique de thérapies antiangiogéniques n’a pu étre cliniquement

validé.
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2.2.3 Biomarqueurs et immunothérapies

La recherche de biomatrqueurs pour les immunothérapies ciblant la voie du PD-1/PD-L1 est
nécessaire pour prédire la réponse a ces thérapies. Par ailleurs, elle est aussi primordiale pour
I’élucidation des mécanismes impliqués dans cette voie et le développement de stratégies

thérapeutiques combinées.

A ce jour, Pexpression du ligand PD-L1 sur les cellules tumorales ou immunitaires est le
marqueur le plus étudié. De nombreux essais cliniques utilisant des agents ciblant le PD-1 ou le
PD-L1 dans divers cancers ont montré que les tumeurs PD-L1 positives (PD-L1 +) présentaient
un meilleur taux de réponse aux inhibiteurs de la voie du PD-1/PD-L1 ¥. Cependant, une
proportion non négligeable de cancers ayant un statut immunohistochimique PD-L1 négatif (PD-
L1 -) répond tout de méme au traitement, ce qui suggere que d’autres ligands du PD-1 tels que le
PD-L2 pourraient étre intéressants a explorer afin d’identifier les futurs répondeurs ou non au
traitement. Ainsi, il a été récemment montré que des types tumoraux pouvaient exprimer
seulement chez certains patients du PD-L2, ce qui pourrait expliquer leur réponse clinique aux
inhibiteurs de la voie du PD-1/PD-L1 tout en présentant un statut PD-L1 % Ces résultats
montrent que I'expression seule du ligand PD-L1 ne peut a ce jour étre utilisée comme test
compagnon pour sélectionner les patients qui pourraient bénéficier des inhibiteurs de la voie PD-
1/PD-L1. Par ailleurs, il est important de souligner que le statut PD-L1 souffre actuellement d’un
manque de standardisation technique, en terme de cellules a étudier ou de méthode pour le
marquage par immunohistochimie (IHC), ainsi que de I'absence de référence concernant le seuil
de positivité du ligand PD-L1 a utiliser . Au final, tous ces différents éléments sont clairement
des facteurs limitant a la validation clinique de l'expression du ligand PD-L1 comme test

compagnon pout les inhibiteurs de la voie PD-1/PD-L1.

Plusieurs marqueurs du microenvironnement tumoral ont également été étudiés. Ainsi, de récents
travaux ont montré que le taux d’expression de PD-L1 est associé a la présence de lymphocytes
infiltrant la tumeur (TIL) **”. Chez des patients atteints de mélanome traité par pembrolizumab,
une association a été décrite entre le taux de lymphocytes T CDS8 intra-tumoraux et le taux de
réponse. L’étude de la Phase II de latezolizumab dans le traitement du cancer urothélial a

, , A s 90
récemment rapporté la méme association .
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Chez des patients atteints de mélanome ou CBNPC et traités par MPDL3280A (anticorps dirigé
contre le PD-L1), Herbst ez a/. ont rapporté qu’une forte expression en baseline du gene de
I'indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et du CLTA-4 était corrélée a une meilleure réponse
clinique ”'. Chez les patients atteints de mélanome, les patients répondeurs au MPDI3280A
présentaient un taux élevé d’IFN circulant ' et un taux important de genes liés 2 'IFN .

Le statut IHC du PD-L2 a aussi montré des résultats intéressants dans le cancer pulmonaire traité
par pembrolizumab *.

Enfin, la surexpression au niveau des LT CD8 circulants de Bim (Bc/2 interacting mediator of cell
death), protéine impliquée dans I'apoptose des LT, est prédictive de la réponse aux inhibiteurs de

la voie PD-1/PD-L1 chez patients atteints d’un mélanome métastatique 9

D’autres travaux se sont focalisés sur les mutations somatiques. Ainsi, une association entre
Pexpression de PD-L1 et le taux de mutations génétiques a été mise en évidence **. De plus, une
association entre la charge mutationnelle et la réponse aux immunothérapies a été décrite,
notamment au cours des essais menés dans le CBNPC traité par pembrolizumab * et les
carcinomes urothéliaux traités par atezolizumab *. De la méme fagon, une association entre taux
de mutations somatiques (liée a une déficience du systeme de réparation des mésappariements de
VADN (« mismatch-repair ») et réponse, a été décrite chez des patients atteints de cancer colorectal
96

. Au travers de plusieurs essais, une corrélation entre la charge mutationnelle et le bénéfice des

. . : A . . : C 02 97
immunothérapies a pu étre démontrée parmi les différents types tumoraux .

2.3 Intérét de la kinomique

Les progres des nouvelles technologies ont permis I’émergence de stratégies pour la découverte
de biomarqueurs dans le cancer. Les techniques a haut débit utilisées en génomique,
transcriptomique, protéomique ou encore en métabolomique permettent d’étudier des centaines
de genes, protéines ou métabolites contenus dans des matrices biologiques tels que les tissus ou
les liquides biologiques. Les approches « traditionnelles » qui permettaient jusque la d’identifier un
gene ou une protéine « candidat » sont désormais concurrencées par ces nouvelles approches qui
déterminent des « signatures », utiles pour le diagnostic et la classification de tumeurs aussi bien

que pour prédire la réponse a un traitement donné **”.

Comme précédemment évoqué, les kinases jouent un réle primordial dans la régulation et la

transmission des signaux intra-cellulaires. D’ailleurs, leur dérégulation a été clairement démontrée
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comme étant impliquée dans diverses pathologies dont le cancer ' et les mutations au sein des
domaines 2 activité kinase sont fréquemment associés a la tumorigenése *'. Différentes approches
sont actuellement disponibles pour étudier leurs caractéristiques (Figure 14). L’approche
génomique permet de savoir si un géne est muté. Cependant, cette technique ne permet pas
toujours de prédire la fonctionnalité ou non de la protéine kinase dérivée. Il en est de méme
concernant la protéomique qui mesure lexpression dune kinase sans en déterminer sa

fonctionnalité '

" En effet, des événements transcriptionnels ou post-transcriptionnels (géne
silencieux, ARNm stable, séquestration d'enzymes loin de leur substrat, etc) peuvent étre
responsables d'une modulation de l'activité des protéines kinases, ce qui n’est pas identifiable avec

la protéomique >,

Le terme de kinomique a été employé pour la premiére fois en 2005 par Jonhson et Hunter ',
I’approche kinomique s’intéresse directement a la fonctionnalité des kinases, en étudiant leur
activité de phosphorylation "', En effet, 'expression d’une protéine peut correspondre a une
forme fonctionnelle ou non-fonctionnelle et n’a pas toujours un retentissement en terme
d’activité dans la cellule. Le profil kinomique d’une cellule consiste donc a déterminer activité

enzymatique de l'ensemble des kinases et refléte donc le phénotype cellulaire ',

Génomique
Facteurs de transcription
Méthylation

Acétylation des histones

Modifications
transcriptionnelles

Modifications Clivage

Tra nscriptomique post-transcriptionnelles polyadénylation

Controle par miRNA

Controle de la
Phosphorylation

traduction Recrutement 43S
Protéomique
Hydrolyse
Modifications Acétylation
Métabolomique post-traductionnelles Phosphorylation

Glycosylation

11t t 1

Kmomlque <€ Kinases / phosphatases

Figure 14 : Facteurs impliqués dans P’activité des kinases et techniques « omiques » (non exhaustif)
utilisées pour la caractérisation des protéines kinases, adapté depuis ''°.

La protéine kinase peut subir des modifications a 4 niveaux: modifications transcriptionnelles, post-transcriptionnelles, contrile de la
traduction, modifications post-traductionnelles.
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Dans ce contexte, 'analyse du kinome pourrait permettre d’affiner notre compréhension des
mécanismes cellulaires en jeu lors d’un traitement antitumoral et représente une source

: 7,107
prometteuse de biomarqueurs dans le cancer .

2.3.1 Généralités sur Papproche kinomique

Depuis les années 2000, une étude approfondie de la phosphorylation des protéines a été menée
afin d’analyser la signalisation cellulaire. Dans ce but, deux approches complémentaires ont été
utilisées : la phosphoprotéomique et la kinomique (Figure 15). Alors que la phosphoprotéomique
consiste a étudier simplement les protéines phosphorylées (donc les substrats des kinases), la
kinomique s’intéresse a la fonctionnalité des kinases. Bien que ces approches soient fortement
liées, puisqu’elles traduisent un méme phénomene, les techniques permettant de les étudier sont
bien différentes. La spectrométrie de masse est aujourd’hui la technique la plus utilisée en

"', Cependant P’analyse du phosphoprotéome est plus délicate d’un point

phosphoprotéomique
de vue expérimental. En effet, le nombre d’éléments constituant le phosphoprotéome est
relativement faible puisque seulement 1 a 2 % de phosphoprotéines sur 'ensemble des protéines
d’une cellule sont retrouvés. Deux facteurs peuvent expliquer ce résultat : la nature dynamique du
phénomeéne de phosphorylation (rapide et transitoire) et la taille du protéome qui supplante la
faible quantit¢ de phosphoprotéines, rendant ainsi leur détection difficile ">, Cette faible
sensibilité de la phosphoprotéomique peut représenter un facteur limitant a son utilisation,
particuliecrement pour la détection de phosphoprotéines faiblement exprimées au sein de la
cellule.

Concernant I'approche kinomique, différentes techniques peuvent étre employées afin de

mesurer Pactivité des protéines kinases. Cependant, seule la technologie par wmicroarray sera

développée dans ce manuscrit.

Protéine Protéine

Phosphoprotéomigue

Kinase Kinomique

Figure 15 : Principes de la phosphoprotéomique et de la kinomique, d’aprés 10
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2.3.1.1  Principe de l'approche kinomique par peptide array

Le principal obstacle concernant I’analyse globale du kinome est la nature des substrats employés.
Bien que les protéines soient les substrats biologiques des kinases, leur synthése a grande échelle
est difficile et elles sont instables sur des arrays. Une alternative a donc été d’utiliser des peptides
qui représentent des séquences comprenant un site de phosphorylation (arsenault 2011).

116

La synthese des peptides est compatible avec les technologies a wicroarrays . Ces arrays sont

donc composés de centaines voire de milliers de peptides synthétisés et immobilisés sur une

7, permettant d’évaluer ainsi a partir d’un seul test le profil phénotypique d’une

membrane
cellule en déterminant lactivité de centaines de kinases (profil kinomique).

Lorsqu’un échantillon contenant des kinases actives est appliqué sur 'amay en présence I’ATP,
ces dernieres vont phosphoryler leurs peptides cibles. La quantification de la phosphorylation de
ces peptides, permet de déduire l'activité des kinases cellulaires. Elle peut se faire de différentes
manieres incluant, entre autres 'utilisation d’anticorps spécifiques du résidu phosphorylé, ’ATP

radiomarqué ou de coloration des sites phosphorylés

. Une fois les peptides identifiés, la
difficulté réside dans l'identification des kinases actives. En effet, généralement, un peptide est
substrat de différentes kinases, ce qui oblige I'utilisation de logiciels de déconvolution permettant,
par des méthodes statistiques, 'identification des kinases impliquées. 1l est également possible de

remonter ainsi a des voies de signalisation.
2.3.1.2  La technologie PamGene®

Différentes compagnies ont développé des techniques wmicroarray pour Danalyse kinomique
(Tableau 2). Ces microarrays peuvent contenir des dizaines a des milliers de peptides qui sont
substrats de kinases et qui présentent un ou plusieurs sites de phosphorylation '"*'"*, Concernant
les techniques de quantification de la phosphorylation, plusieurs approches sont disponibles telles
que la fluorescence et l'utilisation de radio-isotopes qui reposent sur lincorporation de cet
isotope a la cible '”. I’incorporation d’isotope est cependant lente, rendant cette technique peu

sensible.
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Tableau 2 : Différentes techniques peptides arrays commercialisés, d’apreés 107

Technologie Compagnie Nombre de Méthode de
substrats visualisation
PepScan « Peptide array » en spots PepScan .
. 10 000-100 000 Variable
Therapeutics
PepStar « Peptide array » en spots .
JPT 100-1000 Variable
sur mesure
PamChip Peptides immobilisés sur
Pamgene 50-150 Fluorescence
une surface poreuse
Peptide array « Peptide array » en 96 puits ChemPep 96 Radiomarquage
CellulSpots «Peptide array» sur une . .
Intavis AG 1-384 Variable
membrane cellulose
Reverse-phase «Peptide array» sur sample Theranostics
N . 100s Fluorescence
protéine array RPPA blotting Health

La plupart des technologies par microarrays utilise une surface a deux dimensions pour
Pimmobilisation des peptides. La technologie PamGene® utilise une membrane poreuse en oxyde
d’aluminium en trois dimensions (3D) ', sur laquelle les peptides-substrats purifiés sont
immobilisés de facon covalente. La nature unique de ces arrays provient de cette membrane
contenant des canaux (ou pores) (Figure 16B) qui permet d’augmenter jusqu’a 500 fois la surface,
ce qui résulte en la fixation d’un trés grand nombre de peptides et par conséquent en une tres
grande sensibilité de la technologie. De plus, échantillon est pompé activement de haut en bas a
travers ces pores (Figure 16C), permettant ainsi de s’affranchir du phénomene de diffusion de
I’échantillon a travers la membrane habituellement observé. Ceci diminue par conséquent le
temps de réaction tout en augmentant la sensibilité par rapport aux autres systemes connus. La
phosphorylation des peptides est détectée en utilisant d’un anticorps spécifique de la
phosphorylation directement marqué par un fluorochrome pour les tyrosines phosphorylées ou
révélée par un anticorps secondaire fluorescent pour les sérines/thréonines phosphotrylées. La

quantification s’effectue ensuite a 'aide d’une caméra CCD (charged-couple device) (Figure 17).

A

Figure 16 : A. Puce a microarray de la société PamGene. B. Membrane poreuse d’un array, vue de dessus (a
gauche) et vue en coupe transversale (a droite) 12, C. L’échantillon est pompé activement de haut en bas a
travers la membrane poreuse.
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Enfin, le suivi en temps réel de la phosphorylation représente également un autre intérét de cette
technologie. Ainsi, a chaque fois que DPéchantillon est pompé a travers la membrane, la
fluorescence est mesurée, I'intensité de phosphorylation augmentant a chaque cycle. Au final, ce

suivi permet de caractériser les cinétiques de phosphorylation de chacun des peptides.

Protein Tyrosine XOOOOOCY XXX XXX Serine/Threonine LXXXXXXS / TXXXXXX
Kinase (PTK) ATP Kinase (STK) ATP
PamChip® =~ z +Antibody PamChip® % +Antibody
£ PR £ ,I\
ADP | ¥ 4 ADP |
P
EXOOOKS / TXXXXXX

+2" Antibody

e \ 4\ g

P
KXY XXXXXX EXOOKXXS / TXXXXXX

4

Figure 17 : Principes de détection de la phosphorylation des peptides sur les puces a microarrays
PamChip® l’aide d’anticorps marqués par un fluorochrome.

A ganche : détection de lactivité de protéines tyrosine kinases (PTK), a droite : détection de ['activité de protéines sérine/ thréonine kinases
(STK). Y : résidu tyrosine ; S/T : résidus sérine/ thréonine

2.3.2 Approche kinomique en cancérologie fondamentale

L’approche kinomique peut étre utilisée pour différents objectifs. Elle peut étre utile pour
identifier des substrats de nouvelles kinases, de kinases mutées ou modifiées post-
traductionnellement. Ainsi, elle a permis de caractériser les propriétés fonctionnelles de la

121,122
et de

tyrosine kinase JAK2 mutée (V617F) impliquée dans les syndromes myéloprolifératifs
distinguer les différences intrinseques entre les propriétés catalytiques des protéines de fusion
NUP214-ABL1 et BCR-ABL1 qui jouent un role dans la survenue de leucémies lymphoblastiques
aigués T '*. L approche kinomique permet aussi d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques a
partir de lignées cellulaires, de mod¢les murins de xénogreffes et de tissus humains. Ainsi, Kuijer
¢t al. ont montré a partir de lignées cellulaires que Iinhibition de la voie PI3K/Akt/mTORC1
pourrait étre une cible thérapeutique intéressante dans le traitement des ostéosarcomes '**. De
méme, il a été rapporté a partir de 67 biopsies tumorales de patients atteints d’un cancer du
rectum avancé, qu’une activité accrue de la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase

(PI3K) était associée a une maladie plus agressive caractérisée par une survie sans progression

plus courte '*. Ces résultats suggérent que cibler la voie de signalisation PI3K pourrait étre une
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nouvelle option thérapeutique dans le traitement du cancer rectal avancé. Enfin, Maat ef a/ ont
montré a partir de lignées cellulaire 'implication majeure de Src dans le développement du

, 2 126
mélanome uvéal .

L’approche kinomique peut étre également utile pour Iidentification des voies de signalisation
impliquées dans la tumorigenése et la résistance tumorale, ainsi que pour caractériser 'effet d’un
nouvel agent antitumoral sur les kinases cellulaires. Roe ¢ a/. ont observé qu'une augmentation de
lactivité de phosphorylation de STAT5 induite par HIF (facteur d’hypoxie) dans des cellules
cancéreuses de prostate favorisait le développement des cancers de la prostate résistants a la

castration %’

. Vivenco e# al. ont montré que I'inactivation de PTEN causait une augmentation de
la phosphorylation de PEGFR, ce qui confere aux cellules un phénotype de résistance aux
inhibiteurs de PEGFR '**. Enfin, Eriksson ez a/ ont rapporté pour deux lignées cellulaires de
leucémie myéloide aigue que leffet cytotoxique de linhibiteur de tyrosine kinase AKN-028
dépendrait de P'activité basale de 'ensemble des tyrosine kinases. Ainsi, les cellules présentant une

activité globale élevée des tyrosine kinases seraient plus sensibles a I'effet cytotoxique de AKIN-

028 1.

2.3.3 Recherche de biomarqueurs par approche kinomique

L’approche kinomique a largement été utilisée pour la recherche de biomarqueurs qui repose sur
la mise en évidence de groupes de patients établis a partir des profils kinomiques. La plupart des
¢tudes menées ont appliqué une méthodologie appelée communément « on-chip » qui consiste a
mettre ’échantillon du patient en contact avec un inhibiteur de kinases dont la spécificité est bien
sar liée a I’étude des tyrosine kinases ou des sérine/thréonine kinases. L’objectif final est d’évaluer
comme biomarqueur le «profil d’inhibition », qui correspond a la différence entre le profil

obtenu ex vivo en présence ou non de I'inhibiteur de kinase.

Cette méthode « on-chip » a été élaborée pour répondre a une problématique largement rencontrée
en kinomique, celui de la large variabilité interindividuelle des profils kinomiques bruts (sans
inhibiteur). Lorsque les variations interindividuelles de ces profils sont trop importantes, il
devient impossible de distinguer des groupes parmi la population de patients étudiée et par
conséquent d’en déduire un biomarqueur. Les profils d’inhibitions obtenus suite a I'utilisation on-

chip d’un inhibiteur de kinase permettent ainsi de diminuer la variation interindividuelle trouvée
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initialement chez les patients et dans de nombreux cas, si 'inhibiteur est pertinent, de distinguer
des groupes au sein des patients . I’ hétérogénéité inter-patient est alors contournée en utilisant

chaque échantillon comme son propre témoin.

Versele et al. ont été les pionniers dans la recherche de biomarqueurs a 'aide de Papproche

Pl En effet, ils ont montré a partir de lignées cellulaires et de modéles murins de

kinomique
xénogreffes que la signature phénotypique des tyrosine kinases pouvait prédire la réponse a un
traitement par un inhibiteur multikinase. Cette étude a permis d’ouvrir la voie pour ce type
d’approche chez les patients atteints d’un cancer. Chez 55 patients atteints d’un cancer rectal
avancé, Saelen ef al. ont étudié le profil kinomique des tyrosine kinases a partir de biopsies
tumorales avant traitement ">, La détection de cellules tumorales disséminées a pu étre mise en
évidence chez 60 % des patients qui en outre ont présenté ultérieurement une survie sans
progression plus courte. Chez les patients n’ayant pas de cellules tumorales disséminées, la
phosphorylation de 31 peptides était fortement inhibée ex 2o en présence de sunitinib. Ces
résultats suggerent donc quun phénotype de faible inhibition en présence de sunitinib est associé
a une dissémination systémique plus rapide des cellules tumorales chez les patients atteints d’un
cancer rectal avancé. Chez 66 patients atteints d’un cancer rectal avancé traités en néoadjuvant
par chimiothérapie (5-fluorouracile, oxaliplatine et acide folinique) puis radiothérapie, Folkvord ez
al. ont étudié le profil d’activité des tyrosine kinases de biopsies tumorales avant chimiothérapie
', Les profils kinomiques des 7 patients non répondeurs (tumor regression grade, TRG4) et de 12
patients bons répondeurs (TRG1-2) ont été utilisés pour construire un modele de prédiction de la
réponse. Les profils kinomiques des 47 patients restants (bons répondeurs ou répondeurs
intermédiaires) ont été utilisés pour valider la robustesse du modéle. Pour 86 peptides, la
phosphorylation était plus importante dans le groupe des non répondeurs. Au sein de la cohorte
de validation externe, la prédiction du modele s’est avérée juste dans 86 % des cas chez les bons
répondeurs et 80 % des cas chez les répondeurs intermédiaires. Enfin, inhibition ex vivo par le
sunitinib des tyrosine kinases était globalement plus significative dans le groupe des non
répondeurs. Cependant, I'analyse on-chip n’a pas permis d’augmenter la justesse du modele de
prédiction. Ce type de modele a également été décliné pour prédire la réponse a 'erlotinib chez
des patients traités pour un CBNPC *'*, Chez 47 patients atteints d’un cancer rénal a cellules
claires, Anderson ez al. ont étudié le profil d’activité des tyrosine kinases de biopsies tumorales

136

avant chirurgie . L’approche kinomique a permis de stratifier la cohorte de patients en 3

groupes distincts dont le taux de rechute dans les 3 groupes était respectivement 25 %, 6,3 % et

50



38 %. Néanmoins, ces résultats sont a interpréter avec précaution en raison de I'absence de

données sur le traitement administré apres chirurgie.

Enfin, différentes études ont été conduites pour la recherche de biomarqueurs, mais I’absence de
données cliniques riches pour corroborer les résultats de 'approche kinomique reste un facteur
limitant a leur interprétation. Ainsi, Anderson e# a/. ont pu identifier des signatures phénotypiques
de tyrosine kinases pour caractériser les tumeurs résistantes a la radiothérapie ou au
temozolomide . Ta méme équipe a identifié¢ les tyrosine kinases FAK et BMX comme
potentiels biomarqueurs chez des patients atteints de méningiome . Enfin, Tahiri ¢ a/ ont
étudié leffet ex vivo du vemurafenib (inhibiteur spécifique de BRAF) sur le profil kinomique
(tyrosine kinases) de tumeurs de mélanome sauvages ou mutées BRAFVG00E . Tls ont pu ainsi
identifier pour 40 peptides une différence significative de phosphorylation entre les tumeurs
sauvages et mutées BRAFVG600E, bien que pour un faible nombre de tumeurs sauvages, le profil

kinomique n’était pas distinct.

Au final, ces différentes études montrent le potentiel de I'approche kinomique pour la recherche
de biomarqueurs. Néanmoins, I'utilisation d’une biopsie tumorale comme matrice biologique
représente a terme un facteur limitant pour le développement de T'utilisation de I'approche

kinomique en pratique clinique, tout particulierement aprés I'instauration du traitement.

2.3.4 Intérét des cellules mononucléées du sang

périphérique pour la recherche de biomarqueurs

Dans une perspective de médecine de précision, la recherche de biomarqueurs doit étre réalisable
facilement, de facon a pouvoir guider le clinicien lors de la prise en charge en routine des patients
traités pour un cancer. Le matériel sur lequel la recherche de biomarqueurs s’effectue, doit donc
étre facilement accessible et peu invasif pour le patient. De ce fait, la réalisation de multiples
biopsies au cours du traitement apparait inenvisageable aussi bien sur un aspect pratique
qu’éthique. Par ailleurs, une des difficultés ultérieures a la biopsie est d’isoler de facon la plus fine
possible les cellules tumorales par rapport au stroma. Dans ce contexte, I'identification d’une

matrice biologique de substitution a la biopsie tumorale représente actuellement un enjeu majeur.

Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) qui constituent une fraction des cellules

sanguines facilement accessibles par une simple prise de sang, de fagon peu invasive et répétable.
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Elles rassemblent 70 a 90 % de lymphocytes (lymphocytes B et T et cellules natural killer) ainsi

que 10 2 30% de monocytes et trés peu de cellules dendritiques .

Des études utilisant des analyses génomiques par wicroarrays ont montré que les CMSP
exprimaient une large proportion de génes codés par le génome humain, et que leur expression
pouvait varier face a des stimuli internes ou externes et reflétaient les adaptations métaboliques et
physiologiques '*"'*. Par ailleurs, des différences d’expression moléculaires au sein des CMSP
peuvent apparaitre trés tot dans le processus néoplasique, dés que les mécanismes de
reconnaissance tumorale ou d’échappement immunitaire sont mis en jeu. En effet, ces
changements moléculaires ont été retrouvés chez des patients atteints de différents cancers de
stades précoces . 11 est important de noter que ces variations au sein des CMSP ne sont pas
dépendantes de la charge tumorale, ce qui est actuellement I'inconvénient majeur des cellules
circulantes utilisées comme biomarqueur ', Enfin, les CMSP présentent 'avantage de mesurer a
différents moments les changements pharmacodynamiques liés a des thérapies . Dans ce
contexte, les CMSP semblent étre un matériel de substitution ou « surrogate tissue » de choix pour
la recherche de biomarqueurs chez des patients atteints de cancer.
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CHAPITRE 2

ENJEUX DE DEUX NOUVELLES THERAPIES
CIBLEES ANTITUMORALES : LE SUNITINIB
ET LE NIVOLUMAB
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CHAPITRE 2 : ENJEUX DE DEUX NOUVELLES
THERAPIES CIBLEES ANTITUMORALES : LE
SUNITINIB ET LE NIVOLUMAB

1 Le sunitinib dans le traitement du cancer du rein

métastatique

11 Généralités sur le cancer du rein
1.11 Epidémiologie

Le cancer du rein représente 3 % des cancers de I'adulte dans les pays occidentaux. En France, il
se situe au 7éme rang des cancers, tout sexe confondu. En 2012, environ 11600 nouveaux cas ont
¢été estimés, dont 67 % chez I'homme. L'incidence du cancer du rein est en augmentation
constante depuis 1980. En effet, le taux d’incidence standardisé augmente chez ’homme de 2,0 %
par an et chez la femme de 1,7 % par an depuis 1980. Le cancer rénal se situe au 9¢me rang des
déces par cancer avec 3957 décés recensés en 2012 ', Le tabagisme, I'hypertension artérielle ainsi
que 'obésité sont les principaux facteurs de risque du cancer rénal. Enfin, 2 a 3 % des cancers

. N oy s 1 147
rénaux correspondent a des formes familiales héréditaires ™',

1.1.2 Types histologiques

L'organisation mondiale de la santé (OMS) identifie différents sous-types histologiques de
carcinome a cellules rénales (CCR). Les plus fréquemment observés sont les suivants '* :

- les carcinomes rénaux a cellules claires (CCRcc) (70-85 %)

- les carcinomes tubulo-papillaires (7-15 %)

- les carcinomes chromophobes (5-10 %0)

Ces dernicres années, 'apport de la cytogénétique a permis la distinction de nouveaux sous-types

de carcinomes rénaux, répertoriés dans la classification de Vancouver établie par 1'Infernational
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Society of Urological Pathology '*. 1a caractérisation de la tumeur est essentielle 2 1'évaluation du
pronostic des patients et au choix du traitement.

11 est difficile d'évaluer le nombre de tumeurs rénales d'emblée métastatiques. Toutefois, il est
estimé que 10 a 40 % des patients présentent des métastases au moment du diagnostic. Le CCRcc
est le sous-type histologique le plus souvent responsable de métastases ™.

Le pourcentage de métastases faisant suite a la chirurgie est compris entre 30 et 40 % avec un
délai médian d'apparition de 15 mois. D'autre part, il est décrit que 43, 80 et 93 % des métastases
se développent respectivement apreés 1,3 et 5 ans .

La dissémination métastatique se fait principalement au niveau pulmonaire et également au

niveau du foie, des os, du cerveau et des glandes surrénales.

1.1.3 Physiopathologie du cancer du rein

1.1.3.1  Anomalies moléculaires dans le cancer du rein

% Lavoie VHL-HIF-VEGF

La perte de fonction du gene suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (VHL) est retrouvée
dans environ 50 % des CCRcc sporadiques .

Ce gene code pour la protéine VHL (pVHL) qui joue un réle important dans la réponse cellulaire
face a I'hypoxie en régulant le facteur de transduction HIF (hypoxia-inducible factor). HIF est un
hétérodimere composé de deux sous-unités « (HIFa) et 8 (HIFB). La sous-unité 8 est exprimée
de facon constitutive .

En condition de normoxie (Figure 18), HIFa est hydroxylée par la propyl-hydroxylase (PHD)
en présence d'oxygene. Puis, elle se fixe au complexe E3 ubiquitine ligase, dont fait partie la
pVHL. Ceci induit la poly-ubiquitinylation de HIF« qui est alors reconnue puis dégradée par le
protéasome.

En condition d'hypoxie ou d'inactivation de VHL, la PHD est inactive et la dégradation de
HIFa est ralentie. Ceci conduit a l'accumulation cytoplasmique de HIFa qui se dimérise avec
HIFB. Le complexe se transloque dans le noyau cellulaire et se lie a une courte séquence d'ADN
appelée HRE (Hypoxia Response Element), résultant en la transcription de nombreux genes dont
ceux des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le PDGF . Ceci a pour conséquence

l'initiation de I'angiogenese.
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Figure 18 : Mécanismes impliqués dans ’'accumulation d’HIF, d’aprés 5.

En condition de normoxie (a ganche), I'HIFa est dégradée par le protéasome. En condition d'hypoxie on anomalie de la protéine VVHL,
I'HIFa s'accumule et induit lactivation d'une centaine de genes (HRE) dont VEGE et PDGE Cul2 : cullin2, HIF : hypoxia-
inducible factor, HRE : hypoxia response element, PDGF : platelet derived gowth factor, Rbx1 : RING-box protein 1, Ub :
ubiguitine, VEGE : vascular endothelial growth factor, VHL : von Hippel Lindau,

% TLavoie PI3K-Akt-mTOR

La voie PI3K-Akt-mTOR (Figure 19) joue également un réle dans le processus d'oncogenése ™.

Elle peut étre activée par des facteurs de croissance, suite a une mutation ou surexpression de
PI3K ou d'Akt ou suite a une perte de fonction de PTEN qui est un régulateur négatif de cette
voie 7', Ceci entraine une augmentation globale de la synthése de protéines, notamment des
cyclines, impliquées dans le contréle du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire '”. De la
méme maniere, l'activation de mTOR augmente l'expression d'HIFo, ce qui stimule la sécrétion
de VEGF '". Par conséquent l'activation de cette voie est indirectement responsable de

l'angiogenese.
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1.1.4 Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique du CCR est déterminée en fonction de I'état général du patient
ainsi que de la localisation, de I'histologie et du stade de la tumeur. Ce dernier est déterminé selon
la classification TNM (tumor node metastasis) de 1'Union for International Cancer Control (UICC).

Les recommandations actuelles pour le traitement des tumeurs rénales sont celles de 1'Ewurgpean
Association of Urology (BAU) "' et de I'Eurgpean Society for Medical Oncolagy (ESMO) ' au niveau
européen, et celles du Comité de Cancérologie de 1'Association Francaise d'Urologie (CCAFU) au
niveau national "',

Le CCR est peu sensible a la radiothérapie ainsi qu’a la chimiothérapie. Sa prise en charge repose
donc principalement sur la chirurgie, qui constitue le traitement de référence pour les formes

localisées ou localement avancées. En revanche, les thérapies systémiques représentent le « go/d

standard » pour le traitement des stades métastatiques.

1.1.4.1  Le score de Heng

Dans le cas d'un CCRm, le choix du traitement se fait également en fonction du groupe
pronostique auquel appartient le patient (Tableau 3). Ce dernier est défini grace a la classification
de Heng qui tient compte de 6 facteurs de risque ' :

- Etat général mauvais (Index de Karnofsky inférieur a 80 %)

- Hémoglobinémie inférieure a la normale

- Délai entre le diagnostic et I'instauration du traitement inférieur a un an
- Calcémie corrigée supérieure a la normale

- Thrombocytémie supérieure a la normale

- Taux de neutrophiles supérieur a la normale

Tableau 3 : Classification de Heng et survie globale 162,

Nombre de Groupe Médiane de la survie  Survie globale
facteurs de risque pronostique globale (mois) a2 ans (%)

0 Bon 43 75

1-2 Intermédiaire 27 53

3-6 Mauvais 8.8 7

Le CCR est un cancer résistant a la chimiothérapie cytostatique classique. Une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires du cancer du rein a permis la mise au point de

thérapies dites "ciblées", qui représentent une avancée majeure dans la prise en charge du CCRm.
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Les traitements médicamenteux utilisés incluent I'immunothérapie et les thérapies ciblées. La

stratégie thérapeutique médicamenteuse pour le CCR est résumée dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Résumé de la stratégie thérapeutique médicamenteuse du carcinome rénal métastatique, selon

les recommandations européennes.

Histologie Ligne de Groupe pronostique Standard
traitement
Premiére ligne Bon et intermédiaire Sunitinib IL-2 3 haute dose
Bevacizumab +IFNa  Sorafenib
Pazopanib Bevacizumab + faible
dose IFNa
Mauvais Temsirolimus Sunitinib
) S Sorafenib
Carcinome rénal a Sunitinib

cellules claires

Seconde ligne Post antiangiogénique  Nivolumab

Tous Axitinib
Sorafenib
Post cytokines Pazopanib
Tous Axitinib Sorafenib
post ITK Everolimus
Tous Sunitinib

Carcinome rénal

. . Sorafenib
non a cellules claires

Temsirolimus

1.1.4.2  Les thérapies ciblées

Les molécules utilisées en thérapie ciblées possedent une action spécifique sur des cibles
cellulaires impliquées dans la croissance tumorale et présentent par conséquent moins d'effets
indésirables que les chimiothérapies conventionnelles. La Figure 19 décrit les différentes thérapies
ciblées en relation avec les anomalies moléculaires retrouvées dans le carcinome rénal, décrites

précédemment.
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Figure 19 : Mécanisme d'action des thérapies ciblées dans le cancer du rein métastatique '¢3.

Akt : protein kinase B, HIF : hypoxia-inducible factor, mTOR : mammalian target of rapamycin, PDGE : platelet derived gowth
Sactor, PI3K : phosphoinositide 3-kinase, PIEN : Phosphatase and TENsin honog, Raptor : regulatory-associated protein of mTOR,
VEGEF : vascular endothelial growth factor, VHL : von Hippel Lindan,

% Inhibiteurs de I'angiogenése

L'angiogenese tumorale étant indispensable a la croissance et a I'extension tumorale, la voie du

VEGTF apparait donc comme une cible thérapeutique de choix.

*  Inhibiteur du VEGF
Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF-A,

empéchant ce dernier de se fixer a son récepteur. Il est utilisé en bithérapie avec I'IFNa.

e Inhibiteurs du VEGFR

En 2007, la prise en charge du CCRm a été révolutionnée par l'arrivée des inhibiteurs de tyrosine
kinases (ITK). Ils agissent sur la partie intracellulaire des récepteurs au VEGF. 1Ils se fixent dans
la poche a ATP du VEGEFR et entrent ainsi en compétition avec I'ATP nécessaire a la réaction de
phosphorylation. Ces molécules passent en général assez bien les membranes. En raison de leur
faible spécificité, elles sont capables d'inhiber différentes kinases. On peut ainsi les qualifier

d'inhibiteurs multikinases et sont par conséquent utilisées en monothérapie. Le sunitinib
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(Sutent®™), le pazopanib (Votrient®), le sorafenib (Nexavar®) et l'axitinib (Inlyta®) sont les
molécules ayant I'Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) pour le traitement en 1° ou 2° ligne
du carcinome rénal avancé ou métastatique. Le cabozantinib (Cometriq”, Cabometyx”™) a été

récemment approuvé par la FDA en 2¢ ligne du carcinome rénal avancé ou métastatique.

** Inhibiteurs de mTOR

Le temsirolimus (Torisel®) et I'évérolimus (Afinitor™) sont des dérivés de la rapamycine inhibant
mTOR. Ils agissent via la formation d'un complexe avec la protéine intracellulaire FKBP-12 (FK-
Binding Protein 12). Ce dernier est alors capable d’inhiber l'activité du mTOR complex-1
(mTORC-1) et ainsi d’inhiber la progression du cycle cellulaire ainsi que l'angiogenese, de

ST 164
maniére indirecte

1.1.5 L'immunothérapie

Le CCR est considéré comme étant une tumeur immunogene. C’est un cancer infiltré par de
nombreuses cellules immunitaires comprenant des lymphocytes T, des NK, des cellules
dendritiques ainsi que des macrophages. Malgré cette infiltration importante, le CCR n’est
généralement pas éliminé par ces cellules immunitaires. En effet, il a été démontré que cette
tumeur mettait en jeu différents mécanismes pour échapper au systéme immunitaire de ’hote et
ainsi empécher la réponse anti-tumorale '. Des changements au niveau de la différentiation des
cellules dendritiques ainsi que I'induction de genes associés a I'anergie au sein des lymphocytes,

semblent étre en partie impliqués dans laltération de la réponse tumorale '*.

Jusqu'en 2007, le seul traitement disponible pour traiter le CCRm était I'immunothérapie incluant
linterféron alpha (IFNa, IntronA®) Roféron®) et linterleukine 2 (IL-2, Proleukin®). Ces
traitements ne possédaient qu’une activité tres limitée, avec une réponse objective obtenue chez
seulement 5 % des patients. Seulement 10 % des patients traités par IL-2 présentaient une
stabilisation voire une rémission de leur maladie, de longue durée ' Par ailleurs, ces molécules
sont responsables de nombreuses toxicités qui altérent la qualité de vie des patients . A ce jour,
I'TFNo est toujours utilisé en association avec le bevacizumab.

Récemment, une meilleure compréhension de 'immunité pro-tumorale a permis de montrer que
la tumeur était capable d’activer un systeme de controle « checkpoint» capable de stopper
'activation des lymphocytes, ceci résultant en un échappement au systeme immunitaire. Il a été

ainsi montré que les cellules tumorales de CCR exprimaient fortement le PD-L1 (ligand du
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programmed death 1) a leur surface. Ainsi, le nivolumab (Optivo®), anticorps monoclonal humain
dirigé contre le récepteur PD-1 (programmed death 1), a été comparé a I'évérolimus lors d'un essai
clinique randomisé de Phase III chez des patients atteints de carcinome rénal a cellules claires
avancé ou métastatique ayant préalablement recu un antiangiogénique. Le nivolumab a montré
une survie globale supérieure a celle de I'évérolimus 25,0 25 19,6 mois respectivement (le hazard
ratio était de 0,73 [intervalle de confiance 98,5 %, 0,57-0,93 ] ; p=0,002), ainsi que moins d'effets
indésirables séveres (19 % us 37 % de toxicité de grade 3 ou 4, respectivement) '”. Suite a ces
résultats, le nivolumab a obtenu son AMM en 2016 dans le traitement du CCRm en seconde ligne
apres traitement antiangiogénique.

D'autres essais sont en cours afin d'évaluer 'association du nivolumab avec un inhibiteur de

tyrosine kinase ou l'ipilimumab (Yervoy®) (anticorps anti-CTLA-4).

1.2  Le sunitinib

1.21 Structure chimique

Le sunitinib (Sutent®) appartient a la classe chimique des indoline-2-ones (Figure 20). Il a pour
formule brute C,,H,,FN,O, et son poids moléculaire est de 398,5 g/mole. Selon la nomenclatutre
IUPAC, il s'agit du N-[2-(diethylamino)ethyl]-5-{[(3Z)-5-fluoro-2-0x0-2,3-dihydro-1H-indol-3-
ylidene]methyl}-2,4-dimethyl-1H-pyrrole-3-catboxamide. 11 est intéressant de souligner que la
partie diethylaminoéthyle n'a été introduite que pour permettre la formation de sel et n'est
absolument pas indispensable pour la fixation au VEGFR2. 1l est ainsi commercialisé sous forme

de malate.

Figure 20 : Structure chimique du sunitinib.
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1.2.2 Activité pharmacologique

Le sunitinib possede différentes cibles incluant entre autres les VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3,
le PDGFR, le facteur de croissance des cellules souches (Kit), la Fms-like tyrosine kinase (Flt-3),
le récepteur 1 au facteur de stimulation de colonies (CSF-1R) et RET. Les différentes
concentrations de sunitinib capables d’inhiber 50 % de D'activité tyrosine kinase, déterminées a
partir de protéines purifiées sont résumées dans le Tableau 5 '™. A noter cependant que, malgré
ce qui peut étre lu dans la littérature, ces IC,, ne sont pas comparables entre elles puisqu’il s’agit

d’enzymes différentes.

Tableau 5: Concentration de sunitinib capable d’inhiber 50 % de Pactivité tyrosine kinase (ICsp) sur les

principales protéines kinases cibles 170

Cible IC50 (nM)

VEGFR1 15
VEGFR2 38
VEGFR3 30
PDGFRa 69
PDGFRPB 55
CSF-1R 35
Flt-3 21
c-Kit 5
Ret 224

c-Kit : facteur de croissance des cellules souches ; CSF : Colony stimulating factor 1 receptor ; Flt-3 : Fms-like
tyrosine kinase 3 ; IC50 : Concentration inhibitrice 50 ; PDGFER : Platelet-derived growth factor receptor ; RET :
rearranged during transfection ; VEGEFR : vascular endothelial growth factor receptors.

1.2.3 Indications thérapeutiques

Le sunitinib a obtenu son AMM en janvier 2006. Il est indiqué en monothérapie dans le
traitement en 1 ligne du cancer rénal localement avancé ou métastatique, a la posologie de 50
mg/j durant 4 semaines suivies de deux semaines de fenétre thérapeutique.

De par son pouvoir inhibiteur de c-Kit, il est également approuvé a la méme posologie dans le
traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) résistantes a l'imatinib (Glivec®) ou
chez les patients intolérants a I'imatinib. Dans les tumeurs neuroendocrines du pancréas, le

schéma posologique est différent puisque les patients sont traités en continu a la posologie de

37,5 mg/j.
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1.2.4 Pharmacocinétique

Le sunitinib est administré par voie orale. Il est lentement absorbé au niveau du tractus digestif.
La concentration plasmatique maximale est obtenue entre 6 et 12 heures "' aprés I'ingestion du
médicament. Sa biodisponibilité absolue n’est pas connue en raison de I'absence de la forme
intra-veineuse. Cependant, elle ne semble pas étre affectée par la prise concomitante de

nourtiture. 11 posséde un large volume de distribution (2230 L) '

indiquant une distribution
tissulaire. Le sunitinib est fortement métabolisé par monodééthylation par le cytochrome P450
3A4 (CYP3A4) en un métabolite actif, le N-deséthyl-sunitinib (SU12662), qui est a son tour
métabolisé par le CYP3A4 en métabolites inactifs. Le sunitinib et le SU12662 se fixent fortement
aux protéines plasmatiques (95 et 90 %, respectivement), principalement a l'albumine. Le
sunitinib et le SU12662 sont lentement éliminés par la voie hépato-biliaire avec des demi-vies

d’élimination respectives de 40-60 heures et de 80-110 heures '

?. La pharmacocinétique du
sunitinib est sujette aux variations circadiennes. Kloth e 4/ ont observé chez 12 patients que la
concentration résiduelle de sunitinib était significativement plus élevée quand le médicament était
174

administré a 13h00 ou 18h00 plutdt qu’a 8 h du matin . Ainsi, les concentrations résiduelles de
sunitinib étaient de 66,0 ng/mL, 589 ng/mL et 50,7 ng/ml, tespectivement (p=0,006). En
revanche, aucune différence significative n’a été observée pour l'aire sous la courbe (ASC) entre

les 3 heures de prise.

Le sunitinib présente une large variabilité interindividuelle de sa pharmacocinétique. Une méta-
analyse réalisée a partir de données issues de volontaires sains et de patients atteints de tumeurs
solides avancées traités par sunitinib a permis d’estimer par une approche de population

Pensemble des paramétres pharmacocinétiques du sunitinib et du SU12662 (Tableau 6) ™.

Tableau 6: Valeurs estimées des parametres pharmacocinétiques du sunitinib et de son métabolite

SU12662 7.

Parametres Valeur estimée (CV)

Sunitinib SU12662
ks (h™) 0,20 (80 %) 0,29 (86 %)
CL(Lh™) 51,8 (38 %) 29,6 (47 %)
vd (L) 2030 (43 %) 3080 (59 %)

ty, (h) 69 (9 %) 80 (28 %)

CL, clairance ; CV, coefficient de variation ; h, heure ; L, litre ; L..h-1, litre/heure ;
k., constante d’absotption ; Vd, volume de distribution ; t1/2, demi-vie d’élimination
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Récemment, un modé¢le pharmacocinétique semi-physiologique a été proposé pour décrire la
pharmacocinétique du sunitinib et du SU12662 . La variabilité interindividuelle de la clairance

du sunitinib et du SU12662 était de 34 % et 42 % respectivement.

En pratique clinique quotidienne, cette large variabilité interindividuelle de la pharmacocinétique
du sunitinib et du SU12662 se caractérise, respectivement, par des coefficients de variation de
Iordre de 50 % et 40 % pour la concentration plasmatique composite (sunitinib + SU12662)

résiduelle et I'aire sous la courbe (ASC) '

1.2.5 Efficacité clinique

Le sunitinib a été comparé a I'lFNa lors d'une étude internationale randomisée multicentrique de

178

Phase III chez des patients atteints d'un CCRm . Les sept cent cinquante patients inclus
recevaient soit du sunitinib par voie orale a la posologie de 50 mg par jour pendant 4 semaines
suivies de 2 semaines de fenétre thérapeutique (n=375) ; soit IMU d'IFNa 3 fois par semaine
(n=375). Les patients ont été traités jusqu’a progression de la maladie ou jusqu’a la sortie de
I’étude.

L'analyse comparative a montré pour le groupe ayant recu le sunitinib une augmentation
statistiquement significative de la survie sans progression (11 zs 5 mois, p<0,001). Selon les
criteres RECIST (Response Evalnation Criteria in Solid Tumors), les patients traités par sunitinib
présentaient également une meilleure réponse objective (réponse partielle + réponse complete)
que les patients traités par IFNa (47 s 12 %, p<0,001) (Tableau 7). Enfin, la survie globale était

178

plus longue dans le bras sunitinib (26,4 »s 21,8 mois, p=0,051) .

Tableau 7 : Réponse tumorale et survie sans progression. Sunitinib versus IFN«, d'aprés Motzer eral 8.
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Sunitinib IFN«

(n=375) (n=375)
Réponse Nombre patients % Nombre patients

Réponse objective 176 47 46 12

- Réponse complete 11 3 4 1

- Réponse partielle 165 44 42 11
Maladie stable 150 40 202 54
Progression 26 7 69 18
Données manquantes 23 6 58 15
Survie sans progression

- Meédiane, mois 11 5

- 1C95%, mois 11313 436

1C95 % : Intervalle de confiance 2 95 %

1.2.6 Tolérance

Cette étude de Phase III pivot a également permis d'évaluer le profil de tolérance des patients
traités par sunitinib selon le NCI-CTCAE v 3.0 (National Cancer Institute Common Terminology
Criteria for Adverse Events) ™.

Des effets indésirables graves (grade 3 ou 4) ont été rapportés chez 24 % des patients recevant du
sunitinib et chez 7 % des patients recevant I'TFNa '”. Le taux d'arrét du traitement lié a ces
toxicités séveres était de 19 % dans le bras sunitinib et 23 % dans le bras IFN«. Enfin, des
réductions de doses ont eu lieu chez 50 % des patients traités par sunitinib et chez 27 % des
patients traités par IFNo ™.

Les effets indésirables du sunitinib gradés selon le NCI-CTCAE v 3.0 sont résumés dans le
Tableau 8. Les toxicités séveres les plus fréquemment observées sont: la fatigue, le syndrome
mains-pieds, Phypertension artérielle, ’hypothyroidie, la diarrhée et la thrombopénie. Parmi ces
toxicités, sont retrouvés des effets indésirables dits de « classe », communs aux inhibiteurs de

l'angiogenése : hypertension artérielle, thrombose et toxicité rénale.
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Tableau 8 : Effets indésirables du sunitinib les plus fréquents et gradés selon le NCI-CTCAE v 3.0, d'aprés

Motzer et al 178,

Effets indésirables Tous grades (%) Grade 3 (%) Grade 4 (%)
Diarrhée 61 9 0
Fatigue 54 11 0
Hypertension artérielle 30 12 0
Mucite 30 1 0
Syndrome mains-pieds 29 9 0
Modification couleur peau 27 <1 0
Modification couleur cheveux 20 0 0
Hypothyroidie 14 2 0
Toxicité cardiaque (diminution 13 3 0
fraction d’éjection)

Leucopénie 78 8 0
Neutropénie 77 16 2
Anémie 79 6 2
Thrombopénie 68 8 1
Lymphopénie 68 16 2
Elévation de la lipase 56 15 3
Elévation de la créatinine 70 <1 <1
1.2.7 Relation pharmacocinétique/pharmacodynamie

Plusieurs études cliniques ont pu mettre en évidence lexistence d’une relation entre la
concentration plasmatique et la réponse (efficacité ou toxicité) au traitement par sunitinib chez

des patients traités pour CCRm ',

1.2.7.1  Efficacité

Concernant efficacité du sunitinib dans le traitement du CCRm, Houk e¢f a/ ont rapporté une
relation entre ’ASC composite (sunitinib+SU12662) et la réponse objective (réponse partielle ou
compléte) chez 146 patients traités pour CCRm '™. Ainsi, une ASC composite de 1500 ng/mI.h"
permettrait d’avoir une réponse objective dans 80 % des cas. De plus, les mémes auteurs ont
montré quune ASC de sunitinib > 800 ng/mL.h" augmentait significativement le temps jusqu’a

progression (p=0,001) et la survie globale (p=0,01) "*". Récemment, Narjoz ¢ a/. ont confirmé
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que la survie globale était approximativement deux fois plus longue chez les patients présentant
une ASC composite > 1973 ng/ml.h" 4 J21 aprés Pinitiation du traitement (35,2 mois zs 16,7
mois, p=0,0051) "*'. Enfin, Faivre ¢ a/ ont rapporté une efficacité thérapeutique moindre du
sunitinib chez des patients caucasiens présentant une concentration résiduelle composite
inférieure a 50 ng/ml. ' Enfin, les patients présentant une concentration résiduelle composite
supérieure a 100 ng/ml avaient une SSP plus coutte que ceux présentant une concentration
inférieure a 100 ng/ml.. (médiane SSP 748 vs 238 jours, p=0,02) en raison de l'arrét précoce du

. . e, ’ ~ 183
traitement pour des toxicités séveres

1.2.7.2  Toxucité

Diverses études cliniques ont rapporté que la survenue de toxicités de grade = 3 était plus
fréquente chez les patients fortement exposés au sunitinib et au SU12662 "*'"**, Par ailleurs, il
existerait une relation entre PASC du sunitinib et la survenue d’effets secondaires tels que la
neutropénie, la fatigue, I'hypertension artérielle, des mucites et lanorexie """*>'®. Les
thrombopénies de grade = 2 seraient plus fréquentes chez les patients fortement exposés au
SU12662 (Odd ratio : 1,27 ; p=0,028) "*' ou présentant une concentration résiduelle de sunitinib

> 90 ng/mlL '*. Enfin, une concentration résiduelle composite supérieure 2 100 ng/mlL serait un

facteur de risque de thrombopénie de grade > 2 chez les patients asiatiques .

1.2.8 Variabilité interindividuelle de réponse

Les données obtenues lors des différents essais cliniques ont permis de mettre en évidence
l'existence d'une variabilité interindividuelle de la réponse clinique, en termes d'efficacité ou de
toxicité, chez les patients traités par sunitinib. Ainsi, environ 30 % des patients traités par
sunitinib possédent une résistance primaire intrinséque '*. Parmi les 70 % de patients présentant
une réponse initiale au traitement, une variabilité interindividuelle de réponse est observée ',
Cette dernicre est d’autant plus importante en pratique quotidienne chez des patients non
sélectionnés qui sont plus fragiles (age avancé, nombreuses comorbidités) et a risque en termes
d’interactions pharmacocinétiques. De plus la majorité des patients développe une résistance
secondaire aprés 6 a 15 mois de traitement par sunitinib '*. Par ailleurs, certains patients
présentent des toxicités séveres, décrites plus haut, menant a un arrét définitif dans 8 % des cas

ou 2 une diminution de la dose dans 32 % des cas '*. Ces toxicités sont d’autant plus fréquentes

et séveres chez les patients en dehors des essais cliniques en raison de leur plus grande fragilité.
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Cette variabilité interindividuelle de réponse au traitement peut étre due a la large variabilité
interindividuelle pharmacocinétique du sunitinib et de son métabolite actif, le SU12662

ou a des altérations au niveau moléculaire.
1.2.8.1  Facteurs de variabilité pharmacocinétique

Etant donné qu’une relation pharmacocinétique/pharmacodynamique (PK/PD) a été clairement

179,190 s . . ,
7, une sous-exposition plasmatique au traitement peut résulter en

rapportée dans la littérature
une mauvaise réponse au traitement, tandis qu’une surexposition peut induire la survenue
d’épisodes toxiques séveres. La large variabilité interindividuelle pharmacocinétique du sunitinib
et du SU12662 contribue donc probablement a la différence des résultats cliniques observés d’un
patient a autre.

Différents facteurs peuvent influencer DIabsorption digestive, le métabolisme ou encore

I’élimination du sunitinib et du SU12662.

% Caractéristiques démographiques, cliniques et biologiques du patient

Une ¢étude de pharmacocinétique de population a permis d’identifier le poids total, le sexe,
I'ethnie, le type de tumeur et I'indice de performance ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)
comme des facteurs contribuant a la variabilité pharmacocinétique interindividuelle '”.
Cependant, I'impact de ces différents facteurs sur la pharmacocinétique du sunitinib et du
SU12662 semble au final négligeable. En revanche, Natjoz e¢# al. ont récemment rapporté que la
masse maigre est un parametre expliquant 24 % de la variabilité interindividuelle de 'exposition

"*!. Ainsi, une faible masse maigre résulte en une exposition plus importante au

composite
sunitinib et au SU12662, ce qui corrobore I'incidence plus élevée de toxicités dose-limitantes chez
les patients sarcopéniques . Enfin, Chae ¢ a/. ont récemment montré que la surface corporelle
influencait significativement la clairance apparente du sunitinib chez des patients asiatiques traités

a la dose de 37,5 mg/j pour CCRm ',

% Polymorphismes génétiques

La fréquence d’expression du CYP3A5, dont le sunitinib est substrat "**'”’ est de I'ordre de 20 %
chez les patients caucasiens, 40 a 50 % chez les patients asiatiques et de 90 % chez les patients
africains . Dans ce contexte, Pexpression du CYP3A5 chez certains patients pourrait causer une

augmentation de la clairance d’élimination du médicament et donc une sous-exposition
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plasmatique au médicament. Ainsi, une étude récente a montré que la clairance au sunitinib était
augmentée de 22,5 % chez les patients qui expriment du CYP3A5 ™.

Par ailleurs, le sunitinib est un substrat de la P-glycoprotéine (Pgp), protéine d’efflux appartenant
a la superfamille des transporteurs ABC (ATP-binding cassette), et de la breast cancer resistance protein
(BCRP), codées par les génes ABCB1 et ABCG2 respectivement . Ces protéines d’efflux sont
localisées notamment au sein de I’épithélium digestif et de la membrane canaliculaire des
hépatocytes. Des polymorphismes génétiques de ces protéines peuvent engendrer des
modifications significatives de leur fonctionnalité et de ce fait altérer I’absorption et ’élimination
du sunitinib et du SU12662 chez les patients porteurs d’une telle mutation.

Ainsi, différentes équipes ont montré que le génotype d’ABCG2 (421C>A) influencait
significativement la pharmacocinétique du sunitinib et du SU12662, en augmentant I’exposition
plasmatique au sunitinib "*"'*, Enfin, le génotype ’ABCB1 (s2032582) a récemment été identifié
comme influengant la clairance apparente du sunitinib chez des patients asiatiques traités a la dose

de 37,5 mg/j pour CCRm ',

% Interactions médicamenteuses

Du fait des voies métaboliques du sunitinib, des interactions pharmacocinétiques sont a prévoir

avec les inhibiteurs ou les inducteurs du CYP3A4 """

, avec pour conséquences respectives
l'augmentation ou la diminution de I'exposition plasmatique des patients au médicament. Ainsi,
I’administration concomitante d’inducteurs enzymatiques du CYP3A4 tels que I'ifosfamide ou la
rifampicine résulte en une diminution significative de I’exposition plasmatique du sunitinib **'”,
Enfin, Da Silva ez a/. ont rapporté que 'administration concomitante de nicardipine (inhibiteur
modéré du CYP3A4) augmentait de prés de 50 % la concentration plasmatique du sunitinib™”.
En revanche, la prise d’inhibiteurs de la pompe a protons, d’anti-acide ou d’anti-histaminique H2

N P . . . . . oy e S P 201
n’entraine pas de variations significatives de la biodisponibilité du sunitinib .

«*  Observance

Les thérapies ciblées antitumorales administrées par voie orale sont des traitements longs et
ambulatoires, le patient doit donc gérer seul son traitement ainsi que les éventuels effets
indésirables liés a ces thérapies "', Il en découle une observance variant de 16 a 100 % ** et
difficilement prévisible. L'étude ADAGIO pour Pimatinib décrit une non adhérence au
traitement, inattendue et élevée, d’environ 30 % associée a une réponse moindre chez les patients

<, e AP : 203,204
traités pour des GIST ou leucémies myéloides chroniques ="
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De la méme maniére, une variabilité de l'observance poutrait étre en partie responsable de la
variabilité interindividuelle de réponse observée avec le sunitinib. Cependant, aucune donnée

n’est actuellement disponible dans la littérature.

1.2.8.2  Résistance au sunitinib

Le taux de réponse initiale au sunitinib est estimé a 30 %. De plus, la maladie progresse apres 6 a

15 mois de traitement par sunitinib '

soulevant lexistence de résistances primaires et
secondaires. Les mécanismes de résistance au sunitinib ne sont pas completement élucidés.
Plusieurs mécanismes ont ¢été évoqués: up-régulation des voies de signalisation pro-
angiogéniques, résistance vz le microenvironnement tumoral, activation de voie de signalisation
alternative ou inhibition inadéquate de la cible sont les principaux.

Le premier grand type de mécanisme concerne la restauration de l'angiogenese. Il s’agit de la
surexpression de facteurs pro-angiogéniques (PIGF, FGF, 11.-8) " faisant suite a I'hypoxie
tumorale induite par le traitement antiangiogénique. Cette hypoxie entraine, comme décrit
précédemment, I'accumulation d'HIFa conduisant a la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques.
Ainsi, dans un modele murin de carcinome pancréatique, la résistance aux antiangiogéniques était
associée a une augmentation des facteurs pro-angiogéniques, dont le FGF. L’utilisation d’un
FGF-trap permettait 2 nouveau de ralentir la croissance tumorale et 'angiogenese. In vitro, le
FGF2 stimulait la prolifération des cellules endothéliales et la formation de tubules malgré la

, PR 206 . .. . . ,
présence de sunitinib “°. Au niveau clinique, une forte proportion de carcinomes rénaux

exprimait fortement le FGF2, soulignant son role potentiel dans la résistance au sunitinib.

La résistance au sunitinib pourrait également étre induite par le microenvironnement tumoral : les
fibroblastes associés aux tumeurs (TAF), les myeloid derived suppressor cells (MDSC) ou les péricytes.
En effet, les TAF contribuent a la croissance tumorale et a I'angiogenése en sécrétant notamment
des facteurs de croissance, des cytokines et des hormones comme HGF, EGF, SDF-1 ou IL-6 208
Par ailleurs, les MDSC (population hétérogene de cellules myéloides immatures qui ont été
définies comme CD11b+Grl+ chez la souris) peuvent induire langiogencse par deux
mécanismes distincts. Elles entrainent un relargage de VEGF par la matrice extra cellulaire en
produisant des taux élevés de MMP-9  De plus, ces cellules peuvent se différencier en cellules
endothéliales afin de former de nouveaux vaisseaux. Il a été démontré, au sein de tumeurs

résistantes aux thérapies antiangiogéniques, une plus forte expression des genes de cytokines

impliquées dans la mobilisation et le recrutement de ces cellules MDSC, notamment le G-CSF *”.
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Enfin, les péricytes pourraient également contribuer directement a la formation de vaisseaux
sanguins en favorisant la survie des cellules endothéliales via PDGF ",

D’autres mécanismes de résistance au sunitinib ont été évoqués tels que Iactivation de voie de
signalisation alternative, Gao ¢f a/. ont ainsi observé une activation de sphingosine kinase 1 (SK1)
et ERK dans des lignées cellulaires de carcinome rénal résistantes au sunitinib. L’utilisation

d’inhibiteurs de SK1 et ERK permet alors de restituer la sensibilité au sunitinib *'".

Une inhibition inadéquate de la cible liée a des polymorphismes génétiques ou a une
séquestration lysosomale du sunitinib a également été envisagée comme mécanisme potentiel de
résistance au sunitinib. Les single nucleotide polymorphism (SNPs) de génes qui régulent la
pharmacodynamie du sunitinib (VEGFR et PDGFR) pourraient effectivement étre impliqués
dans la résistance au sunitinib. De facon intéressante, les SNPs rs307826 et rs307821 du VEGE-
R3 étaient associés a une diminution de la survie dans 2 études indépendantes *'**"°,

Enfin, comme l'augmentation de lefflux du médicament est un mécanisme classique de
résistance, les concentrations intracellulaires de sunitinib dans des lignées de carcinome rénal et
de colon ont été déterminées *'*. De facon étonnante, la concentration intracellulaire de sunitinib
était 10 fois supérieure dans les cellules résistantes au sunitinib comparées aux cellules sensibles.
La microscopie a fluorescence a permis d’observer une augmentation de la séquestration
lysosomale du sunitinib dans les cellules résistantes au sunitinib. Cette séquestration lysosomale

serait réversible, supportant ainsi Iintérét en clinique d’un rechallenge par sunitinib chez des

patients qui progressent apres un premier traitement par ce médicament.

1.2.9 Suivi thérapeutique pharmacologique

L’existence d’une relation PK/PD, d’un faible index thérapeutique, d’une large variabilité
interindividuelle de Pexposition plasmatique au sunitinib et a son métabolite SU12662 associée a
une faible variabilité¢ intraindividuelle sont des arguments en faveur du suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) du sunitinib. Un panel européen d’experts a récemment pris position en
faveur de la réalisation du STP pour optimiser la prise en charge individuelle de leurs patients
sous sunitinib . Ta fourchette thérapeutique proposée pour le STP est une concentration
résiduelle composite située entre 50 et 100 ng/mL. Dans un contexte de médecine personnalisée,
les objectifs de ce suivi sont d’une part, de diminuer les taux d’échecs thérapeutiques liés a une
exposition plasmatique subthérapeutique, d’autre part de réduire la fréquence et la sévérité des

effets indésirables liées a une surexposition plasmatique. De plus, le STP est également utile pour
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le controle de [lobservance des patients et Didentification d’interactions de type
pharmacocinétique. A ce jour, il n’existe pas de preuve formelle de I'intérét du STP en routine

méme si une étude pilote récente tend 2 montrer les bénéfices apportés par le STP *%.

Cependant, la concentration plasmatique composite du sunitinib et de son métabolite
actif n’est pas toujours le juste reflet de I'effet du médicament sur la cible. En effet, les protéines
d’efflux PgP et BCRP sont également exprimées au sein de la cellule tumorale *'°. Par conséquent,
leur niveau d’expression ou de fonctionnalité lié a la présence de polymorphismes génétiques
peuvent altérer la diffusion intracellulaire du sunitinib et du SU12662, ce qui peut résulter en une
inefficacité du médicament ou une toxicité importante au sein des cellules saines. Dans ce
contexte, la pharmacogénétique peut étre utile pour identifier ces facteurs, mais cette dernicre

doit étre couplée a la recherche de biomarqueurs tumoraux de réponse et/ou de toxicité.

1.2.10 Biomarqueurs et sunitinib

Comme décrit précédemment, un sous-groupe de patients est résistant intrinsequement ou
développe des résistances sous traitement par sunitinib. Des marqueurs identifiant ces patients
aideront a optimiser la prise en charge de la maladie.

Différents effets indésirables induits par le sunitinib tels que ’hypertension *'"*'*, la leucopénie
21520 e syndrome main-pied ** ou encore la thrombocytopénie **! ont été suggérés comme des
marqueurs cliniques potentiels de réponse au traitement. En revanche, il n'existe pas actuellement
de marqueurs cliniques validés par la communauté scientifique pouvant prédire la réponse
clinique au sunitinib.

Différentes équipes ont essayé d’identifier des biomarqueurs circulants d’efficacité du sunitinib,
tels que les cellules endothéliales circulantes (CEC). Comme les CECs sont relarguées dans la
circulation suite aux dommages vasculaires, elles pourraient représenter un marqueur d’efficacité
des traitements antiangiogéniques ***. En effet, chez des patients atteints de CCR métastatique, un
niveau de CECs augmenté durant le traitement par sunitinib était associé a une sutrvie sans
progression plus longue, comparée aux patients avec une diminution du nombre de CECs. Les
CECs pourraient donc potentiellement étre utilisées comme biomarqueur de réponse au
traitement par sunitinib . Afin de prédire Pefficacité du sunitinib, de nombreuses études ont
ciblé les ligands solubles des récepteurs au VEGF (VEGF-A, VEGF-C, PIGF) et les récepteurs
solubles (sVEGFR-1/2/3) ***° ou encore des cytokines (I1.-8, TNFa, MMP-9) *** mais les

résultats restent contradictoires dans la littérature.
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Les progres technologiques de ces derniéres années, notamment la génomique et la
méthylomique, ont également permis la mise en évidence de potentiels marqueurs génétiques ou
épigénétiques. Ainsi, certains polymorphismes nucléotidiques de genes (IV'EGFH-A, 1VEGEFR,
ABCBI1, CYP3A5) impliqués dans la régulation pharmacocinétique et pharmacodynamique du
sunitinib sont corrélés a la survie sans progression ou la survie globale *’. De méme, il a été
suggéré que le degré de méthylation de promoteurs de certains génes pouvait permettre de
prédire la réponse au sunitinib. Ainsi, les patients atteints de CCR présentant une
hyperméthylation du promoteur de NEFH (Neurofilament heavy polypeptide) avaient une survie
globale de 9,8 mois versus 29,8 pour les patients avec une faible méthylation (p=0,028) **. De
méme une faible méthylation des promoteurs de CST6 (¢ystatin E/M) et 1.AD1 (ladinin 1) était
associée a une augmentation de la survie sans progtession et de la survie globale **'. Toutefois, le
nombre de patients de ces études était faible et une validation supplémentaire de la méthylation
de promoteurs de NEFH, CST6 et .AD7 comme biomarqueur prédictif de la réponse aux ITK
anti-VEGFR est nécessaire.

Enfin, des études récentes ont dressé des profils d’expression différents des micro-ARN
(miRNA) chez les patients atteints de CCR traités par sunitinib. Les micro-ARN sont des ARN
non codants qui controlent Pexpression de genes au niveau post-transcriptionnel. Une des études
visant a montrer effet des miRNA dans la résistance au sunitinib a déterminé Pexpression des
miRNA au niveau du sang périphérique de patients atteints de CCR traités par sunitinib. La
comparaison des mauvais répondeurs (SSP<6mois) versus bons répondeurs (SSP>18mois) a
révélé une différence significative dans I'expression de 28 miRNA ***. Ainsi plus spécifiquement,
Prior e al. ont observé une expression élevée de miR-942, -628-5p, -133a et -484, associée a une
diminution du temps a progression et de la survie globale chez les patients atteints de CCRm.
Une surexpression de miR-942 était le meilleur marqueur prédictif de Pefficacité du sunitinib chez
les patients atteints de CCR **. Le potentiel des miRNA comme biomarqueur prédictif de

Pefficacité du sunitinib mérite donc d’étre confirmé.

Malgré les nombreux travaux effectués, aucun biomarqueur prédictif de la réponse au sunitinib
n'a été validé chez les patients atteints d'un carcinome rénal. En effet, la plupart des études ont
été menées sur un faible nombre de patients et n’ont pas été construites avec un bras controle.
Une validation sur de plus grandes cohortes de patients et des études prospectives est donc
nécessaire afin de pouvoir valider ces potentiels marqueurs prédictifs, en vue d'une pratique

clinique.
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2 Le nivolumab chez les patients atteints de cancer

bronchique non-a petites cellules

2.1  Généralités sur le cancer bronchique non-a petites

cellules
2.1.1 Epidémiologie

Le cancer broncho-pulmonaire est le 2°™ cancer le plus répandu et est le cancer le plus mortel
dans le monde *'. La survie globale a 5 ans est estimée a 16 % **'. En France, il se situe au 4™
rang des cancers et au 1 rang des déces par cancer, tout sexe confondu. En effet, I'institut
national de veille sanitaire (InVS) a estimé 39495 nouveaux cas ainsi que 29949 déces en 2012,
dont 71 % survenant chez ’homme. Bien que l'incidence du cancer du poumon soit stable chez
’homme, elle est en forte augmentation chez la femme depuis 1980 avec un taux d’incidence
standardisé de 5,3 % par an. L’age moyen du diagnostic est de 65 ans chez la femme et 66 ans
chez ’homme '*. Le tabagisme (actif ou passif) représente le principal facteur de risque de cette
pathologie. Plusieurs autres facteurs environnementaux ou professionnels sont reconnus comme
cancérogenes, tels que l'amiante, l'arsenic, le radon ou les hydrocarbures polycycliques
aromatiques . Enfin, la pollution atmosphérique a récemment été identifiée comme facteur de

: 233
rlsque .

2.1.2 Types histologiques

Deux grands types de carcinomes pulmonaires sont distingués a ce jour : les cancers broncho-
pulmonaires a petites cellules (CBPC) (15 %) et les cancers bronco-pulmonaires non-a petites
cellules (CBNPC) (85-90 %) **. 11 existe différents sous-types histologiques de CBNPC dont les
plus fréquents sont **:

* Padénocarcinome (~43 %),

¢ le carcinome épidermoide (~23 %),

* le carcinome a grandes cellules (~2 %).
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La récente classification histologique des cancers broncho-pulmonaires élaborée par
I'organisation mondiale de la santé (OMS) décrit un grand nombre de sous-types, mettant en

évidence le caractére hétérogeéne de cette pathologie **

2.1.3 Anomalies moléculaires

Différentes altérations génétiques ont été identifiées dans certains sous-types de CBNPC. Parmi
elles, les deux altérations les plus importantes sont : la mutation activatrice du gene codant le
récepteur de Uepidermal growth factor (EGEFR) ainsi que le réarrangement du gene ALK (anaplastic
lymphoma kinase).

La mutation de PEGFR et le réarrangement de ALK sont respectivement présents dans 30 % */
et 2-8 % ** des patients. Ces anomalies moléculaires sont plus fréquentes chez les patients
n’ayant jamais fumés et dans les adénocarcinomes. La mutation de 'EGFR est également plus
fréquemment retrouvée chez les femmes, alors que le réarrangement de ALK a tendance a ¢étre

plus observé chez les patients jeunes.

2.1.3.1  Mutation de 'EGFR

Les mutations du géne de P'EGFR sont trouvées au sein des exons 18 a 21 *, La délétion de
Iexon 19 et la mutation ponctuelle L858R de l'exon 21 représente 85 % des mutations de
PEGFR et entraine une activation constitutive du récepteur a PEGF. Ceci a pour conséquence,
Pactivation de différentes voies de signalisations telles que la voie des MAP kinases
(RAS/RAF/MEK) qui sont impliquées dans la prolifération et la différentiation cellulaire ; ou
encore les voies JAK/STAT et PI3K/Akt/mTOR qui jouent un roéle dans linhibition de
Papoptose (Figure 21) '**. I activation de ce récepteur est donc double, avec une balance plut6t
en faveur de la prolifération cellulaire **'.

Les cellules ayant ce type de mutation présente une addiction oncogénique vis-a-vis de TEGFR,
faisant des molécules inhibitrices de PTEGFR, des thérapies de choix pour la prise en charge des
CBNPC exprimant une telle anomalie moléculaire. Toutefois, il est important de souligner que
ces tumeurs peuvent également présenter une résistance secondaire au traitement, avec dans 50-
60 % des cas une résistance liée a la mutation T790M de P'exon 20 **"**, Iamplification de Met
est un autre mécanisme d’échappement au traitement retrouvé dans 20 % des cas de résistance
secondaire, cependant dans 50 % des cas, la mutation T790M de I'exon 20 coexiste 3 Enfin,
d’autres mutations secondaires telles que D761Y, L747S et T854A peuvent étre retrouvées mais

de facon beaucoup plus rare **,
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Ligand (EGF, TGF-a) —— (C )

EGFR homodimer
-+—— or EGFR heterodimer
with HER2 or HER3,

Ligand-binding —=
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Survival Proliferation

Figure 21 : Voies de signalisation de PEGFR, d’aprés 4.

EGEF, epidermal growth factor; GRB2, growth factor receptor-bound protein 2; K, kinase domain; MAPK, mitogen-activated protein
kinase; mTOR, mammalian target of rapamyciny PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; PIEN, phosphatase and tensin homolog; SOS,
son of sevenless; STAT, signal transducer and activator of transcription; TGF-a, transforming growth factor alpha

2.1.3.2  Reéarrangement de AI.K

Dans le CBNPC, le remaniement de ALK le plus fréquent résulte de la translocation entre les
genes ALK et EMLA4 (Echinoderm Microtubule associated protein Like 4) sur le chromosome 2,
aboutissant a la formation du gene de fusion EMI4-ALK. Cette anomalie est responsable d’une
activation constitutive de la cascade de signalisation des MAP kinases, entrainant la prolifération
cellulaire (Figure 21) **°. De la méme maniére que pour les mutations de ’EGFR, des thérapies

ciblant spécifiquement ALK peuvent étre utilisées (crizotinib, Xalkori® ou céritinib, Zykadia®)

2.1.3.3  _Autres mutations

On retrouve des fusions de ROS1 dans environ 2 % des cancers du poumon *. De méme que
pour les fusions ALK, les fusions ROS1 sont plus souvent trouvées chez les fumeurs légers et/ou
les non-fumeurs.

Il existe des mutations du géne KRAS, retrouvées dans pres de 25 % des cas de cancers du
poumon **. Ces mutations sont associées au statut tabagique (5 fois plus présentes chez les
fumeurs). Des mutations BRAFV600E sont détectées dans moins de 2 % des CBNPC. Des
mutations HER2 sont également retrouvées dans environ 2 % des cas. Une amplification de
MET est retrouvée dans moins de 1 % et un réarrangement de RET est observé dans 1 a 2 % des
adénocarcinomes **. D’autres altérations sont en cours d’identification et pourraient a leur tour

représenter des cibles thérapeutiques potentielles
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2.1.3.4  Recommandations

La recherche d’une mutation du gene de PEGFR ou un réarrangement du gene ALK doit
systématiquement étre demandée :

- en cas de cancer non-épidermoide de stade avancé ou métastatique ;

- en cas de cancer épidermoide chez des non-fumeurs de stade avancé ou métastatique.

En revanche, la recherche systématique d’altérations moléculaires des genes KRAS, BRAF,
HER2, ROS1 ou encore RET est en cours d’évaluation et donc n’est actuellement pas

, . . 81
SyStCmaUquement tecommandee .

2.1.4 Prise en charge thérapeutique

Les modalités de prise en charge thérapeutique, présentées dans la Figure 23, tiennent compte de
différents facteurs tels que l'age, I’état général, les comorbidités du patient, le stade TNM,
I’histologie et les anomalies moléculaires de la tumeur que nous venons de décrire.

Le stade du cancer broncho-pulmonaire est évalué selon la classification TNM 7éme édition de

I’ American Joint Commitee on Cancer (AJCC) et de 'UICC >,

2.1.4.1  Stades précoces ou localement avancés

Le CBNPC est peu sensible aux chimiothérapies ainsi qu’a la radiothérapie. Les stades précoces
ou localement avancés de la maladie sont donc préférentiellement traités par une chirurgie
toujours accompagnée d’un curage ganglionnaire. Un traitement adjuvant par radio et/ou
chimiothérapie est souvent mis en place. La chimiothérapie est préconisée 4 a 8 semaines apres
I'intervention, avec 4 cycles d’une bithérapie associant du cisplatine et de la vinorelbine suivant un
schéma d’administration de 21 jours.

Lorsque la chimiothérapie est administrée de fagon concomitante ou séquentielle a la
radiothérapie, la chimiothérapie est alors composée d’un sel de platine associé a une autre

molécule (la vinorelbine, I’étoposide ou le paclitaxel) pendant 2 a 4 cures **.

2.1.4.2  Stades métastatiques

51

n estime qu’au moment du diagnostic 40 2a o des sont 2 un stade métastatique = e
On estime qu’ t du diagnostic 40 a 55 % des CBNPC sont tade métastatique > et
que 15-20 % le deviendront par la suite . Durant les derniéres décennies, la découverte de

I’hétérogénéité moléculaire du CBNPC a radicalement modifié le diagnostic de cette pathologie et
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par conséquent les stratégies thérapeutiques. La prise en charge du cancer métastatique repose
uniquement sur lutilisation de thérapies systémiques telles que la chimiothérapie, les thérapies

ciblées et plus récemment 'immunothérapie.
% La chimiothérapie

La chimiothérapie est indiquée en premicre intention. L’utilisation d’un sel de platine associé a
une autre molécule de 3¢me génération (la vinorelbine, I’étoposide, la gemcitabine, le pemetrexed
ou le paclitaxel) pour 4 a 6 cycles, permet d’augmenter significativement la survie globale >,
Une chimiothérapie de seconde ligne ou de ligne ultérieure est recommandée, que le patient ait

répondu ou non a la premiecre ligne de traitement métastatique. Le traitement dépendra des

molécules utilisées lors des cures précédentes.
< P . . P
**  Les thérapies ciblées

I’association du bevacizumab (Avastin®), anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF-A
circulant, en association a une chimiothérapie améliore le taux de réponse, la survie sans
progression ainsi que la survie globale chez certains patients par rapport a I'utilisation de la
chimiothérapie en monothérapie.

Ces derniéres années, la mise en évidence de certaines anomalies moléculaires au sein de la
tumeur a permis 'émergence des thérapies ciblées. Pour les tumeurs présentant une mutation
activatrice de P’EGFR, il est recommandé d’utiliser en premicre ligne un inhibiteur de tyrosine
kinase en monothérapie tel que erlotinib (Tarceva®), le gefitinib (Iressa™) ou I'afatinib (Giotrif®).
En effet, ces molécules ont montré une efficacité supérieure a la chimiothérapie en premicre ligne
en termes de taux de réponse et de survie sans progression, tout en améliorant la qualité de vie

des patients "%

. Chez les patients qui développent la mutation de résistance de 'EGFR
T790M, Posimertinib (Tagrisso®), un inhibiteur de 3° génération de 'EGFR actif contre cette
mutation devient le traitement de référence dans cette situation. Les inhibiteurs de ALK tels que
le crizotinib (Xalkori®) et le ceritinib (Zykadia®) peuvent étre utilisés en premiére et deuxiéme

ligne, respectivement dans les CBNPC ayant un réarrangement de ALK.
% DL’immunothérapie

Récemment, de nouvelles molécules immuno-modulatrices ont été développées. Ces thérapies
ciblent les « smmmune checkpoints », ce qui a pour but de stimuler le syst¢éme immunitaire de ’hote et
d’augmenter la réponse contre les cellules tumorales. Le premier type d’immunothérapie

développé a été un anticorps anti-CTL4, lipilimumab (Yervoy®). Mais pour les patients atteints
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de CBNPC, les meilleurs résultats ont été obtenus avec des inhibiteurs du PD-1/PD-L1 qui ont
probablement une activité supérieure dans les tumeurs avec haut taux de mutation **. De plus,
dans les CBNPC une surexpression du PD-1 a la surface des lymphocytes T CDS8 circulants et
infiltrants la tumeur a été observée **'. Le nivolumab (Opdivo®) est ainsi préconisé en Europe en
deuxieme ligne chez les patients ayant progressé sous chimiothérapie. Par ailleurs, le
pembrolizumab (Keytruda®) qui cible également le récepteur PD-1, est indiqué aux Etats-Unis

dans le CBNPC aprés échec d’une premicre ligne de traitement.
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Stade IV
Carcinome non épidermoide

Translocation ALK Tests moléculaires Mutation EGFR
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Figure 22 : Stratégies de prise en charge en premiére ligne des CBNPC épidermoides et non-épidermoides.
D’apreés 81

ALK : anaplastic lymphoma kinase; EGER : epidermal growth factor receptor ; IHC : immunobistochimie ; nab: nanoparticle
albumin-bound ; PA : paguet/ année ; PS : performance statns.
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2.2 Le nivolumab

2.2.1 Structure

Le nivolumab est un anticorps monoclonal humanisé de type immunoglobuline G4 (IgG4)
composé de 2 chaines lourdes et de 2 chaines légeres. Cet anticorps est obtenu a partir de souris
transgéniques immunisées. Son fragment Fc (fragment cristallisable) a été modifié dans le but
d’éviter la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC _Awntibody Dependant Cell-mediated
Cytotoxicity).

2.2.2 Activité pharmacologique

Le nivolumab se lie spécifiquement au récepteur PD-1 et possede une grande affinité pour celui-
ci. La fixation du nivolumab sur le PD-1 empéche ainsi I'interaction avec ses 2 ligands PD-L1 et
PD-L2. Ceci a pour conséquence une levée de I'inhibition des lymphocytes qui rétablit et amplifie

, . .. . 262
la réponse immunitaire anti-tumorale =~

Le nivolumab se fixe avec une grande affinité au PD-1 des lymphocytes T effecteurs a mémoire,
et des lymphocytes Treg. En revanche, le nivolumab ne se fixe ni sur les CD4 naifs ni les CD8
263

naifs ©°, ce qui montre que le PD-1 est surexprimé chez les cellules T activés dans les tissus

périphériques.

Lors des essais pré-cliniques cellulaires, la concentration efficace 50 % du nivolumab sur le PD-1
de lymphocytes T CD4 activés était de 0,64 nmol/L et les concentrations nécessaires pour
inhiber 50 % de l'interaction du PD-1 avec les ligands PD-L1 et PD-L2 étaient respectivement
2,52 et 2,59 nmol/L. Cette forte affinité a été confirmée lors d’un essai de Phase I qui a montré
que le taux d’occupation des récepteurs PD-1 des lymphocytes T circulants par le nivolumab était
indépendant de la dose *”. Le pic moyen d’occupation était de 85 % (bornes 70-97 %) et le taux
moyen d’occupation de 72 % (extrémes 59-81 %). I’occupation du récepteur par le nivolumab
pouvait étre détectée dés la 4™ heure aprés la premiére perfusion et jusqu'a 57 jours apres la
perfusion **. Enfin, le récepteur pouvait étre encore occupé par le nivolumab alors que ce dernier

était indétectable dans le sérum (<1,25 ug/ml.) **,
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2.2.3 Indications

Depuis 2014, le nivolumab a obtenu une AMM dans différentes indications a la posologie de 3
mg/kg toutes les 2 semaines.

Il a été initialement approuvé par la FDA en décembre 2014 puis par TEMA en avril 2015 en
premicre ligne du traitement du mélanome avancé ou métastatique, suite aux résultats de 'essai
de Phase III le comparant en monothérapie a la dacarbazine **. 11 été par la suite respectivement
approuvé par la FDA et PEMA en mars et juillet 2015, pour le traitement du CBNPC
métastatique de type épidermoide chez des patients ayant préalablement recu une premicre ligne
de traitement, en association. Cette autorisation a depuis été étendue par la FDA aux CBNPC
non épidermoides. Ceci fait suite aux essais de Phase III Ckeckmate 057 et 017, qui ont comparé
le nivolumab en monothérapie au docétaxel dans le traitement des CBNPC non épidermoides et
épidermoides >,

Depuis novembre 2015, il est autorisé par la FDA pour le traitement en 2°™ ligne du cancer du
rein métastatique chez les patients préalablement traités par une thérapie antiangiogénique, suite a

169 :
. En Europe, un avis

I'essai de Phase III le comparant en monothérapie a I’évérolimus
favorable de TEMA pour I'extension de I'autorisation au cancer du rein et au cancer bronchique
non épidermoide a été prononcé en février 2016.

Depuis avril 2016, le nivolumab est indiqué en association avec Iipilimumab dans le mélanome
avancé selon la posologie suivante : 1 mg/kg de nivolumab en association avec ipilimumab (3
mg/kg) toutes les 3 semaines pour 4 cycles, suivi d’'une monothérapie par nivolumab a 3 mg/kg
toutes les 2 semaines.

Enfin, le nivolumab est en cours d’évaluation dans d’autres indications avec des taux de réponse
objective de 19% dans un essai de Phase I/1I dans le carcinome hépatocellulaire *, de 17% dans

268

un essai de Phase II dans le cancer de 'ovaire “° et de 18% dans une Phase I/II dans le cancer

bronchique 2 petites cellules **.

2.2.4 Propriétés pharmacocinétiques

Le nivolumab est administré en perfusion intraveineuse sur une période de 60 minutes, toutes les
2 semaines 2 la posologie de 3 mg/kg.

La pharmacocinétique du nivolumab est linéaite pour des posologies allant de 0,1 2 10 mg/kg. En
effet, la concentration au pic (Cmax) ainsi que ’ASC évoluent proportionnellement a la dose avec

une variabilité interindividuelle modérée (30-50 %). La Cmax est atteinte dans les 4 heures apres
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%2 T.a distribution du nivolumab se fait selon un modéle bi-

le début de la perfusion
compartimental avec une élimination d’ordre 1. Le volume de distribution est de 8 litres. Une
approche de pharmacocinétique de population a partir de données (n=1314 dosages) d’essais de
Phase I (n=3), de Phase II (n=3) et de Phase III (n=3) a permis de déterminer a I’état d’équilibre
la moyenne géométrique de la clairance ainsi que ’ASC: 92 mL/h et 753 ug/mL.h" *. La
clairance du nivolumab augmente avec le poids corporel. Cependant, I'administration d'une dose
normalisée en fonction du poids permet d’uniformiser les Cmin a ’état d’équilibre. Le nivolumab
étant un anticorps monoclonal de type IgGG4 entierement humain, sa métabolisation ne passe pas
par les cytochromes P450 (CYP450) ou autre enzymes métabolisant les médicaments. Son
métabolisme est probablement identique a celui des IgG endogenes. Le nivolumab serait donc
dégradé, par diverses voies cataboliques, en acides aminés et en peptides de petites tailles.
I’administration concomitante de médicaments inhibiteur ou inducteur enzymatique ne devrait
donc pas entrainer de modification de I'exposition plasmatique au nivolumab. Dans ce contexte,
aucune étude d’interaction de type pharmacocinétique n’a été réalisée avec le nivolumab. Lors
d’un essai de Phase I °®, la demi-vie du nivolumab dans le sérum a été estimée entre 12 0,351 ou
3 mg/kg) et 20 jours (10 mg/kg). I’approche de population a estimée la demi-vie a 26 jours >, ce
qui est cohérent avec la demi-vie d’élimination des IgG4 endogenes dont la demi-vie terminale

est de Pordre de 27 jours.

Tableau 9: Parameétres pharmacocinétiques du nivolumab déterminés par une approche de
pharmacocinétique de population 27,

Parametres Valeur estimée (CV)

CL (mL/h) 92 (48%)
vd (L) 7,7 (29,5%)
t1/2 (jours) 26 (87 %)
ASC,, (ng/mL.h™) 78,0 (27,8 %)

ASCss, aire sous la courbe a Iétat d’équilibre (ss : steady state) ; CL, clairance ; CV, coefficient de variation ; Vd, volume de

distribution

La clairance du nivolumab présente une variabilité interindividuelle de 50 %. L’analyse de
population a permis de montrer que I’albuminémie pouvait influencer de manicre significative la
clairance du nivolumab. Ainsi, une diminution de 29,8 % de la clairance a été observée chez les
patients ayant une albuminémie de 30 g/L en comparaison aux patients ayant une albuminémie
de 40 g/L. Le poids total a également été identifié comme une covatiable influencant
significativement la clairance au nivolumab. Cependant, la posologie en mg/kg permet de lisser

cette influence puisqu’une exposition similaire a été observée chez des patients ayant un poids
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compris entre 34 et 162 kg. Enfin, l'dge, le sexe, la race, TECOG, le type et la taille de tumeur,
l'insuffisance hépatique et le taux de filtration glomérulaire estimé n'ont pas d'effets cliniquement
pertinents sur la clairance du nivolumab.

Enfin, il existe une variabilité interindividuelle modérée d’exposition sérique (Cmax et ASC) au

nivolumab, de ordre de 30 % .

2.2.5 Efficacité Clinique dans le cancer du poumon

Lefficacité du nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines) en seconde ligne de traitement dans les
CBNPC épidermoides et non-épidermoides a été respectivement comparée a celle du docetaxel
(75 mg/m? toutes les 3 semaines) lors des essais cliniques de Phase I1I CheckMate 017 ** et 057
**_ Ces deux essais ont mis en évidence une amélioration significative du taux de réponse et de la
survie globale (SG). Pour les patients présentant un CBNPC épidermoide (n=272), la médiane de
la SG était de 9,2 mois dans le bras nivolumab versus 6 mois avec le docetaxel (p<0,001) ; tandis
que pour les cancers non-épidermoides (n=582) la SG était de 12,2 mois avec le nivolumab versus
9,4 mois avec le docetaxel (p<<0,001). Le taux de réponse objective était statistiquement meilleur
dans le bras nivolumab pour les types épidermoides (20 % »s 9 %, p=0,008) et non épidermoides
(19 % v5s 12 %, p=0,02).

Pour les types non-épidermoides, une meilleure SG a été rapportée au sein de la population
présentant un statut PD-L1 positif (détection par immunohistochimie, IHC). En revanche, aucun
bénéfice n’a été observé chez les patients ayant un statut PD-L1 négatif, non-fumeurs ou EGFR

mutés.

Les résultats de ces études ont été récemment confirmés lors de essai CheckMate 153, toujours
en cours, sur une large cohorte de patients (n=824) atteints de CBNPC. Parmi les 395 patients
évaluables pour la réponse tumorale, une réponse partielle ou une maladie stabilisée ont été
respectivement observées chez 14 % et 49 % des patients. Cependant, aucune différence de

réponse n’a été mise en évidence en fonction du statut PD-L1 des patients ou de TECOG *"".

Plusieurs essais cliniques sont en cours afin d’évaluer Pefficacité du nivolumab (en monothérapie
ou en association) en premicre ligne dans le traitement du CBNPC **’. Des résultats préliminaires
d’un essai de Phase I (CheckMate 012) mené chez 52 patients atteints de CBNPC et traités en
premiere ligne par nivolumab en monothérapie ont montré un taux de réponse objective de 21

%, associée a une longue durée de réponse (extrémes 7,6-85,6 mois, et une médiane non encore
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atteinte) *”. Enfin, un essai de Phase III (CheckMate 026) est actuellement en cours pour
comparer efficacité en premicre ligne du nivolumab en monothérapie a une chimiothérapie (au
choix de TI'investigateur) chez des patients atteints d'un CBNPC et présentant un statut PD-L1

positif.

2.2.6 Toxicité

Le nivolumab présente un profil de tolérance acceptable. Lors des essais cliniques, I’état général

. Cependant, ces résultats doivent étre

des patients n’a pas semblé affecter la tolérance
interprétés avec précautions puisque les patients inclus dans les essais cliniques sont sélectionnés
et ne sont forcément représentatifs des patients de la population générale qui sont souvent plus
fragiles (age avancé, nombreuses comorbidités, sarcopénie...) et par conséquent présentent un

risque accru de toxicités séveres (grades 3 ou 4).

Lors des essais cliniques, les effets indésirables du nivolumab étaient généralement moins séveres
et fréquents que ceux induits par les chimiothérapies conventionnelles. Ainsi, les essais cliniques
comparant le nivolumab au docetaxel ont rapporté une fréquence de toxicités de grades 3 ou 4
plus faible avec le nivolumab (7 a 10 % »5 54 a 55 %, respectivement). Lors de différents essais,
58 a 74 % des patients traités par nivolumab ont présenté des effets indésirables, tout grade
confondu ***™, Les toxicités les plus fréquentes étaient la fatigue, I'anorexie et asthénie. Aucune
relation entre la dose ou la durée du traitement et la toxicité n’a été clairement démontrée. Par

ailleurs, aucune dose maximale toxique n’a été clairement identifiée lors des essais de Phase 1.

Le nivolumab possede des effets indésirables spécifiques appelés « immune-related Adverse Events »
(irAE) liés a son mécanisme d’action. Ils apparaissent souvent de fagon retardée par rapport a la
mise en place du traitement. Des irAE ont été rapportés chez environ 50 % des patients atteints
de CBNPC traités par nivolumab sur 'ensemble des essais cliniques. Les plus communs étaient
une toxicité cutanée de type rash ou prurit (5 a 16 %), une diarrhée (8 a 12 %) et une

pneumopathie immunologique (3 2 6 %) >

. Ces irAE étaient généralement peu séveres et
réversibles. D’autres irAE moins fréquents tels que les endocrinopathies représentées
essentiellement par lhypothyroidie, les néphrotoxicités ou les cytolyses hépatiques ont été

266,273,275,276 AP LY s N . - N
P70 Les délais d’apparition étaient tres variables d’'un patient a lautre,

également rapportés
allant de quelques jours a quelques mois **’. Ces toxicités pouvaient nécessiter 'arrét temporaire

ou définitif du nivolumab et I'administration de corticoides ou d’'un anti-TNF (infliximab). La
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pneumopathie immunonologique (1 a 3 % de grade 3-4) a été identifiée comme étant I'irAE le
plus fréquemment responsable d’un arrét du traitement. De plus, certains patients sont décédés

suite A cette toxicité lors des essais de Phase I et IT 2>,

2.2.7 Relation PK/PD

Tres peu de données sont actuellement disponibles en ce qui concerne la relation entre la
concentration sérique du nivolumab et la réponse, que ce soit en termes de toxicité ou
d’efficacité. Les seules données actuellement disponibles pour la relation PIK/PD proviennent du
rapport d’évaluation du nivolumab remis a la FDA et TEMA. Dans ce rapport, est spécifié que ni
la concentration résiduelle sérique apres la premicre administration ni celle a Pétat d’équilibre
n’est prédictive de la survie globale. De méme, aucune relation n’est rapportée entre la survenue
de toxicités séveres et I'exposition sérique au nivolumab *". Néanmoins, ces résultats doivent étre
confirmés avec des données issues de patients classiques et non sélectionnés pour des études
cliniques standardisées pour lesquels, comme nous I'avons déja dit, une plus large variabilité
interindividuelle de la pharmacocinétique et de la réponse au traitement (efficacité, toxicité) est

attendue.

2.2.8 Les enjeux du nivolumab

Le nivolumab représente donc une alternative aux chimiothérapies conventionnelles en seconde
ligne dans les CBNPC. Néanmoins, un certain nombre de challenges persistent actuellement pour

l'utilisation de cet inhibiteur des checkpoints immunitaires.

2.2.8.1  Evaluation de la réponse

Iévaluation de la réponse des patients traités par inhibiteur des checkpoints immunitaires présente
des difficultés par rapport a celle de la chimiothérapie puisque la cinétique de réponse sous ces
traitements peut étre différente. Ainsi, des profils de réponse inhabituels ont été rapportés, sous
forme de réponses retardées dites « pseudo-progression ». Elles se manifestent par 'augmentation
initiale des 1ésions, voire une apparition de nouvelles lésions avant leur régression par la suite. Ce
phénomene est lié a linfiltrat inflammatoire présent au niveau tumoral qui peut augmenter sous
Peffet du traitement. Sachant que Dévaluation radiologique actuelle (criteres RECIST) est

incapable de discriminer une « pseudo-progression » dune réelle progression tumorale, il est
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préconisé de continuer le traitement chez les patients considérés cliniquement stables *”. 1l arrive
que ces pseudo-progressions surviennent plusieurs mois apres linitiation du traitement, rendant
encore plus difficile la distinction avec une réelle progression tumorale. Bien que la plupart des
essais aient utilisé les critéres d’évaluation RECIST, de nouveaux critéres d’évaluation de la
réponse tumorale aux immunothérapies ont été proposés en 2009 afin de ne pas conclure a tord a

. . . . 277
une progression. Ces immune-related response criteria (irRC)

permettent de considérer qu’un
patient est répondeur lors de I'apparition d’une 1ésion, si les autres Iésions présentent a 'initiation
du traitement diminuent. Ces criteres utilisent la somme des produits des plus grands diametres
perpendiculaires des lésions pour mesurer la masse tumorale a I'initiation du traitement. A chaque
¢valuation, la taille des nouvelles 1ésions est incorporée pour juger de I’évolution globale de la
masse tumorale. Une réponse partielle est caractérisée par une diminution par rapport au baseline

de plus de 50 % et une progression par une augmentation de la masse tumorale de plus de 25 %.

Toute réponse doit étre confirmée par une nouvelle évaluation a au moins 4 semaines d’intervalle.

2.2.8.2  Associations thérapentiques

La tumeur utilise différents mécanismes pour échapper a la réponse immunitaire anti-tumorale.
Le rationnel de combiner des immunothérapies agissant sur différentes cibles semblerait étre une
alternative pour prévenir la résistance tumorale. Les mécanismes immuno-régulateurs sont tres
complexes et hétérogenes en fonction des tumeurs et des individus. L’amélioration de la
compréhension de ces mécanismes, pourrait permettre d’identifier des combinaisons
thérapeutiques additives voire synergiques.

Les récepteurs PD-1 et CTLA-4 inhibent I'activité des LT lors de différentes phases de la réponse
immunitaire et ce a travers différentes voies. Bloquer ces deux signaux est donc probablement
redondant mais synergique, ou tout au moins additif. Dans ce sens, un essai clinique associant le
nivolumab et I'ipilimumab (anti CTLA-4) a été mené chez des patients atteints de CBNPC. Des
résultats intéressants ont été rapportés, avec un taux de réponse objective compris entre 13 et 39
%. Ce dernier était dépendant des schémas de doses d’immunothérapies administrées. En
revanche, les toxicités étaient bien plus fréquentes qu’avec le nivolumab en monothérapie : 28 a
35 % de toxicités de grade 3-4 *”. Iobjectif de cette étude était également de comparer les effets
du nivolumab seul et en association avec une autre thérapie telle que la chimiothérapie a base de
platine et les thérapies ciblées. Etant donné les résultats prometteurs de la combinaison

278,279

nivolumab et ipilimumab dans le mélanome , une ¢étude de Phase III a été initiée pour

évaluer la SG des patients ayant un CBNPC traités par nivolumab ou nivolumab associé a
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I'tpilimumab ou une chimiothérapie. Par ailleurs, une étude de Phase I est actuellement en cours
pour comparer Defficacité et le profil de tolérance du nivolumab en monothérapie et du
nivolumab en association avec une autre thérapie (ipilimumab, chimiothérapie a base de platine
ou thérapie ciblée) *”.
D’autres stratégies thérapeutiques pourraient étre envisagées telles que I'association du nivolumab
a des agonistes de molécules activatrices de LT (action sur la superfamille des récepteurs au TNF
tel que OX40), afin de potentialiser la levée d’inhibition du systeme immunitaire. D’autres
combinaisons avec d’autres molécules pourraient étre évaluées:

- co-stimulations inhibitrices au niveau des lymphocytes telles que TIM3 (T ce// Ig and

Mucin-3) ou LAG3 (Lymphocyte Activation Gene-3) > ;
- voies immunosuppressives métaboliques avec I'TDO (Indoleamine 2,3 dioxygenase) **' ;
- cibles présentes sur les cellules immunosuppressives du microenvironnement, comme

CSF1R (Colony stimulating factor 1 receptor) sur les cellules myéloides, ou KIR (Killer cell

Immunoglobulin-like Receptors) sur les cellules NIK ***%,

Un pré-traitement permettant de recruter des lymphocytes au niveau tumoral pourrait étre un
préalable nécessaire ****| faisant envisager des associations avec un anti-CTLA4 pour rétablir

12 des cytotoxiques, des thérapies ciblées ou des

le recrutement des LT au niveau tumora
rayonnements ionisants pour favoriser la libération d’antigénes tumoraux. Enfin, des
stratégies de vaccination anti-tumorale ou de thérapie cellulaire par transfert de lymphocytes

pourraient étre également intéressantes pour induire ou reproduire une réponse immunitaire.

2.2.8.3  Facteurs prédictifs de la réponse

Les différents essais thérapeutiques chez des patients atteints de CBNPC traités par nivolumab
ont rapporté des résultats prometteurs, avec un taux de réponse objective d’environ 20 %.
Cependant, la majorité des patients ne répond pas et certains d’entre eux peuvent présenter des
toxicités pouvant s’avérer irréversibles voire létales. Par conséquent, Iidentification dun
biomarqueur permettant de prédire la réponse tumorale au traitement ou la survenue d’une
toxicité sévere apparait nécessaire. Un tel biomarqueur pourrait permettre de sélectionner les
patients susceptibles de bénéficier de ce traitement et de diminuer les couts inutiles, sachant que
le prix pour 12 semaines de thérapie est d’environ 36000 euros. Dans ce but, de nombreuses

¢tudes ont été menées afin d’évaluer d’éventuels biomarqueurs de réponse.
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o Le statut PD-1.1

Différents essais cliniques ont étudié par IHC TPexpression du PD-L1, des cellules tumorales
comme marqueur prédictif ou pronostique de la réponse au traitement. Cependant, les résultats
rapportés actuellement dans la littérature sont discordants (Tableau 10).

L’essai de Phase I du nivolumab chez des patients atteints de tumeurs solides avancées suggere
que le statut PD-L1 aurait un réle prédictif de la réponse tumorale, avec 36 % de réponse chez les
patients PD-L.1 + zersus aucune réponse chez les patients PD-L1 - (p=0,006) **. Cet essai de
Phase I incluait des différents types tumoraux (mélanome, CBNPC, prostate, colon et rein). En
revanche, aucune association n’a été observée entre le statut PD-L1 et la réponse au traitement
ou la survie globale chez 68 patients préalablement traités pour CBNPC *”. De plus, les données
de Phase III montrent une efficacité du nivolumab indépendante du statut PD-L1 pour les sous-
types épidermoides *”. I’expression de PD-L1 semblerait toutefois étre associée a la réponse, la
SSP et la SG pour les carcinomes non-épidermoides **. De maniére générale, lors des différents
essais, une réponse objective ainsi quune plus longue durée de réponse ont été observées quel
que soit le statut PD-L1, bien que cela soit plus souvent retrouvé chez les patients PD-L1 + *">*",
Enfin, une méta-analyse portant sur 20 essais cliniques, incluant des mélanomes, des CBNPC et
des cancers génitaux, traités par anti-PD-1 ou anti-PDL1, a mis en évidence une association entre
le taux de réponse tumorale et le statut PD-L1 avec 34,1 % de répondeurs parmi les patients PD-
L1 + versus 19,9 % chez les patients PD-L1 - (p<<0,0001). Concernant les CBNPC, le taux de
réponse était plus important chez les patients PD-L1 + que chez les PD-L1 - | avec une
différence absolue de 8,7 % **'.

Toutefois, le seuil de positivité variait selon les essais et les techniques utilisées pour mesurer
Pexpression de PD-L1 n’étaient pas toujours similaires. Enfin, il est important de souligner
qu’une proportion significative de patients avec un statut PD-L1 - répondait au nivolumab dans
plusieurs essais.

Il semble donc difficile a ce jour d’identifier clairement les patients éligibles au traitement par
nivolumab uniquement a partir du statut PD-L1, au risque d’exclure des patients potentiellement
répondeurs a cette immunothérapie. Dans ce contexte, le statut PD-L1 n’est actuellement pas
recommandé en pratique clinique comme biomarqueur prédictif ou pronostique au traitement par

nivolumab.
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Tableau 10 : Association du statut PD-L1 avec le taux de réponse, la survie sans progression et la survie
globale dans les différents essais du nivolumab.

Référence Phase Tumeur Seuil de TR SSP SG Conclusion
positivité PD-L1+/- PD-L1+/- PD-L1+/
(% CT) (%) (mois) - (mois)

Topalian 1 Mélanome, 5 36/0 Association significative
et al 286 rein, colon, p= 0,006

CBNPC,

prostate
Gettinger | CBNPC 5 15/14 3,3/1,8 7,8/10,5 Pas d’association.
etal 273
Rizvi et al | CBNPC 5* 24 /14 Association.
274
Brahmer 1 CBNPC 5* 21/15 Pas d’'association
et al 265 (CE) p=0,29 p=0,47 p=0,16
Borghaei I CBNPC 5* 36/10 5/2,1 18 /9,7  Valeur prédictive quel que soit le
et al 260 (ADK) p=0,002  p=0,0001 p=0,0004 seuil.

CT : cellules tumorales ;PD-L1 : programmed death ligand 1 ; SG : survie globale ; SSP : survie sans progression ; * dans cette étude les seuils de 1 et
10 % ont également été utilisés. La valeur p est mentionnée quand elle est disponible. + :positif ; - : négatif.

% Les mutations somatiques

Selon de récentes données, la charge mutationnelle pourrait influencer la réponse aux inhibiteurs
du PD-1. En effet, les tumeurs présentant le plus fort taux de mutations sont associées a une
meilleure réponse aux immunothérapies. L’efficacité du nivolumab dépend de sa capacité a
reconnaitre les antigénes tumoraux présents a la surface des cellules tumorales. Les néo-antigenes,
qui proviennent de mutations spécifiques de PADN tumoral, semblent jouer un role important
dans le contréle immunitaire de la tumeur **. 1l est ainsi attendu que le taux de néo-antigénes
augmente avec la charge mutationnelle. Pour les CBNPC, les charges mutationnelles et les génes
affectés sont différents entre les patients fumeurs et non fumeurs **. Les cancers du poumon
induits chez les fumeurs présentent une charge mutationnelle plus importante "> 11 a
également été démontré que le pembrolizumab était plus efficace chez les patients avec une forte
charge mutationnelle, en particulier chez les patients fumeurs **.

Derniérement il a été décrit qu’une déficience du systeme de réparation des mésappariements de
PADN  (« mzismatch-repair ») était associé a un meilleur taux de réponse objective ainsi qu’une
meilleure survie. Toutes ces données suggerent que I'évaluation de la charge mutationnelle ou de
la présence de néo-antigénes spécifiques, par séquencage de l'exome (whole exome sequencing),

devrait étre prochainement évaluée comme potentiel biomarqueur prédictif *>****”,
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% Les lymphocytes infiltrant la tumeur

Des alternatives au statut PD-L1 comme biomarqueur prédictif de la réponse tumorale ont été
envisagées. Ainsi, Taube ¢ 2/ ont montré chez 41 patients atteints d’une tumeur solide avancée
que Pexpression du PD-L1 était géographiquement associée a la présence de cellules immunitaires
infiltrant la tumeur, bien que les régions riches en lymphocytes n’étaient pas tout le temps
associées avec 'expression du PD-L1. L’expression de PD-L1 par la cellule tumorale et les infiltrats
immunitaires était associée a Pexpression du PD-1 par les lymphocytes. Cependant, seul le statut
PD-L1 au niveau tumoral était associé significativement a la réponse au nivolumab (p=0,025) ¥,

L’immuno-score, un biomarqueur composite de la progression naturelle de la tumeur, pourrait
prédire la réponse au traitement. Il permet d’évaluer le type et la quantité de lymphocytes
infiltrant la tumeur (TIL) et ainsi de mieux comprendre le comportement tumoral ., Iimmuno-
score a été évalué dans le cancer colorectal ou il a été montré que le taux de lymphocytes CD8 au
niveau de la tumeur était un meilleur candidat pour identifier la récurrence que le score TNM *”.,
Une harmonisation des techniques d’IHC, des types cellulaires pris en compte ainsi que la région
¢tudiée est en cours dans le but d’établir un immuno-score qui pourrait étre utilisé en pratique
clinique **. Dans les CBNPC, il a été¢ montré que ces TIL pouvaient avoir une valeur
pronostique. Pour exemple, un essai a montré que le taux de LT CDS8 au sein du stroma ajoutait
une valeur pronostique significative au score TNM pour les stades I a IIIA, suggérant 'utilisation
combinée de ces deux scores (TNM immuno-score) *°. Les marqueurs CD4+, CD3+ et
CD45RO+ respectivement présents a la surface des LT cytotoxiques, des LT (CD4 et CD8) et
des LT mémoires sont associés a un pronostic favorable lorsqu’ils sont exprimés dans les

CBNPC. Cependant, I'impact des Treg, B et NK n’est pas clairement identifié dans le CBNPC

296,297

Les nouvelles technologies, telles que le séquencage a haut-débit pour mesurer la charge
mutationnelle ou les néo-antigenes, la génomique ou la protéomique pour identifier des
« signatures » géniques ou antigéniques ou encore 'THC multicolore, ont été et sont utilisées dans
de nombreux essais pour identifier un biomarqueur prédictif ou pronostique ”. Les résultats de
ces études, bien que parfois prometteurs, ne permettent pas d’identifier un biomarqueur fiable et
validé par la communauté scientifique. La recherche d’un biomarqueur prédictif ou pronostique

reste donc 'un des enjeux principaux du traitement par nivolumab.
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CHAPITRE 3 : PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS
DU TRAVAIL

L’oncogenese est un phénomene trés complexe qui correspond a la transformation d’une cellule
normale en une cellule tumorale. Le développement tumoral est lié a des modifications
dynamiques au sein du génome qui vont permettre aux cellules d’acquérir des nouvelles capacités,
responsables d’une prolifération ou d’un pouvoir invasif accru. L’ensemble des processus
impliqués dans le phénotype tumoral a été regroupé par Hanahan et Weinberg sous le terme de
« Hallmarks of cancer». 1ls incluent de nombreuses caractéristiques, parmi lesquelles 'angiogenése
et ’échappement au systeme de surveillance immunitaire. Ces mécanismes résultent d’altérations
impliquées dans la transduction du signal cellulaire. Les protéines a activité kinases sont des
régulateurs majeurs des voies de signalisation et ont donc un réle clé dans le phénomene

d’oncogeneése.

L’angiogenese induit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux
préexistants. Ce phénomene physiologique est détourné par la tumeur afin de créer un réseau
vasculaire qui lui est propre, lui permettant de croitre. Diverses molécules participent a sa
régulation, particuliecrement le VEGF qui est un facteur pro-angiogénique sécrété par les cellules
tumorales lorsque celles-ci sont en hypoxie.

L’échappement au systeme immunitaire est une autre propriété acquise par la tumeur. Ainsi, le
concept d’immunoediting décrit ce phénomene qui aboutit a une tolérance du systeme immunitaire
vis-a-vis de la tumeur. Un des mécanismes impliqué dans cet échappement est 'expression de
molécules de co-stimulation inhibitrices, tel que le PD-1, a la surface des cellules immunitaires.
Ceci empéche le systeme immunitaire de se mobiliser contre la tumeur, en rendant les

lymphocytes anergiques ou non fonctionnels.

La meilleure compréhension de 'oncogencse a donc permis de mettre en évidence des altérations
moléculaires clés inhérentes au phénotype tumoral qui constituent autant de cibles pour le
développement des thérapies ciblées telles que les inhibiteurs de tyrosine kinases (ITK) et les
immunothérapies (inhibiteurs de checkpoints immunitaires). Le développement clinique d’'TTK
dirigés contre le VEGF (antiangiogénique) a constitué une avancée majeure dans la prise en
charge du carcinome rénal métastatique. Pour exemple, le sunitinib a permis d’augmenter

significativement les survies sans progression et globale chez des patients atteints d’un cancer
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rénal métastatique par rapport a 'IFN. De méme, le développement récent d’un inhibiteur de
checkpoint immunitaire, le nivolumab (anticorps anti-PD1) a significativement augmenté la survie
globale des patients atteints d'un CBNPC. Toutefois, un certain nombre de problématiques
accompagnent l'utilisation de ces thérapies innovantes. D’une part, tous les patients ne
bénéficient pas de la méme réponse a ces traitements en raison de 'existence de résistances
primaires et de la survenue de résistances adaptatives en cours de traitement chez un grand
nombre d’individus. Bien que présentant moins de toxicités que les chimiothérapies
conventionnelles, les thérapies ciblées et les immunothérapies peuvent étre responsables d’effets
indésirables séveres menant a une diminution voire a un arrét temporaire ou définitif du
traitement. A ces variabilités interindividuelles d’efficacité et de toxicités s’ajoutent le cout
important de ces thérapies. Ainsi, le cott annuel de traitement pour le sunitinib est actuellement
d’environ 39 500 euros par patient. Pour le nivolumab, le coGt moyen annuel de traitement oscille
entre 100 000 et 300 000 euros par patient. Afin de prévenir la survenue de résistances tumorales
secondaires, la combinaison de ces approches agissant sur différentes cibles moléculaires mérite
d’étre étudiée. Néanmoins, de nombreuses questions telles que le choix des molécules, les doses,
le rythme d’administration (combinaison ou administration séquentielle) doivent étre résolues

avant la mise en place de telles stratégies thérapeutiques.

L’identification de biomarqueurs pour le sunitinib et le nivolumab est donc un enjeu majeur afin
de déterminer avant traitement les patients susceptibles de répondre a ces thérapies, de prédire la
survenue de toxicités séveres et de suivre la réponse au cours du traitement. En effet, objectif
ultime de cette démarche est de diminuer la perte de chance liée a la proposition d’un traitement
inefficace ou I'exposition a des toxicités séveres inutiles pour les autres patients. Au final, de tels
marqueurs permettraient de baisser le cout de ces thérapies en choisissant initialement le bon

traitement pour le bon patient, a la bonne posologie.

Afin de répondre a ces attentes, différents types de biomarqueurs peuvent étre évalués : le suivi
pharmacologique thérapeutique (STP) basé sur la mesure de la concentration plasmatique du
médicament, le suivi de biomarqueurs circulants (ADN tumoral, cytokines, facteurs pro-
angiogéniques...) et Papproche « omique » (génomique, protéomique, transcriptomique...). Le
STP est recommandé pour le sunitinib en raison de existence d’une relation PK/PD et d’une
large variabilité interindividuelle de sa pharmacocinétique . Les objectifs de ce STP sont de
prévenir rapidement un éventuel échec au traitement lié a une exposition plasmatique

infrathérapeutique, ainsi que de diminuer la survenue d’effets indésirables liée a une surexposition
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plasmatique au traitement. Toutefois, la concentration plasmatique n’est malheureusement pas
toujours le juste reflet de l'activité antitumorale. Concernant le nivolumab, trés peu de données
PK/PD sont actuellement disponibles. Par conséquent, la mise en place d’un éventuel STP pour
Poptimisation de cette immunothérapie n’a pas encore ¢été étudiée, d’autant plus qu’aucune

méthode de dosage plasmatique n’est actuellement validée.

Concernant les biomarqueurs circulants, les études se sont principalement concentrées pour le
sunitinib sur les facteurs circulants impliqués dans l'angiogenese (VEGF, VEGFR2, PIGF,
VEGR solubles) ou sur les cytokines. Certains d’entre eux semblent étre des candidats
prometteurs, cependant les résultats de ces études sont contradictoires et ne permettent pas de
conclure clairement sur leur statut de biomarqueur. Concernant le nivolumab, le statut
immunohistochimique PD-L1 reste a ce jour le biomarqueur le plus prometteur. En effet, les
patients présentant un statut PD-L1 positifs semblent étre de meilleurs répondeurs, bien quune
proportion non négligeable de patients PD-L1 négatifs le soit également. L’utilisation du statut
PD-L1 afin de sélectionner les patients susceptibles de bénéficier d’'une immunothérapie parait
donc actuellement difficile sans risquer d’exclure des patients potentiellement répondeurs.

En résumé, il n’existe actuellement aucun biomarqueur cliniquement validé par la communauté
scientifique pour le sunitinib ou le nivolumab, pour autant 'identification d’un tel marqueur reste

indispensable.

Les progres des nouvelles technologies ont permis I’émergence de stratégies pour la découverte
de biomarqueurs dans le cancer. Ainsi, les techniques a haut débit, telles que la génomique, la
transcriptomique, la protéomique ou encore la métabolomique, sont des outils permettant de
donner des profils ou des signatures comprenant I'expression d’une multitude de genes, protéines
ou métabolites. La kinomique est une approche novatrice qui permet d’étudier non pas
Iexpression mais la fonctionnalité des protéines kinases impliquées dans les voies de signalisation
cellulaire, en étudiant leur activité de phosphorylation. Elle consiste donc a déterminer un profil
phénotypique cellulaire. Cette technique de mzicroarray a déja été utilisée pour la recherche de
biomarqueurs dans différentes tumeurs (mélanome, cancer bronchique, colorectal, rénal). Pour
exemple, Anderson e /. ont récemment montré que les profils d’activité de kinases des tumeurs
rénales a cellules claires pouvaient étre utiles a la stratification des patients avant d’initier un
traitement par inhibiteur de tyrosine kinase. Cependant, toutes ces études ont été effectuées
exclusivement a partir de tissus tumoraux. Or la recherche de biomarqueurs doit étre facilement

réalisable en routine et peu invasive pour le patient. De ce fait, la réalisation de multiples biopsies
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au cours du traitement apparait inenvisageable aussi bien sur un plan pratique qu’éthique. Il
apparait donc essentiel de déterminer une matrice de substitution au tissu tumoral qui répondrait
a ces criteres. Ainsi, les cellules sanguines circulantes, particuliecrement les cellules mononucléées

du sang périphérique (CMSP), représentent une matrice biologique intéressante.

Les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) rassemblent 70 2 90 % de lymphocytes
(lymphocytes B et T et cellules natural killer) ainsi que 10 a 30 % de monocytes et trés peu de
cellules dendritiques. De plus, elles sont accessibles par une simple prise de sang, de fagon peu
invasive et répétable. Le sunitinib, I'TK a visée antiangiogénique, s’est également révélé présenter
une activité immunomodulatrice. En effet, une diminution du nombre de lymphocytes voire une
lymphopénie (68 % tous grades confondus '), est fréquemment observée chez les patients traités
par sunitinib. De facon intéressante, le sunitinib pourrait modifier le statut d’activation et la

*® In vive, il diminue le nombre de cellules

fonctionnalité des cellules immunitaires 7z vitro
immunosuppressives dérivées de la moelle osseuse (MDSC), a l'origine d’une diminution du
nombre de lymphocytes T régulateurs (Treg) ', Cette diminution du nombre de lymphocytes
Treg est associée a une amélioration de la survie *”, inverse I'immunosuppression en inversant la
balance Th1/Th2 * et augmente les lymphocytes T infiltrant la tumeur *'. Ces effets induits par
le sunitinib impliquent potentiellement des modifications des voies de signalisation impliquées
dans la croissance et la fonctionnalité des lymphocytes, d’ou I'intérét d’étudier les CMSP comme
matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs.

De méme pour le nivolumab, le lymphocyte pourrait étre une matrice biologique de substitution
intéressante au tissu tumoral pour évaluer 'approche kinomique chez des patients cancéreux. Par
le blocage de la liaison de PD-1 avec les ligands PD-L1 et PD-L2 qui sont exprimés par les

tumeurs, le nivolumab potentialise I'activation des cellules T favorisant la réponse immunitaire

antitumorale.

Dans ce contexte, 'objectif de ce travail a été d’évaluer les CMSP comme matrice biologique
pour la recherche de biomarqueurs par approche kinomique selon deux mode¢les :
- un modéle indirect chez des patients atteints d’un carcinome rénal métastatique et
traités par sunitinib, ITK antiangiogénique qui possede des effets immunomodulateurs ;
- un modéle direct chez des patients atteints d'un CBNPC et traités par nivolumab, un
anticorps qui cible le récepteur PD-1 situé a la surface de nombreuses cellules

immunitaires.
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Les résultats obtenus s’articulent autour de trois axes :

- dans un premier temps, les profils kinomiques (avant traitement) de patients atteints de
carcinome rénal métastatique ont été utilisés afin d’étudier les effets ex vivo du sunitinib
sur l'activité des tyrosine kinases de CMSP ainsi que les voies de signalisation cellulaires
impliquées ;

- dans un deuxi¢me temps, une méthode de dosage plasmatique du nivolumab a été
développée afin d’évaluer par la suite si Pexposition plasmatique au nivolumab influence
le profil kinomique des patients atteints d'un CBNPC et traités par nivolumab

- dans un dernier temps, les profils kinomiques des patients atteints d'un CBNPC et traités
par nivolumab ont été étudiés avant traitement et a J14 du traitement afin de déterminer

les effets pharmacodynamiques du nivolumab sur les CMSP.
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CHAPITRE 4 : RESULTATS ET DISCUSSION

1 Article 1: Identification de biomarqueurs

pharmacodynamiques du sunitinib

1.1.1 Introduction et objectifs

Le sunitinib présente des effets immuno-modulateurs largement décrits dans la littérature. II est
fréquemment responsable d’une diminution du nombre de lymphocytes totaux circulants voire
d’une lymphopénie (68% tous grades confondus '™). Powles e# a/. ont rapporté lors d’une étude
chez 43 patients atteints de cancer rénal métastatique (CCRm), apres 6 cycles de traitement par
sunitinib, une diminution du nombre de lymphocytes totaux (17 %) ainsi qu’une diminution des
populations lymphocytaires CD3 (21 %), CD4 (27 %) et CD8 (29 %) *”. Cependant, aucune
relation n’a pu étre établie entre la diminution du nombre de lymphocytes et la survie sans
progression (SSP). Etant donné que chaque cycle de traitement se définit par 4 semaines de
sunitinib suivies de 2 semaines de pause, il est possible que 'effet du sunitinib soit plus marqué
avant la pause plutot quapres 6 cycles de traitement. Par ailleurs, une diminution du nombre de
lymphocytes Treg circulant est associée a une meilleure survie globale aprés 2 a 3 cycles de
traitements par sunitinib chez des patients présentant un CCRm *”. I.’ensemble de ces éléments
suggere que le sunitinib, en plus d’avoir un effet sur les cellules tumorales, aurait un impact sur les

lymphocytes.

Dans ce contexte, le premier objectif de ce travail a été d’étudier rétrospectivement I’évolution du
nombre de lymphocytes circulants périphériques comme marqueur pharmacodynamique chez des
patients traités par sunitinib pour un CCRm en premiere ligne. Etant donné que les CMSP sont
essentiellement composées de lymphocytes, cette premicre étape est préalable a ’évaluation des
CMSP en tant que tissu de substitution pour I’analyse kinomique.

Le second objectif a été d’évaluer de facon prospective a l'aide d’une approche kinomique
Pactivité globale des protéines tyrosine kinases (PTK) au sein des CMSP de patients naifs atteints
de CCRm avant linitiation du sunitinib ; puis d’étudier les effets ex »iwo du sunitinib et de son

métabolite actif (SU12662) sur les voies de signalisation des CMSP.
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1.1.2 Matériels et méthodes

1.1.2.1  Etude clinigue rétrospective

L’étude clinique rétrospective a été réalisée a partir d'une cohorte de patients suivis au sein du
service d’oncologie médicale de ’hopital Cochin. Les patients étaient tous traités par sunitinib en
premicre ligne pour la prise en charge d’'un CCRm entre juin 2006 et janvier 2015.

L’ensemble des parametres hématologiques (hémoglobine, plaquettes, neutrophiles et
lymphocytes) ont été étudiés en pré-thérapeutique (JO) et 21 jours apres Iinitiation du sunitinib
(J21). Chaque critere a également été exprimé sous forme de ratio (J21/]J0) afin de refléter leur
évolution sous traitement. Par ailleurs, 'exposition plasmatique composite (sunitinib et SU12662)
a été déterminée a J21 apres I'initiation du traitement.

Une analyse univariée puis multivariée selon le modeéle de Cox a été réalisée afin d’identifier les

facteurs prédictifs de la SSP.

1.1.2.2  Etude kinomique prospective

Entre mars 2015 et novembre 2015, 12 volontaires sains et 21 patients atteints de CCRm naifs de
tout traitement ont été inclus dans I’étude kinomique. Chacun des participants a signé un
consentement éclairé.

Les CMSP ont été isolés a partir d’un prélevement de sang total (10 mL) par une technique de
gradient de Ficoll. Puis 3,5 millions de cellules ont été lysées par 140 ulL. de tampon MPER
additionné d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases (1 %) avant d’étre centrifugées (12000
rpm, 15 min, 4°C) et stockées a -80°C.

Apres un dosage protéique du lysat cellulaire par la technique de Bradford, 2 a 4 ug de protéines
sont ajoutées a une solution d’anticorps anti-phosphotyrosine marqués a la fluorescéine et d'ATP
(100 uM). Puis, les lysats volontaires sains et les patients CCRm ont été directement déposés sur
un puits d'une puce tyrosine kinase PamChip®. Par ailleurs, la méthodologie « on-chip» a
¢galement été appliquée aux patients en ajoutant aux lysats une solution aqueuse contenant soit
du sunitinib (1 uM), soit du métabolite actif SU12662 (1 uM), soit du DMSO (diméthylsulfoxide a
0,1 %) utilisé en contréle. Chacun des puits contient une membrane composée d’oxyde
d’aluminium sur laquelle sont immobilisés 144 peptides (13 acides aminés) comprenant chacun
des résidus tyrosine connus. Le mélange est pompé a travers la membrane de 'array et 'évolution

de la phosphorylation est suivie pendant toute 'incubation par une caméra.
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Le signal lumineux fluorescent est transformé en signal analogique. L’analyse des profils d’activité
des kinases (profils kinomiques) et I'analyse statistique a été réalisée a laide du logiciel

BioNaVigator®.

1.1.3 Résultats

1.1.3.1  Etude rétrospective préliminaire

Au total, 88 patients CCRm traités par sunitinib en premicre ligne ont été inclus. L’age médian
¢tait de 62 ans. L’histologie la plus fréquemment retrouvée était le carcinome rénal a cellules
claires (71 % des cas). D’apres la classification pronostique de Heng, la majorité des patients
¢taient de pronostic intermédiaire (57 %), et un tiers d’entre eux étaient de mauvais pronostic (36
%).

La SSP médiane au sein de la cohorte était de 234 jours (Intervalle de confiance a 95 %, 1C95%,

179-289).

Selon le modele de Cox, I'analyse multivariée a montré que le ratio des lymphocytes totaux
J21/J0 (Hazard Ratio [HR], 1,83; 1C95%, 1,24-2,71; p= 0,0023), Iindice de petrformance ECOG
(Eastern Cooperative Oncology Group) 0-1 (HR, 0,44; 1C95%, 0,23-0,84; p= 0,0135) et l'indice de
masse corporelle (HR, 0,86; 1C95%, 0,80- 0,93; p= 0,0001) étaient indépendamment associés a la
SSP.

1.1.3.2  Etude kinomique prospective

L’analyse des profils kinomique de base de CMSP de 12 volontaires sains et de 21 patients
atteints de CCRm a JO a montré que la phosphorylation des peptides était significativement
inférieure chez les patients pour 76 peptides (p<0,05). Malgré I’hétérogénéité des profils observée
chez les patients, une analyse en composantes principales (PCA) a montré une tendance a séparer
les profils des patients CCRm de ceux des volontaires sains. Ces résultats suggerent que les profils
kinomiques des patients pourraient ¢tre différenciés de ceux des volontaires sains.

L’étape suivante a été d’étudier les effets ex vivo du sunitinib et du SU12662 sur les CMSP de
patients CCRm. Les profils kinomiques d’inhibition, obtenus par différence de phosphorylation
des peptides en présence et en absence d’inhibiteur, ont montré une diminution de

phosphorylation pour I'ensemble des peptides. L’effet inhibiteur du sunitinib était supérieur a
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celui du métabolite SU12662. Par ailleurs, plusieurs kinases impliquées dans la réponse
immunitaire telles que Zap70, Src, Fyn, Yesl and DDR1 semblaient étre inhibées par le sunitinib

ou son métabolite actif.

Enfin, il a été observée que les profils présentant une plus faible inhibition ex 220 par le sunitinib
ou le SU12662, était d’une part, associés a un mauvais score pronostic de Heng et d’autre part, a

une diminution du ratio lymphocytes totaux ]J21/]0.

1.1.4 Discussion

Cette étude rétrospective a permis de montrer pour la premicre fois que le ratio lymphocytes
totaux a 21 pouvait étre utilisé comme marqueur pharmacodynamique chez les patients atteints
de CCRm traités par sunitinib. Ainsi, une diminution du nombre de lymphocytes totaux
circulants, sans pour autant avoir une lymphopénie, apres 21 jours de sunitinib est associée a une
SSP plus longue. Ceci suggere que le ratio lymphocytaire J21/J0 poutrait étre un facteur
pronostic intéressant. Il constitue un parametre dynamique reflétant la variation rapide du
nombre de lymphocytes sous sunitinib. La diminution du nombre de lymphocytes ne semble
cependant pas étre liée a un effet toxique du sunitinib. En effet, Krusch e o/ n’ont pas observé
d’effet cytotoxique du sunitinib sur les CMSP *”. En revanche, deux études récentes ont rapporté
un recrutement des lymphocytes T au sein du microenvironnement tumoral ", Par ailleurs,
I'inhibition de la voie du VEGF par le sunitinib entraine expression de différentes molécules
chimioattractives dans les vaisseaux tumoraux *"*. Enfin, le sunitinib est connu pour diminuer le
nombre de cellules myéloides dérivées de la moelle osseuse, ce qui entraine une diminution des
lymphocytes T *°. 1’ensemble de ces données suggérent que la diminution des lymphocytes
associée a une meilleure SSP pourrait étre liée a une redistribution des lymphocytes totaux
circulants vers le compartiment intratumoral, a origine d’une immunité anti-tumorale. D’autres

¢tudes sont nécessaires pour valider cette hypothése.

Ce travail montre également pour la premicre fois I'existence d’une différence entre les profils
kinomiques de patients naifs atteints de CCRm et ceux de volontaires sains. De fagon
intéressante, une moindre activité des PTK chez les patients a été observée. L’anergie des

306 z :
. Lépuisement des

lymphocytes T semble étre une hypothése expliquant ce phénomene
lymphocytes est dépendante de molécules de co-stimulation inhibitrices telles de que le

Programmed Death-1 (PD-1) dont le niveau d’expression est augmenté par le VEGF-A ", Or,
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Harmon ef al. ont rapporté que la concentration plasmatique de VEGF-A était 3 a 4 fois plus

** De plus, une

important chez les patients atteints de CCRm que chez les volontaires sains
augmentation de Pexpression du PD-1 a été observé chez les patients CCRm au niveau des
lymphocytes T circulants, des monocytes et des cellules Natural Killer . 1ensemble de ces
données suggerent qu’une augmentation du PD-1 au sein des CMSP pourrait étre responsable

d’une activité des PTK faible chez nos patients, bien que la différence d’age entre les patients et

les volontaires sains (69 »s 50 ans) inclus dans I’étude ne doit pas étre négligée.

Cette étude a montré que le sunitinib et le SU12662 inhibaient ex »wo un grand nombre de
kinases, parmi lesquelles Flt-1 (VEGFR-1), KDR (VEGFR-2), PDFGR, kit, Flt-3 et RET, qui
sont des cibles connues du sunitinib ', Ces résultats permettent de valider P'utilisation des CMSP
comme matrice biologique. Toutefois, il existe des différences entre les arbres kinomiques
obtenus dans notre étude et ceux précédemment rapportés dans la littérature . Ces différences
proviennent probablement du fait que ces derniers ont établis ces arbres dans des conditions
vitro et représentent l'affinité (ou plus exactement des Cl;) du sunitinib pour des kinases
purifiées. La grande variabilité interindividuelle en termes de sensibilité au sunitinib ou au
SU12622 ex vivo pourrait contribuer a la variabilité des effets immuno-régulateurs du sunitinib

chez les patients CCRm.

Parmi tous les parameétres testés, seul le score prognostic de Heng était corrélé aux profils
d’inhibition ex zivo. 11 est intéressant de souligner que I'inhibition du sunitinib ou du SU12662 est
plus faible chez les patients présentant un mauvais pronostic. Ceci suggere que le traitement par
sunitinib serait moins efficace chez les patients présentant une inhibition ex zzvo plus faible des
PTK de CMSP par le sunitinib ou le SU12662.

Enfin, une relation positive a été observée entre le degré d’inhibition de phosphorylation de
différents peptides et le ratio des lymphocytes totaux J21/J0. Etant donné que ce dernier était
associé a la SSP dans Pétude rétrospective, ce résultat suggere que le profil kinomique ex vivo

pourrait étre utilisé comme facteur pronostique.

Pour conclure, ce travail suggere le ratio des lymphocytes totaux J21/J0 comme biomarqueur
pharmacodynamique de la SSP. De plus, la large variabilité¢ interindividuelle des profils
kinomiques (en présence ou non de sunitinib) associée a la relation entre le score de Heng et le
profil kinomique ex vivo justifient dans le futur une utilisation approfondie des CMSP comme

matrice biologique pour la recherche de biomarqueurs par approche kinomique chez des patients
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atteints de CCRm traités par sunitinib. Une analyse complémentaire est en cours pour évaluer la

relation entre la SSP et le profil kinomique ex vivo.

Ce travail a fait ’objet de la publication suivante :
Gaélle Noé, Audrey Bellesoeur, Audrey Thomas-Schoemann, et al. Clinical and kinomic
analysis identifies peripheral blood mononuclear cells as a potential pharmacodynamic

biomarker in metastatic renal cell carcinoma patients treated with sunitinib *.
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ABSTRACT

Background: Sunitinib is a protein tyrosine kinase (PTK) inhibitor that has
immune-modulating properties. In this context, peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), mainly constituted by lymphocytes, could be a perfect surrogate tissue for
identifying and assaying pharmacodynamic biomarkers of sunitinib. In this study, we
investigated the changes in lymphocytes count as pharmacodynamic biomarker in
metastatic renal cell carcinoma (mRCC) patients under sunitinib therapy. Thereafter,
we studied the ex vivo effect of sunitinib and SU12262 (active metabolite) on PBMC
from naive mRCC patients using a high throughput kinomic profiling method.

Methods: The prognostic value of total lymphocytes count between Day 0 and
Day 21 (expressed as a ratio D21/D0) was retrospectively investigated in 88 mRCC
patients under sunitinib therapy. PTK PamChip® microarrays were used to explore
prospectively the ex vivo effect of sunitinib and SU12662 on PTK activity in PBMC
from 21 naive mRCC patients.

Results: In this retrospective study, D21/DO0 lymphocytes ratio (Hazard Ratio,
1.83; CI95%, 1.24-2.71; p=0.0023) was independently associated with PFS.
Interestingly, kinomic analysis showed that D21 /D0 lymphocytes ratio and Heng
prognostic model was statistically associated with the ex vivo sunitinib and SU12662
effect in PBMC.

Conclusion: The present study highlights that D21/DO0 total lymphocytes ratio
could be a promising pharmacodynamic biomarker in mRCC patients treated with
sunitinib. Additionally, it paves the way to investigate the kinomic profile in PBMC
as a prognostic factor in a larger cohort of mRCC patients under sunitinib therapy.

INTRODUCTION cancer is considered to be an immunogenic tumor
and a number of immunotherapeutic approaches have

Renal cell carcinoma (RCC) is the third most been exploited so far [2]. Until 2006, cytokines based
common malignancy of the urinary tract and is responsible immunotherapy (interferon-o. and interleukin-2) was
each year for 338.000 new cases worldwide [1]. This the only proven systemic therapy with a limited clinical
www.impactjournals.com/oncotarget 1 Oncotarget
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efficacy. A better understanding of RCC biology has led to
the approval of new targeted therapies, including kinase
inhibitors such as vascular endothelial growth factor
receptor (VEGF-R) and mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitors.

The use of kinase array technology to evaluate
global kinase activities implied in cell signaling (« kinome
») in tumors from patients and to seek biomarkers for
kinase inhibitors [3-7] is currently spreading. Recently,
Anderson et al. have showed that the kinase profiling
of clear cell RCC tumors could provide a functional
classification strategy before starting a kinase inhibitor
therapy [8]. Although these results are very promising,
this strategy to process biopsy tumor before treatment
initiation may fail to reflect current tumor dynamics
and drug sensitivity, which may change during therapy.
Additionally, processing repeated tumor biopsy cannot
routinely be performed over the treatment course
because of the invasive characteristic of the technique.
Circulating cells could be an ideal biological matrix for
biomarker discovery. In this context, we hypothesized
that peripheral blood mononuclear cells (PBMC) could
be a perfect surrogate tissue for identifying and assaying
pharmacodynamic biomarkers of kinase inhibitors, as this
tissue is readily accessible for repeat sampling throughout
therapy. To the best of our knowledge, no data is currently
available about the use of PBMC as surrogate tissue for
the evaluation of global kinase activity in cancer patients.

Sunitinib, the first tyrosine kinase inhibitor
developed for the VEGF pathway, is currently the standard
first-line treatment for metastatic RCC (mRCC). Sunitinib
is known to have immunomodulating properties in
addition to its antiangiogenic activity [2, 9]. Interestingly
a study by Powles ef al. reported a significant reduction
in the number of peripheral total lymphocytes (17%),
CD3 (21%), CD4 (27%) and CD8 (29%) T-cells after
completion of the first 6-week cycle of therapy in 43
mRCC patients [10]. No relationship was however found
between this decline in lymphocytes count and progression
free survival (PFS). Since each cycle consisted of 4 weeks
of sunitinib followed by 2 weeks off the drug, it is possible
that the effects on cell counts may be more marked
before temporary discontinuation of sunitinib rather than
at the end of the 6-week cycle. Furthermore, Adotevi
et al. showed that the overall survival is significantly
longer in mRCC patients showing a decrease in the
number of Foxp3+ regulatory T-cells after 2 or 3 cycles
of treatment [11]. In this context, further investigations
are required to assess the changes in lymphocytes count
as pharmacodynamic biomarker. Given PBMC are
mainly constituted by lymphocytes (~85%) [12], those
investigations are a mandatory step before the evaluation
of PBMC as surrogate tissue for kinomic analysis.

The present study aimed first, to retrospectively
evaluate the changes in lymphocytes count at day 21 after
sunitinib start in mRCC patients as a pharmacodynamic

biomarker, and secondly, to assess the global protein
tyrosine kinase (PTK) activity in PBMC from naive
mRCC patients before sunitinib treatment. A high
throughput kinomic profiling method was employed to
examine the effects of sunitinib and its active metabolite
SU12662 on intracellular signaling pathways in PBMC.

RESULTS

Retrospective preliminary study

Eighty-eight mRCC patients treated with sunitinib
were included. Baseline patients’ characteristics are
summarized in Table 1. Median age was 62 years old
[54-68]. The most frequent histological tumor type was
clear cell carcinoma (71%). According to the Heng
prognostic index model, most of the patients had an
intermediate prognosis (57%) and about a third (36%) had
a poor prognosis. Twenty-three patients (26%) developed
lymphopenia during the first cycle of sunitinib treatment,
with seven (8%) of grade > 2.

The median PFS in the cohort was 234 days
(confidence interval, CI95%, 179-289). In univariate
analysis (Table 2), the lymphocytes ratio between day
0 (before treatment starts, DO) and day 21 of treatment
(D21), was the single hematological ratio at day 21
associated with PFS. An increase in lymphocyte count
on day 21 was significantly associated with a poorer
prognosis (p = 0.0028). Multivariate Cox proportional
hazards model analysis showed that lymphocyte D21/
DO ratio (hazard Ratio [HR], 1.83; CI95%, 1.24-2.71; p=
0.0023), ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)
performance status 0-1 (HR, 0.44; CI95%, 0.23-0.84; p
=0.0135) and body mass index (HR, 0.86; CI95%, 0.80-
0.93; p=0.0001) were independently associated with PFS.

Basal PTK activity in PBMC from mRCC
patients and healthy volunteers

In continuum of the previous clinical results, we
conducted a study to compare the PTK activities in PBMC
from mRCC patients and healthy volunteers using peptide
microarrays. The clinical and biological characteristics of
naive mRCC patients population (» = 21) before sunitinib
treatment initiation are summarized in Table 3. Median
age was 50 [48-57] years in healthy volunteers (n = 12),
and half of them were male.

A large interindividual variability in kinomic profiles
(Figure 1A) was observed, especially in mRCC patients,
which could not be correlated with various baseline clinical
and biological parameters tested. Even so, unsupervised
Principal Component Analysis (PCA) showed a tendency
of separation between patients and healthy volunteers
(Figure 1B) with a tendency of clustering in the case of

www.impactjournals.com/oncotarget

113

Oncotarget



Table 1: Baseline characteristics of the retrospective cohort

Characteristics N=88
Demographic data
Sex, n (%)
Male 62 (71)
Female 26 (29)
Age (years) 62 [54-68]
Age > 70 years-old, n (%) 18 (20)
BMI (kg/m?) 24.4[22.3-27.9]
Lean Body Mass (kg) 56.0 [46.1-62.2]
ECOG performance status, n (%)
0 19 (22)
1 50 (58)
2 12 (13)
3-4 7(7)

Renal cell carcinoma characteristics
Histological tumor type, n (%)

Clear cell carcinoma 63 (71)
Papillary carcinoma 5(6)
Other 20 (23)
Metastasis, n (%)
Synchronous 43 (49)
Metachronous 45(51)
Fuhrman’s grade, n (%)
1-2 13 (23)
3 28 (48)
4 17 (29)
Missing 30 (34)
Nephrectomy, n (%)
Yes 76 (86)
No 12 (14)
Heng score, n (%)
Favorable 6(7)
Intermediate 50 (57)
Poor 32 (36)
Baseline Biological data
Haemoglobin (g/dL) 12.6 [11.3-13.9]
Platelets (x10°/L) 280 [230-375]
Lymphocytes (x10°/L) 1.54[1.13-1.99]
Neutrophils (x10%/L) 5.24 [3.69-6.83]
Lymphopenia before Sunitinib treatment, n (%) 36 (41)
LDH
Increased above ULN 22 (29)
Normal 54 (61)
Missing 12 (14)

BMI, body mass index; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; ULN, Upper Limit of Normal.
Results are expressed as median [interquartile range] or frequency (percent).
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Table 2: Results of Univariate and Multivariate Analysis of Progression Free Survival prognostic factors (n=88)

Univariate analysis

Multivariate analysis

Hazard Ratio

Hazard Ratio

Variables (units) [C195%] p-value [C195%] p-value
Male Sex 0.71 [0.42-1.18] 0.18
Age (years) 0.99 [0.97-1.02] 0.58
ECOG 0-1 0.56 [0.31-1.01] 0.053 0.4410.23-0.84]  0.0135
Lean body mass (kg) 0.96 [0.94-0.98] 0.0003
BMI (kg/m?) 0.87[0.82-0.93] <0.0001  0.86[0.80-0.93]  0.0001
Metachronous metastasis 0.71[0.44-1.14] 0.154
Clear cell carcinoma histological type 0.44[0.26-0.75] 0.0025
Fuhrman’s grade 4" 2.20[1.15-4.19] 0.0167
Nephrectomy 0.31[0.15-0.62] 0.0010
Heng score 0.0216
Favourable (n=6) 0.33[0.12-0.97]
Intermediate (n=50) 0.54 [0.33-0.89]
Poor (n=32) 1
Increased LDH" 1.21 [0.70-2.10] 0.495
Steroids comedication 1.22 [0.62-2.39] 0.569
Baseline Lymphocytes (x10%L) 0.77 [0.58-1.02] 0.0649
Baseline NLR 1.05 [1.00-1.11] 0.041
Haemoglobin D21/D0 1.19[0.13-10.95] 0.877
Platelets D21/D0 0.96 [0.43-2.12] 0.909
Lymphocytes D21/D0 1.72 [1.21-2.45] 0.0028 1.83[1.24-2.71]  0.0023
Neutrophils D21/D0 1.50 [0.46-4.84] 0.5
G3-4 induced-lymphopenia during the 1.23 [0.53-2.87] 0.625
first cycle
No lymphopenia prior Sunitinib 1.09 [0.67-1.79] 0.73
treatment
Composite AUC" at D21 0.93 [0.69-1.25] 0.621

AUC, Area under the curve of plasma concentration at steady-state; BMI, body mass index; C195%, confidence interval 95%; ECOG, Eastern
Cooperative Oncology Group; G, Grade according to NIC-CTCAE V4; LDH, Lactate Dehydrogenase; NLR, Neutrophil to Lymphocyte Ratio;

PFS, progression-free survival;
" n=58; " n=76

“Composite AUC4; is the sum of sunitinib and SU12662 (active metabolite) AUC. It was assayed at day 21 after the sunitinib start.
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healthy volunteers. Furthermore, several peptides showed
significantly lower phosphorylation levels in PBMC from
patients when compared to healthy volunteers (76 with
p <0.05, 45 with p < 0.01) (Figure 1C), suggesting that
overall kinomic profiles of naive mRCC patients’ PBMC
could be differentiated from those of healthy individuals.
Functional ontology enrichment analysis using Metacore
software (GeneGO)™ showed that several pathways were
deregulated in patient PBMC, including immune response
(FC epsilon RI-, CD28-, CCR5-, CDI16- signaling),
the EGFR (ERK inhibition, PI3K/AKT- and MAPK-

A

mRCC patients

Healthy volunteers |

signaling), FGF-family and FGFR-signaling, along with
chemotaxis (CXCR4- signaling).

Ex vivo PTK inhibitory effects of sunitinib and
SU12662

The next step was to study the ex vivo effect of
sunitinib or SU12662 (active metabolite) in PBMC lysates
from 21 naive mRCC patients. Inhibition profiles obtained
after ex vivo exposure to cither sunitinib or SU12662
showed that PTK substrate phosphorylation levels were

-10 0 10 20

© Healthy volunteers

© mRCC patients

-
W

-

Healthy volunteers vs mRCC patients

-log (p)

42 O 02 %4 08 08 1 1z 14 15 13 2 22 24 28

Log fold change

Figure 1: Basal protein tyrosine kinase activity profiles (Log,Signal) in PBMC from healthy volunteers (z = 12) and
metastatic renal cell carcinoma patients (rn = 21). A. The heatmap shows rows (representing 110 peptides of the “QC List”) sorted
by hierarchical clustering using Euclidean distance metrics and complete linkage. B. The 3D plot shows 3 new variables (PC1-3) obtained
after applying Principal Component Analysis (PCA), each point representing a sample colored according to PBMC source. C. The volcano
plot shows the result of 7-test: the effect size, i.e. LFC (Log,Signal (Healthy) - Log,Signal (mRCC)), versus significance (-Log, p). Peptides

with significant p-values ( < 0.05) are marked in red.
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Table 3: Baseline characteristics of patients included in the kinomic analysis

Baseline characteristics Patients (#=21)

Demographic data

Sex, n (%)

Female 7 (33)

Male 14 (67)
Age (years) 69 [60-74]
BMI (kg/m?) 25.0 [24.1-27.0]
ECOG, n (%)

0 4(19)

1 9(43)

2 7(33)

3 1(5)

Renal cell carcinoma characteristics, n (%)

Histological tumor type, n (%)

Clear cell carcinoma 17 (77)

Papillary carcinoma 109)

Other 3(14)
Metastasis

Yes 21 (100)

No 0(0)
Heng score, n (%)

Favorable 2 (10)

Intermediate 12 (57)

Poor 7(33)
Prior nephrectomy, n (%)

Yes 17 (81)

No 4(19)

Lymphocytes profile at day 0
Baseline total lymphocytes (x10°/L) 1.3 [1.2-1.7]
Lymphopenia before Sunitinib treatment, n (%) 13 (62)

BMI, body mass index; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group;

Results are expressed as median [interquartile interval] or frequency (percent)
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reduced. Interestingly, the inhibitory effect of sunitinib
was stronger than that of SU12662. A two-way analysis
of variance (ANOVA) (Figure 2A, 2B) allowed the
identification of peptides that were significantly inhibited
(106 and 102 peptides for sunitinib and SU12662,
respectively, p < 0.05). Putative upstream PTK were

determined by using Kinexus Kinase Predictor. The top 15
PTK that were inhibited are presented on kinome trees for
sunitinib (Figure 2C) and SU12662 (Figure 2D). Amongst
them, were some that are implicated in immune response,
in particular Zap70, Src, Fyn, Yesl and DDR1.

sU12662

Sunitinib

Figure 2: Ex vivo inhibition of sunitinib and SU12662 on protein tyrosine kinase activity in PBMC from metastatic
renal cell carcinoma patients (z = 21). A. and B. : The volcano plots show the result of an ANOVA post-hoc test. The efect size i.e.
LFC (Log,Signal (SU12662 A. OR Sunitinib B.) - Log,Signal (DMSO)) versus significance (-Log, P). Peptides with significant p-values
(<0.05) are marked in red. BioNavigator® interfaced with R was used to generate the graphs. C. and D. : Upstream kinase analysis of the
same data set using BioNavigator® interfaced with R, were mapped to a phylogenetic tree of the kinome using the Kinome Renderer tool
[35]. Only the 15 main kinases inhibited by sunitinib or SU12662 are presented. The size of the circles indicates the specificity score of the
corresponding kinases and the green color relates to the effect size with lower inhibition being darker. Image reproduced courtesy of Cell

Signaling Technologies Inc.
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Correlation of ex vivo inhibition profiles and heng
prognostic score

The ex vivo inhibition profiles of sunitinib and
SU12662 were statistically correlated with Heng
prognostic scores. Thus, mRCC patients with poor
prognosis presented a lower inhibitory effect of either
sunitinib (Figure 3A) or SU12662 (Supplementary Figure
1A). A tendency of separation between intermediate and
poor prognosis groups was observed after applying PCA,

A

Favorable and intermediate prognosis

A % *

and phosphorylation inhibition was significantly different
between these 2 prognosis groups (53 and 23 peptides for
sunitinib and SU12662, respectively, p < 0. 05) (Figure
3B and Supplementary Figure 1B). Using GeneGO™,
we observed that signaling pathways including VEGF-
, HGF-, FGFR- and EGFR- for sunitinib and PDGFR
for SU12662 were statistically more inhibited in the
intermediate prognosis group. Kinases involved in the
immune response such as, Itk, Tec, Btk, Lyn, Syk and Zap
70 were the most inhibited by both sunitinib and SU12662
in the intermediate group.

Poor prognosis

5

© Poor prognosis
© Intermediate prognosis

Figure 3: Correlation of ex vivo sunitinib-related inhibition profiles in PBMC from metastatic renal cell carcinoma
patients to Heng prognostic scores. A. The heatmap of LFC (Log, Signal (Sunitinib) - Log Signal (DMSO)) shows columns (n =
21) sorted by column mean and rows (representing 110 peptides of the “QC List”) sorted by row mean. When Heng prognostic score was
overlaid on the data, higher inhibition (lower LFC) corresponded to favorable (A ) or intermediate scores except for 3 outliers (*). B. The
3D plot shows 3 new variables (PC 1-3) obtained after applying Principal Component Analysis (PCA), each point (n = 19) representing a
sample colored according to Heng prognostic score. Only intermediate and poor prognostic groups were included in this statistical analysis.
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Relationship between ex vivo inhibition profiles
and lymphocytes D21/D0 ratio

Based on the prognostic value of D21/D0
lymphocytes ratio, we investigated the relationship
between this ratio and the ex vivo kinomic inhibition
profiles sunitinib and SU12662. Five patients could not
be assessed on day 21 due to death (» = 1) and early
discontinuation of treatment related to severe toxicities
(n = 4). Interestingly, a linear relationship was found
with both the ex vivo inhibition profiles of sunitinib (20
peptides with p < 0.05) and SU12662 (18 peptides with p
<0.05). Lower D21/D0 lymphocytes ratio was associated
with higher phosphorylation inhibition of these peptides
for sunitinib (Figure 4) and SU12662 (Supplementary
Figure 2).

DISCUSSION

This retrospective clinical study is the first to
show that D21/D0 lymphocytes ratio could be used as a
pharmacodynamic biomarker in mRCC patients under
sunitinib therapy. The kinomic study that followed shows
that both sunitinib and SU12662 induce PTK inhibition
in PBMC. Additionally, their ex vivo effect on PBMC are

statistically correlated with both Heng prognostic score
and D21/DO lymphocytes ratio. Together, these data
suggest that a stronger ex vivo sunitinib- and SU12662-
induced inhibition in PBMC kinome profile before
sunitinib start would be associated with a better prognosis
in mRCC patients.

The present retrospective clinical —study
highlights that a decrease in lymphocytes count on D21
was associated with a longer PFS and could therefore be
an interesting prognostic factor. Pretreatment lymphopenia
is traditionally considered as a poor prognostic factor
in naive RCC patients [13]. The D21/D0 lymphocytes
ratio is not necessarily associated with pathological
values and constitutes a dynamic parameter reflecting
rapid variations in lymphocytes count under sunitinib
treatment. Morcover, this ratio seems to be a better
prognostic factor than either pre-treatment lymphopenia
or neutrophil to lymphocyte ratio (NLR). Different
clinical studies have reported that lower baseline NLR
is associated with longer PFS, suggesting baseline NLR
as an interesting prognostic factor [14-16]. In the present
study, lower baseline NLR was only associated with
longer PFS in the univariate analysis, probably because
all the patients included in our cohort were treated in
first line with sunitinib and could therefore have a less
inflammatory disease than other patients included in the

Lymphocytes ratio D21/D0

049 057 063 064 0.64 073 074 080 0.81 091 091 095 1.05 108 1.24 151

MK10_216_228
PRRX2_202_214
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RON_1353_1365
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FES_706_718
STAT4_GB5_598
K206B_53_65
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CDK3Z_146_158
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RON_1346_1358
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Figure 4: Relationship between ex vivo sunitinib-related inhibition profiles in PBMC from metastatic renal cell
carcinoma patients and lymphocytes ratio D21/D0 ( = 16). The heatmap of LF'C (Log,Signal (Sunitinib) - Log,Signal (DMSO))
shows 20 peptides (Y axis) which present linear correlation between LFC and lymphocytes ratio (X axis). Each column represents one
patient. The rows show 20 significant (p < 0.05) peptides derived from a one-way ANOVA. When lymphocytes ratio was overlaid on the
data, higher inhibition (lower LFC) corresponded to lymphocytes count decreased at D21. Graph on the right show the same results for one

peptide in a dot plot.
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previous studies. Additionally, the baseline NLR ratio
indicative of the balance between host immunity and
cancer-related inflammation does not take account of the
interindividual variability in the pharmacodynamic effect
of sunitinib, while the total peripheral lymphocytes D21/
DO ratio does. The decline in lymphocytes count on D21
seems unlikely due to a cytotoxic drug effect on peripheral
lymphocytes for two reasons. Firstly, it was associated
with an increased PFS in our cohort. Secondly, Krusch
et al. did not report in vitro cytotoxicity of increased
sunitinib concentrations on PBMC [17]. By contrast, two
recent studies have documented that sunitinib enhances
T-lymphocytes recruitment in tumor microenvironment
[18, 19]. Thus, the sunitinib-related inhibition of VEGF
signaling results in up-regulation of chemokines CXCL10
and CXCLI11 (chemoattractant for T-cells) in tumor
vessels [19]. Additionally, sunitinib is known to reduce
intratumoral content of myeloid-derived suppressor cells
in human renal cell carcinoma which can also contribute
to increase T-cells there [20]. Altogether, these recent
findings suggest that the association between a decrease
in lymphocytes count on D21 and a longer PFS could be
related to a change in the compartmental distribution of
lymphocytes, characterized by a progressive infiltration in
tumor tissue and therefore, a better anti-tumor immunity.
Further investigations are however warranted to support
this hypothesis.

To the best of our knowledge, the present study
is the first to show that kinomic profiles of PBMC
from naive mRCC patients would be different from
healthy volunteers. Twine ef al. have however reported
disease-associated differences in transcriptome profiles
of PBMC from RCC patients compared to PBMC of
healthy volunteers [21]. They observed heterogeneity in
the expression of these transcripts across RCC patients.
Interestingly, we found that the activity of most PTK was
lower in PBMC from naive mRCC patients than those in
healthy volunteers. Immune dysfunction has been well
documented in RCC patients, especially with the tumor
infiltrating T-cells anergy [22]. T-cells exhaustion is
known to be related in part to the expression of inhibitory
molecules such as Programmed Death 1 (PD-1), whose
level of expression is enhanced by VEGF-A [23, 24]. A
recent study showed that the plasma level of VEGF-A
was 3- to 4-fold higher in mRCC patients than in healthy
volunteers [25]. Besides, another study documented an
increased PD-1 expression on circulating T-cells, NK cells
and monocytes from RCC patients [26]. Taken together,
these results suggest that the lower PTK activity observed
in our mRCC cohort could be related to an increased
expression of PD-1 on PBMC. Another explanation
may be related to the difference in age between mRCC
patients and healthy volunteers (69 vs 50 years old).
Indeed, intrinsic “senescence” is known to compromise
the activation pathways in lymphocytes from the elderly
[27]. Additionally, an increase in the number of PD-1-

expressing T-lymphocytes has been documented in aged
mice, which confers to these cells an exhausted phenotype
[28]. These different factors could also contribute to the
lower PTK activity in our mRCC cohort.

The present study is the first to provide kinome
trees of sunitinib and its active metabolite SU12662
for PTK in PBMC from naive mRCC patients. As
expected, our results showed that sunitinib and SU12662
inhibited many PTK. In literature, well-known targets
for sunitinib are Flt-1 (VEGFR-1), KDR (VEGFR-2),
PDFGR, kit, FIt-3 and RET [29]. Even though these
targets were not the most inhibited in our study, their
inhibition validates our approach of using PBMC as
a model system. Discrepancies between our sunitinib
kinome tree and the documented tree for sunitinib [30]
could be explained by the latter being built from the in
vitro data, which represents sunitinib affinity for purified
kinases. Additionally, it does not take into account the
PTK expression level in cells. Finally, the present study
highlights for the first time a stronger inhibitory effect
of sunitinib than SU12662 on shared targets like Zap70,
some Src family kinases (Src, Fyn, Yesl) and DDRI1,
which are respectively involved in lymphocytes activation
[31], lymphocytes development [32] and T-cells migration
[33]. These results could constitute a first step to decipher
these mechanisms in more depth.

The large interindividual variability in sensitivity
towards both sunitinib and SU12662 could contribute to
the variability in immunomodulatory effects in mRCC
patients. Among the different baseline parameters tested,
the Heng prognostic score was the single factor of
variability identified. Interestingly, sunitinib and SU12662
exhibited less ex vivo inhibitory effects in PBMC from
mRCC patients with a poor Heng prognostic score.
From clinical data, the recent ESMO clinical practice
guidelines recommend the use of mTOR inhibitor in first-
line treatment of mRCC patients with poor prognosis,
while sunitinib remains the golden standard in other
patients [34]. Taken together, these results suggest that
sunitinib should be less efficient in mRCC patients
exhibiting a lower ex vivo inhibitory effects of either
sunitinib or SU12662 in their PBMC. Additionally, the
retrospective study highlights the prognostic value of
lymphocytes D21/DO ratio. Finally, the kinomic analysis
has identified a positive relationship between the D21/
DO lymphocytes ratio and the ex vivo level inhibition by
sunitinib (or SU12662) for some peptides. In this context,
these preliminary results pave the way to investigate the
kinomic profile in PBMC as a prognostic factor in a larger
cohort of mRCC patients under sunitinib therapy.

In conclusion, the present study highlights that
D21/D0 total lymphocytes ratio could be a promising
pharmacodynamic biomarker in mRCC patients treated
with sunitinib in first line. Additionally, our data suggest
that the kinomic analysis in PBMC from mRCC patients
could be a uscful tool to identify good candidates for
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sunitinib treatment. Moreover, this first kinomic analysis
in PBMC paves the way to seck mechanisms that drive
tumor cell to immune escape in mRCC patients under
sunitinib.

MATERIALS AND METHODS

Retrospective preliminary study

A retrospective study was conducted in mRCC
patients treated with first-line sunitinib therapy from
June 2006 to January 2015 in the oncology department
of Cochin Hospital in Paris, France. From medical
records, baseline clinical and biological parameters were
collected. Biological parameters included hematological
specifications (haemoglobin, leukocytes, neutrophils,
lymphocytes and platelets) before treatment starts (DO)
and on day 21 (D21) of the first cycle of treatment. Each
one was expressed as a ratio (D21/D0) to reflect their
global evolution besides pathological values. Finally,
steady-state plasma composite (sunitinib + SU12662)
exposure at D21 was recorded.

Patient selection for kinomic profiling

From March 2015 to November 2015, a total of
21 naive mRCC patients and 12 healthy volunteers were
included for the kinomic analysis. The latter was in
compliance with the Declaration of Helsinki and approved
by the local medical ethical board (N° 316-12). All
subjects gave their written informed consent to participate
in the study.

Sample collection and lysis

PBMC from healthy volunteers and patients (at
DO0) were isolated by density-gradient centrifugation in
Ficoll. Cells (3.5 million) were lysed in 140 pl of the
mammalian protein extraction (M-PER) reagent (Thermo
Scientific, Courtaboeuf, France), supplemented with
1:100 Halt’s phosphatase and protease inhibitors (Thermo
Scientific) before centrifugation (12000 rpm, 15 min,
4°C). Aliquots of the supernatant were stored at -80°C.
Protein quantification was performed using standard
Bradford protein assay (Thermo Scientific). PBMC were
used rather than lymphocytes to minimize the influence of
FACS sorting on PTK activity.

Kinomic profiling assay

PTK activity profiling was performed using
a PamStation®12 (PamGene International B.V.,’s
Hertogenbosch, The Netherlands) and PTK PamChip®4

with 4 identical arrays. On each array, 142 tyrosine-
containing peptides (13 amino acids long), derived from
known human phosphorylation sites, are immobilized.

An assay incubation mixture, containing 2 to 4 pg
of protein (depending on total protein available), 100
uM ATP and fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled
antiphosphotyrosine antibody (PamGene), was added in
cach array. The mixture was pumped up and down through
the porous membrane. Peptide phosphorylation was
monitored during the incubation by taking images with a
CCD camera in combination with Evolve software v. 1.2
(PamGene) allowing real-time recording of the reaction
kinetics. After washing of the arrays, fluorescence was
detected at different exposure times (20, 50, 100 and 200
ms).

Kinomic profiles of healthy volunteers and
sunitinib-naive mRCC patients at baseline (D0) were
studied by spiking in vehicle (0.1% of dimethyl sulfoxide,
DMSO) into the assay incubation mixture and performing
the PTK kinomic assay. The ex vivo inhibitory effect of
sunitinib and SU12662 in mRCC patient lysates was
studied by spiking in sunitinib (1 uM), SU12662 (1 uM)
or DMSO (0.1%) into the assay incubation mixture before
performing the PTK kinomic assay.

Statistical analysis

For the retrospective clinical study, descriptive
statistics used median [interquartile interval] for
quantitative variables and percentages for qualitative
ones. Ratio D21/DO0 for each hematological parameter
was assessed to explore the pharmacodynamic effect of
sunitinib on peripheral blood cells. PFS was analyzed in
the framework of survival analysis. PFS was estimated
with the Kaplan-Meier method. Clinical and biological
predictive factors were first assessed using univariate
Cox models. Secondly, factors with a p-value lower than
0.10 were entered into a stepwise Cox model regression.
The final multivariate Cox model contained the set of
factors with a p-value lower than 0.05 by the Wald test.
All computations were performed with the SAS V9.3
statistical package (SAS institute Inc., Cary, NC, USA).

For kinomic analysis, image analysis and signal
quantification were performed using the BioNavigator®
software v. 6.1 (PamGene), whilst data analysis was
done using the same software but interfaced with R
(Bioconductor). Peptides that showed kinetics (increase in
signal intensity in time) were preselected (“QC list”) and
Log,-transformed (“Log,Signal”). Log fold change (LFC)
was determined from ex vivo mhibitor data (Log,Signal
Inhibitor - Log,Signal DMSO). Ex vivo inhibitor effects
were evaluated for each peptide using ANOVA. Kinexus
Kinase Predictor was used to determine putative upstream
PTK, which were mapped to a phylogenetic tree of the
kinome using the Kinome Renderer tool. Per-peptide
differences between Heng pronostic groups were evaluated
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using two-tailed f-tests and unsupervised multivariate
clustering of samples was evaluated with Principal
Component Analysis (PCA). For these analyses, data from
patients with good prognosis (» = 2) were not included
in the study as they lacked statistical power. A one-way
ANOVA was used to compare the lymphocytes ratio
D21/DO0 to LFC signal intensity. MetaCore (GeneGo) ™
(Thomson Reuters, U.S.A) was used for pathway and
network analysis.
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2 Recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques du

nivolumab

2.1 Article 2: Mise au point et validation du dosage du

nivolumab par une technique ELISA

2.11 Introduction et objectif

La premicre partie de cette these a permis de souligner la nécessité d’identifier un biomarqueur
chez les patients traités par nivolumab. En effet, la variabilité interindividuelle de réponse au
nivolumab rapportée chez les patients atteints le cancer bronchique non-a-petites cellules
(CBNPC) se traduit d’'une part, par une variabilité de lefficacité avec un taux de réponse

objective seulement de 20 % et d’autre part, par une variabilité¢ en terme de toxicité.

Plusieurs facteurs peuvent contribuer a ces différences, notamment la pharmacocinétique du
nivolumab. Ainsi, une variabilité de la clairance du nivolumab d’environ 50 % a été décrite. De ce
fait, la variabilité interindividuelle de I'exposition plasmatique au nivolumab pourrait contribuer a
la variabilité clinique observée. Afin de mieux comprendre par la suite les facteurs de variabilité
des profil kinomiques de patients atteints de CBNPC et traités par nivolumab, il était donc

indispensable de déterminer 'exposition plasmatique au nivolumab chez ces patients.

Récemment, une méthode de dosage du nivolumab par chromatographie liquide couplée a de la
spectrométrie de masse utilisant la protéolyse nSMOL (nano-surface and molecuraorientation) a été
décrite *''. Cependant, elle n’a pas été appliquée sur du plasma de patients atteints de cancer et
traités par nivolumab, ce qui représente un facteur limitant a son application en recherche
clinique. De plus, la technique décrite est actuellement difficilement réalisable au sein de

laboratoires hospitaliers.
Dans ce contexte, I'objectif de ce travail a été¢ de développer puis de valider une méthode de

dosage plasmatique du nivolumab par une technique ELISA sandwich dans le but de déterminer

ultérieurement la concentration plasmatique de nivolumab des patients CBNPC inclus dans

126



Iétude évaluant lintérét du profil kinomique des CMSP comme biomarqueur (travail n°3 de la

these).

2.1.2 Matériels et méthodes

Le dosage plasmatique du nivolumab a été réalisé par une technique ELISA sandwich. Le premier
jour, une solution de PD-1 recombinant humain (100 pg/ml., reconstitué dans du PBS) est
incubée a 4°C sur des plaques 96 puits « high-binding» durant une nuit complete. Le deuxieme
jour, 4 lavages sont effectués a I'aide de 360 pl. de tampon de lavage (PBS contenant 0,05 % de
tween 20). Par la suite, un blocage non-spécifique est effectué en ajoutant dans chaque puits 200
uL. d’un tampon de blocage (PBS contenant 2 % de BSA (bovine saline albumine)) et en incubant la
plaque a 37°C pendant 2 heures. Cent pl. de solutions (gamme, contréles, patients) contenant le
nivolumab diluées au 4000™ dans du tampon de blocage, sont ensuite déposées en duplicate et
incubées sur la plaque pendant 2 heures a 37°C. Apres 4 lavages de la plaque, 100 plL d’anticorps
secondaire anti-IgG4 (anti Fc) conjugué a de la phosphatase alcaline, sont déposés et incubés
toute la nuit a 4°C. Le troisicme jour, la plaque est lavée avant d’ajouter 200 L. de substrat PNPP
(p-nitrophenyl phosphate) dans chaque puits. La plaque est laissée 30 minutes a température
ambiante a ’abri de la lumiere puis la réaction enzymatique est arrétée par 'ajout de 50 uL. d’une
solution de NaOH (3N). Enfin, la lecture des densités optiques est effectuée par un

spectrophotometre a 405 nm.

Pour quantifier la concentration plasmatique de nivolumab chez les patients, une gamme
d’étalonnage composée de 7 points de gamme (5; 10; 25; 37,5; 50; 75 et 100 pg/mL) a été
préparée dans du plasma synthétique. La justesse de la gamme a été validée a partir de 3 controles
de qualité interne (CQ) (5; 20 et 75 png/ml). La méthode analytique été validée selon les
recommandations actuelles de la Food Drug Administration (WDA) et U'Eurgpean Medecines agency
(EMA). Ainsi, des parametres tels que la répétabilité, la reproductibilité et le parallélisme de la

méthode ont été évalués.

Afin de s’assurer de la validit¢é du dosage en pratique clinique, des prélevements sanguins de
patients atteints de CBNPC traités par nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines) ont été
collectés. Les prélevements ont été réalisés juste avant la premiere injection de nivolumab et en

résiduelle de la premicre, deuxieme et troisicme injection (J14, J28 et J42, respectivement). Enfin,
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la recherche de facteurs contribuant a la wvariabilité interindividuelle de la concentration

plasmatique résiduelle (C,) a J42 a été réalisée par régression linéaire multiple.

2.1.3 Résultats

La densité optique est dépendante de la concentration plasmatique de nivolumab sur une gamme
qui s’étend de 5 a 100 pg/mL de nivolumab. Aucun bruit de fond significatif n’a été observé avec
le plasma synthétique. La limite de quantification inférieure a été déterminée a 3 pg/ml a partir
de plasma de patients atteints de CBNPC non traités par nivolumab. Aucune interférence
endogene n’a été observée dans le plasma des 27 patients atteints de CBNPC. Les exactitudes
intra- et inter-jours évaluées a partir des 3 CQI variaient entre -7,5 et 0,6 % et entre -1,3 et 3,5 %,
respectivement. Les précisions intra- et inter-jours étaient respectivement inférieures a 5 et 12 %.

Les essais de parallélisme, consistant a diluer le plasma de patient au "2 dans le plasma
synthétique, ont été réalisés sur 5 échantillons de patients présentant une concentration
plasmatique en nivolumab supérieure 2 100 pg/mL. Le coefficient de variation (CV) ainsi que le
biais étaient alors de £ 10 %, confirmant que cette méthode est utilisable également pour le
dosage de nivolumab au moment du pic plasmatique. La valeur au pic étant de 124 pg/mlL

(CV=31,8 %) lorsque I’équilibre est atteint, selon de rapport de TEMA.

Vingt sept patients atteints de CBNPC traités par nivolumab ont été inclus dans cette étude,
L’age médian était de 68 ans [65-70] et le rapport femme/homme de 1,25. Cinquante six pour
cent des tumeurs étaient des adénocarcinomes. Les patients ont recu une dose moyenne de
nivolumab de 207 mg (extrémes : 147 et 288 mg). Les C_, plasmatiques moyennes (£ écart type)
étaient de 17,3 £ 4,8 ug/mL (CV=278 %), 25,0 £ 9,7 pg/mL (CV=38,8 %) and 33,0 + 12,9
pg/mL (CV=39,1 %) apres 14, 28 et 42 jours de traitement, respectivement. Une variation
significative de la C_;, de nivolumab été observée aux différentes occasions de prélevement (test
ANOVA, p<0,001). Ainsi la C_;,, moyenne de nivolumab était statistiquement plus élevée a J42
quaux jours 14 et 28 (p<0,0001 et p=0,019, respectivement), suggérant que I’état d’équilibre
pharmacocinétique n’était pas encore atteint aprés 42 jours de traitement. Enfin, Panalyse
multivariée a identifié le taux d’IgG (p=0,002) et I’ALAT (p=0,041) comme facteurs

indépendants de la variabilité interindividuelle de C_;, a J42.
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2.14 Discussion

Ces données démontrent la répétabilité ainsi que la reproductibilité de cette méthode analytique.
Par ailleurs, cette dernicre s’est également révélée étre spécifique vis-a-vis du nivolumab, suite a
des tests qui n’ont montré aucune interférence avec le tampon de blocage.

La matrice choisie pour la mise au point de cette méthode était du plasma synthétique. Les
signaux obtenus dans les échantillons plasmatiques des 27 patients avant I'initiation du nivolumab
ou dans le plasma synthétique ne different pas de facon significative, confirmant qu’il n’y a pas
d’interférence avec cette matrice. Nous avons choisi d’utiliser ce plasma synthétique comme

matrice pour la préparation des solutions de la gamme et des solutions controles.

Cette étude rapporte une variabilité interindividuelle modérée, ce qui est en accord avec les
résultats rapportés dans le rapport d’évaluation soumis 2 PEMA *”. En revanche, les facteurs de
variabilité identifiés dans notre étude (IgG, ALAT) sont discordants avec ceux précédemment
décrits. Dans le rapport d’évaluation soumis a PEMA, I'albumine et le poids ont été identifiés
comme des covariables significatives de la clairance du nivolumab a I’état d’équilibre. Nos
résultats doivent étre interprétés avec précautions puisqu’ils ne portent que sur une petite
population comprenant 27 patients. De plus, les analyses statistiques ont été effectuées a J42 et
non pas a Pétat d’équilibre. Enfin, la régression linéaire multiple utilisée dans notre étude est
beaucoup moins puissante que 'approche de population habituellement employée pour identifier

les sources de variabilités pharmacocinétiques.

A notre connaissance, ce travail décrit pour la premiere fois une méthode de dosage du
nivolumab par ELISA sandwich chez des patients ambulatoires atteints de CBNPC traités par
nivolumab. La validation analytique a montré la justesse et la robustesse de notre méthode de
dosage. Par ailleurs, les résultats pharmacocinétiques de cette étude mettent en évidence une
variabilité interindividuelle modérée d’exposition plasmatique au nivolumab qui pourrait étre une
source de la variabilité de la réponse clinique. Au final, cette méthode de dosage pourra donc étre
utilisée dans le cadre de I’étude N°3 afin de déterminer I'influence de exposition plasmatique au

nivolumab sur le profil kinomique de patients CBNPC.
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Abstract

Nivolumab, an anti PD-1 monoclonal antibody, has been approved for the treatment of previously
treated advanced or metastatic non-small-cell lung cancer (NSCLC). The aim of this study was to
develop and validate an ELISA method for the quantification of nivolumab in plasma from patients
with NSCLC in order to conduct future pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) studies. A home-
made ELISA was developed and validated according to the general recommendations for the
immunoassays. Then, ELISA method was applied to quantify plasma trough levels (C;) of
nivolumab (3 mg/kg every two weeks) in 27 NSCLC patients at days 14, 28 and 42 after the treatment
start. Blood samples were collected just before the infusion on days 0 (baseline), 14, 28 and 42 after
treatment start. The calibration for nivolumab assay ranged from 5 to 100 pg/mL. Within- and
between-day imprecision for internal quality controls (5, 20 and 75 pug/mL) were less than 5 and 12%,
respectively. The mean (+ standard deviation) nivolumab C,;, was 17.3 + 4.8 pg/mL (coefficient of
variation, CV = 27.8%), 25.0 + 9.7 pg/mL (CV = 38.8%) and 33.0 + 12.9 pg/mL (CV = 39.1%) on
days 14, 28 and 42, respectively. IgG (p = 0.002) and ALT (p = 0.041) were independently associated
with plasma nivolumab C,;, at day 42. The present ELISA method for nivolumab quantification in
plasma from NSCLC patients is enough sensitive and accurate to be used for further PK/PD

investigations.
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Highlights

This study describes a sensitive and accurate ELISA method for quantification of nivolumab in human

plasma.
Plasma concentration of nivolumab was assayed in non-small-cell lung cancer patients.

The assay is applicable to investigate pharmacokinetics of nivolumab and its PK/PD relationship.

Keywords: nivolumab, anti PD-1 monoclonal antibody, non-small-cell-lung cancer, immunoassay,

pharmacokinetics.
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ALP, Alkaline Phosphatase; ALT, alanine transaminase; BSA, Bovine Serum Albumin; CV,
Coefficient of Variation; EMA, European Medicines Agency; FDA, Food and Drug Administration;
HLOQ, Higher Limit of Quantification; IgG4, Immunoglobulin G4; IQC, Internal Quality Control;
LLOQ, LC/MS, liquid chromatography-mass spectrometry; Lower Limit of Quantification; NSCLC,
Non-Small-Cell Lung Cancer; nSMOL, nano-surface and molecular-orientation limited; OD, Optical
Density; PBS, Phosphate-Buffered Saline; PD-1, Programmed cell Death-1; PD-L1, Programmed cell

Death-ligand 1; PK/PD, Pharmacokinetic-Pharmacodynamic; SD, Standard Deviation.
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1 Introduction

Antibody therapy directed against several negative immunological regulators (checkpoints)
demonstrates significant success and is likely to be a major component of treatment for patients with a
variety of malignancies. Programmed death receptor-1 (PD-1), an immune checkpoint, is expressed on
many immunological cells such as T cells, B cells and natural killers [1]. PD-1 exerts its inhibitory
activity during the effector phase of T cell activation in the tumor microenvironment [2]. Since about
10 years, targeting PD-1 appears as a promising therapeutic approach for immunological cancers.
Nivolumab is a fully human monoclonal immunoglobulin G4 (IgG4) that targets PD-1 and blocks its
binding to PD-ligand 1 (PD-L1) and PD-ligand 2 (PD-L2). Different phase III clinical trials
demonstrated a durable clinical response with nivolumab in previously untreated patients with
metastatic melanoma [3], previously treated advanced non-small-cell lung cancer (NSCLC) [4,5] or
advanced renal cell carcinoma previously treated with antiangiogenic therapy [6]. Nivolumab (3
mg/kg, every two weeks) is approved for the treatment of metastatic melanoma, advanced squamous

or non-squamous non-small-cell lung cancer.

The rate of objective response is about 20% in NSCLC patients treated with nivolumab [7]. Besides, a
large interindividual variability in clinical outcomes (efficacy, toxicity) is observed in those patients.
Different characteristics such as disease stage, tumor characteristics and the level of PD-L1 expression
on tumor cells can contribute to this clinical variability. Nivolumab exhibits a moderate to large
interindividual variability in its pharmacokinetics parameters, especially for its systemic clearance
with a variability of about 50% [8]. Different studies have recently reported PK/PD relationship for
therapeutic monoclonal antibodies (mabs) used for the treatment of solid and liquid tumors [9-11]
suggesting the benefit of therapeutic drug monitoring of these therapies in daily clinical practice.
Regarding nivolumab, the assessment report for European Medicines Agency (EMA) does not

document any PK/PD relationship in NSCLC patients [8]. However, further PK/PD investigations are

134



required especially in «real life » patients to optimize both nivolumab therapy and its cost in daily
clinical practice. In this context, development of a specific, sensitive and accurate analytical method
for determination of nivolumab in human plasma is a mandatory step before exploring its PK/PD
relationship. Recently, Iwamoto et al. reported a liquid chromatography-mass spectrometry (LC/MS)
method to assay nivolumab in plasma using the nano-surface and molecular-rientation limited
(nSMOL) proteolysis [12]. However, this method was not validated in plasma from cancer patients
treated with nivolumab and therefore cannot be used in PK/PD studies without this mandatory step.
Finally, the nSMOL proteolysis is not available in most of the hospital laboratories. In this context, we
aimed to develop and validate an ELISA method to assay nivolumab concentration in plasma from

NSCLC patients.
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2 Materials and methods

2.1  Reagents

Nivolumab (Opdivo®, 10 mg/mL) was kindly supplied by the hospital pharmacy. Nivolumab was
aliquoted and stored at -80°C, and the dilutions were freshly prepared using phosphate-buffered saline
(PBS) immediately before use. Recombinant PD-1/Fc chimera was purchased from R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA), alkaline phosphatase (ALP) conjugated mouse anti-human IgG4 Fc
antibody was purchased from Abcam (Cambridge, UK). Drug-free plasma for calibration standards
and Internal Quality Controls (IQC) was purchased from UTAK laboratories (Valencia, Spain).
Corning® Costar® 96-well high-binding microtiter plate, PBS, Bovine Serum Albumin (BSA)
Fraction V, sodium chloride, concentrated hydrochloric acid and Tween 20 were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). p-nitrophenyl phosphate was purchased from Euromedex
France (Souffelweyersheim, France). Diethanolamine used to prepare the substrate buffer was

purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

2.2 Calibration standards

Separate calibration and quality control stock solutions were used. Each day, working solutions of
nivolumab (250 pg/mL) were freshly prepared in drug-free serum. Seven calibration standards (5, 10,
25, 37.5, 50, 75 and 100 pg/mL) and three concentration levels for IQC (5, 20 and 75 pg/mL) were

also freshly prepared in drug-free plasma.

2.3 Nivolumab ELISA assay

Flat-bottom 96-well high-binding microtiter plate was coated with human recombinant PD-1/Fc (100
pg/mL in PBS), then incubated overnight at 4°C in a cold room. The next day, the plate was washed
four times with 360 pL of washing buffer (PBS containing 0.05% Tween 20) and blocked using 200
pL of blocking buffer (PBS containing 1% BSA) for 2 h at 37°C. Then, blocking buffer was removed

from the plate and replaced with 100 pL of a 1:4000 dilution of each sample (calibration standards,
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IQC and patient samples) in blocking buffer added in duplicate and the plate was incubated for 2 h at
37°C. After washing the plate four times (PBS containing 0.05% Tween 20), 100 pL of 1:1000
dilution of ALP conjugated mouse anti-human antibody in blocking buffer were added to each well;
then the plate was incubated overnight at 4°C. The next day, the plate was washed four times (PBS
containing 0.05% Tween 20) before adding 200 pL of p-nitrophenyl phosphate in each well. The plate
was then incubated in a dark place at room temperature for 30 min. The reaction was stopped by
adding 50 pL of NaOH (3N). Plate was read at 405 nm with reference set to 620 nm by using a Asys

Expert Plus microplate reader (Biochrom, Cambridge, United Kingdom).

2.4 Method validation
A detailed validation of the ELISA method was performed in accordance with current
recommendations for bioanalytical method validation [13,14]. The stability of nivolumab in plasma

was not evaluated because Iwamoto et al. recently documented data about this topic [12].

2.4.1 Matrix selection

This method was developed to quantify nivolumab in plasma of NSCLC patients; therefore human
drug-free plasma was chosen as matrix for calibrator standards and IQC samples. Plasma from
NSCLC patients who did not receive nivolumab was compared to drug-free plasma in order to ensure
that the results would not be affected by endogenous components present in NSCLC patient plasma.

Control plasma sample (blank plasma) was analyzed during each experiment.

2.4.2  Linearity and calibration curve

Linearity of the method was determined by replicate analysis of seven complete standard curves on
separate days. The linearity was assessed by a Power equation (y=cx’) in which the signal (optical
density, OD) was plotted against nivolumab concentration. The curve was accepted if back-fitted

results for at least 6 calibration standards were comprised within 20% of the theoretical concentration.
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2.4.3 Imprecision and accuracy

Imprecision and accuracy were determined by analyzing IQC samples prepared at three concentration
levels (5, 20 and 75 pg/mL, respectively). Fifteen replicates of each level were assayed in one run for
the within-day experiment. Six replicates of each level were assayed within eleven different
experiments to assess the between-assay variability. Imprecision was expressed as coefficient of
variation (CV%). Accuracy was determined as difference (%) between measured and theoretical
concentration. For within-day and between-day imprecision and accuracy, the acceptance criteria
included accuracy of no more than 20% deviation from the theoretical value and imprecision <20%.
The lower limit of quantification (LLOQ) was defined as the lowest concentration that could be

quantified with imprecision and accuracy which should not exceed 25%.

2.4.4  Dilution integrity and parallelism

Dilution integrity experiment was conducted with four replicates of blank plasma spiked with
150 pg/mL of nivolumab (1.5-fold upper limit of quantification, ULOQ). This sample was serially
diluted in drug-free plasma (1:2, 1:4, 1:8 and 1:16) with the resulting concentrations covering the
calibration range. The samples were then diluted by 1:4000 in blocking buffer; then the rest of the
protocol was performed as described before (Section 2.3). The accuracy and imprecision for each

dilution factor should be within + 15%.

To evaluate parallelism, blood samples from 10 NSCLC outpatients were collected one hour after the
end of perfusion at day 42 after treatment start. The measured concentrations without any dilution
were close to or above the ULOQ (108.3 + 25.7 pg/mL). The samples were serially diluted in drug-
free plasma (1:2, 1:4, 1:8 and 1:16) followed by a 1:4000 dilution in blocking buffer. The lowest
dilution that resulted in a measured concentration included in the calibration range was reported as the

determined concentration if the CV between the preceding dilution was <20%.
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2.5  Clinical sample analysis

The assay was applied to measure plasma concentrations of nivolumab in NSCLC outpatients treated
in Oncology Department of Cochin University Hospital. All the outpatients received nivolumab at the
recommended dose of 3 mg/kg every two weeks. Blood samples were collected into 5 ml lithium
heparinized Vacutainer tubes just before the next administration of nivolumab at days 0 (baseline), 14,
28 and 42 after the treatment initiation. Patient samples were centrifuged (3082 x g, 10 min, 4° C)
within 2 hours after collection; then plasma was transferred to propylene tubes and stored —20°C until

analysis. This study was approved by the local Review Board for Oncology.

2.6  Statistical Analysis

Continuous data were summarized using median [interquartile range] or mean + standard deviation.
Categorical data were summarized by frequency counts and percentages. Evolution of nivolumab C,;,
over the time was analyzed using repeated measure ANOVAs, followed by Tukey’s tests for pairwise
comparisons when the global test was significant. Regarding associations between plasma nivolumab
Cuin at day 42 and demographical and biological (at day 42) parameters univariate analyses were
inferred using the Spearman correlation test for continuous variables and the Mann-Whitney U-test for
categorical variables. Variables that showed a significance of p < 0.1 in the univariate analysis were
selected for inclusion in the multiple linear regression model. All the results from the multivariate
analysis with p<0.05 were considered significant. Statistical analysis was performed using R version

3.2.4 (r-project.org).
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3 Results and discussion

3.1  Assay development

3.1.1 Matrix selection

No significant interference was observed in blank with drug-free plasma used for the preparation of
calibration standards. Additionally, no significant interference from endogenous compounds was
observed in pre-treatment plasma from 27 NSCLC patients, metastatic melanoma patients (n = 10) or

metastatic renal carcinoma patients (n = 10).

3.1.2  Specificity of interaction between human recombinant PD-1 and nivolumab

First, the specificity of interaction between human recombinant PD-1 and nivolumab was tested. PD-1
at 100 pg/mL was coated on a plate and incubated overnight at 4°C. The next day, after 2 h incubation
with blocking buffer as described in Section 2.3, half of the plate was incubated with samples
containing nivolumab (control wells) and the second half with blocking buffer (PBS containing 1%
BSA). The rest of the protocol was performed as described before (Section 2.3). After addition of p-
nitrophenyl phosphate into each well there was no signal (OD) detected in the wells where nivolumab
was not added (data not shown). It assured that the signal detected after addition of substrate to the

plate comes from the specific binding of nivolumab from patient samples to PD-1 coated on the plate.

3.1.3  Dynamic range and linearity

In order to establish the dynamic range of the assay, eleven calibration standards were prepared by
serial 1 in 2 dilutions of concentrated nivolumab sample (200 pg/mL) in drug-free plasma resulting in
a wide range of concentrations (100 ng/mL - 200 pg/mL). These solutions were then diluted by
1:1000, 1:2000 and 1:4000 in blocking buffer. One calibration curve was plotted for each dilution

factor (Figure 1). The best fit was obtained for 1:4000 diluted samples and this dilution factor was
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chosen for further development. The calibration range was set to 5 — 100 pg/mL. The upper limit of

quantification was set to 100 pg/mL because its signal (OD) did not exceed 2.0 value.
3.2 Assay validation

3.2.1 Linearity and calibration curve

The linearity was evaluated by analysis of seven calibration standards in the range 5 — 100 pg/mL
prepared in drug-free plasma and diluted 1:4000 in blocking buffer prior to analysis. The response
(OD) versus nivolumab concentration was fit using a Power equation (y=cx’) with the mean = SD
¥=0.03420.007x""**%*" and the goodness of fit was indicated by an average correlation coefficient of
0.996 as a mean from eleven experiments. A typical standard curve of nivolumab in drug-free plasma

is shown in Figure 2.

3.2.2  Lower limit of quantification

LLOQ was defined as equivalent to mean (+ 3SD) apparent plasma concentration in plasma from
NSCLC patients who did not receive nivolumab. The mean apparent plasma concentration was 0.74 +
0.79 pg/mL in pre-treatment plasma from 27 NSCLC patients; therefore LLOQ was set at 3.0 pg/mL.
This value is 5-fold higher than the LLOQ recently reported with the LC/MS method to assay
nivolumab in human plasma [12]. However, the mean serum predose concentration (C;) of
nivolumab expected in NSCLC patients treated with 3 mg/kg is 17.9 + 5.6 pg/mL after a single
administration and 59.9 + 25.1 pg/mL at steady-state [8]. In the present study, the mean plasma C,y, (n
= 27 samples) after a single administration (day 14) was 17.3 + 4.8 ug/mL. In addition, all the patient
samples analyzed at day 14 were included within the calibration range. Taken together, these results
demonstrate that our method is sensitive enough to assay nivolumab C,, in plasma from NSCLC

patients.

11
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3.2.3 Imprecision and accuracy

Table 1 summarizes the results of within- and between-day accuracy (bias) and imprecision for IQC
samples (5, 20 and 75 pg/mL). The within- and between-day bias ranged from -7.5% to 0.6% and
from -1.3% to 3.5%, respectively; the imprecision was less than 5 and 12%, respectively. Taken
together, these values of accuracy and imprecision prove both the reliability and the reproducibility of

the method.

3.2.4 Dilution integrity and parallelism

Table 2 presents the results of dilution integrity experiment. The accuracy and imprecision for each
dilution factor were within + 15% regardless the dilution factor. These results suggest that there was
no interference of dilution on nivolumab concentration. Finally, 10 plasma samples included in the
parallelism experiment required at least 1:2 dilution and met FDA recommendations. The assessment
report of nivolumab for EMA documented at steady-state a mean peak serum concentration of 124.0
pg/mL (CV = 31.8%) in NSCLC patients (n = 405) [8], which suggests that the present method could

be used to accurately assay peak serum concentration of nivolumab at steady-state.

3.3 Clinical study

Twenty-seven adult NSCLC outpatients were enrolled. Clinical and biological baseline characteristics
of the cohort are summarized in Table 3. The median age in the cohort was 68 [65-70] years old and
the sex ratio (F/M) was 1.25. The most common histology type was adenocarcinoma (56%). The
median dose of nivolumab was 207 mg (range 147 — 288). Overall, plasma predose concentrations
(Couin) of nivolumab were assayed in 72 samples. The mean plasma nivolumab C,;, was 17.3 + 4.8
pg/mL (CV = 27.8%), 25.0 + 9.7 pug/mL (CV = 38.8%) and 33.0 + 12.9 pg/mL (CV = 39.1%) on days
14, 28 and 42, respectively (Figure 3). A significant variation in nivolumab C,,;, was observed over
time (p<0.001). The mean plasma nivolumab C,,;, was statistically higher at day 42 than at days 14
and 28 (p<0.0001 and p=0.019, respectively), which suggests that the pharmacokinetic steady-state

was not completely achieved at day 42. The elimination half-life of nivolumab is 26 days (CV =
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101%) and the pharmacokinetic steady-state concentrations are reached by 12 weeks after treatment
start [15]. The assessment report of nivolumab for EMA documented a mean serum C,;, of 17.9
pg/mL (CV = 31.3%) after a single administration of nivolumab (dose of 3 mg/kg) in 405 NSCLC
patients [8], which is in accordance with our results at day 14 after treatment start. The median serum
Cuin at steady-state was 59.9 pg/mL (CV = 41.9%) in the EMA report. However, this result cannot be
compared with the mean plasma C,y, at day 42 reported in this study because we consider that this

concentration does not reflect the steady-state.

In the present study, the interindividual variability in plasma C,; was moderate regardless the
sampling occasion. This result is in agreement with the results previously reported in the EMA
assessment report [8]. Regarding parameters influencing plasma nivolumab exposure, the multivariate
analysis showed that IgG (p = 0.002) and ALT (p = 0.041) were independently associated with plasma
nivolumab C,;, at day 42 (Table 4). These results are in discordance with those previously reported by
population approach in EMA assessment report, in which baseline serum albumin and body weight
were documented as significant covariates on nivolumab clearance at steady-state [8]. Our results
should be interpreted with caution for different reasons. Firstly, the number of NSCLC outpatients
included in our study was low (n = 27). Secondly, the statistical analysis was conducted at day 42
while the pharmacokinetic steady-state was not achieved. Finally, the multiple regression is a less
powerful tool than the population approach to identify sources of pharmacokinetic variability. Further
investigations are therefore warranted to identify significant covariates on nivolumab C,y, in plasma

from adult NSCLC outpatients.
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4 Conclusions

Here, we describe for the first time a validated ELISA method to assay nivolumab concentration in
human plasma from cancer patients. This method was successfully applied to 27 adult NSCLC
outpatients. Our results highlight a moderate interindividual variability in plasma nivolumab exposure
which could be a source of clinical variability (efficacy, toxicity) in NSCLC patients treated with
nivolumab. The use of present ELISA method in future PK/PD investigation could be helpful to

address this issue.
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Figure legends

Figure 1. Calibration curves for three dilution factors

Figure 2. Representative calibration curve for quantification of nivolumab in drug-free plasma

Figure 3. Evolution of plasma predose nivolumab concentrations over time in 27 Non-Small Cell

Lung Cancer treated with nivolumab (3mg/kg).

The central box represents the values from the lower to upper quartile (25 to 75 percentile). The
middle line represents the median. The horizontal line extends from the minimum to the maximum

value, excluding "outside" and "far out" values which are displayed as separate points.
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Figure 3. Evolution of plasma predose nivolumab concentrations over time in 27 Non-Small Cell

Lung Cancer treated with nivolumab (3mg/kg).
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Table 1. Imprecision and accuracy of nivolumab determination in drug-free plasma

Theoretical Measured  Accuracy” Imprecision

s (hg/mL)

Between-day (n = 66) 5 5.0 -0.5 12.0
20 20.7 3.5 8.5

75 741 -1.3 5.6

Within-day (n = 15) 5 5.0 0.6 4.7
20 19.7 -1.3 4.4

75 69.4 -7.5 0.7

*Accuracy is expressed as bias (% difference between measured and theoretical value)
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Table 2 Dilutional linearity of nivolumab in human plasma assessed by precision and

accuracy (n = 4 experiments).

- Theoretical Measured % of the Precision
Dilution factor '
(pg/mL) theoretical
(Hg/mL) value (%CV)
1:2 150 145.9 97.3 7.2
1:4 150 148.4 98.9 11.4
1:8 150 169.6 113.1 4.1
1:16 150 157.3 104.9 8.3
22
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Table 3: Baseline Characteristics and Demographics of Cohort

Baseline characteristics N=27
Sex, n (%)

Male 12 (46)

Female 15 (54)
Age (years) 68 [65-70]
Weight (kg) 70 [62-78]
ECOG performance status score, n (%)

0 2(7)

1 18 (67)

=2 7 (26)
Smoking status, n (%)

Current or former smoker 27 (100)

Non smoker 0(0)
Non-small cell lung cancer characteristics, n (%)

Adenocarcinoma 15 (56)

Squamous cell carcinoma 12 (44)
Biological values
ALT (U/L) 25 [21-36]
AST (U/L) 27 [22-32]
Total bilirubin (pmol/L) 6 [5-7]
Creatinine (pmol/L) 78 [66-96]
Albumin (g/L) 41.0 [38.0-44.0]
Leukocytes (cells/pL) 6.6 [5.8-8.5]
Lymphocytes (cells/uL) 1.2 [1.0-1.5]
Hemoglobin (g/dL) 13.0[11.0-14.0]
IgM (U/L) 6 [5-7]
IgG (U/L) 10 [8-12]
IgA (U/L) 2 [2-3]
LDH (U/L) 225[193-245]

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; Ig, immunoglobulin; LDH,
lactate dehydrogenase;
Quantitative results are expressed as median [interquartile range].
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Table 4 : Univariate and multivariate analysis of parameters potentially influencing trough nivolumab
plasma concentration at day 42 after treatment start

Univariate Multivariate

Covariate rho P value P value
Sex 0.86

Age -0.15 0.5

Weight 0.07 0.73

AST 0.16 0.29

ALT 0.49 0.01 0.041
Bilirubin 0.35 0.08 0.7
Creatinine -0.15 0.48

Albumin 0.46 0.02 0.43
CRP -0.31 0.14

LDH 0.46 0.02 0.68
Leukocytes 0.0004 0.99

Lymphocytes -0.04 0.86

Monocytes -0.4 0.09 0.97
Hemoglobin 0.47 0.019 0.33
IgA -0.35 0.09 0.53
IgM 0.053 0.8

IgG -0.6 0.002 0.002

ALT, Alanine aminotransferase;
dehydrogenase

AST, Aspartate aminotransferase; CRP, C-reactive protein; Ig, immunoglobulin;
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2.2 Article 3 : Effets du nivolumab 7n vivo sur les kinases de

CMSP

2.2.1 Introduction et objectifs

Comme nous l'avons abordé au cours de la premiere partie de ce manuscrit, les inhibiteurs de
PD-1/PD-L1 tels que le nivolumab font preuve de tésultats prometteurs en termes de survie et
de réponse chez les patients atteints de CBNPC. Il existe un certain nombre d’enjeux concernant
l'utilisation de ces inhibiteurs des checkpoints immunitaires dans le but d’optimiser ces thérapies et
d’en diminuer leur cott. C’est dans ce cadre que des biomarqueurs prédictifs de la réponse au
nivolumab sont recherchés. L’expression tumorale du ligand PD-L1 a été suggérée comme
biomarqueur afin d’enrichir les cohortes de patients répondeurs au nivolumab, dans le CBNPC
notamment. Néanmoins, les résultats dans la littérature restent a ce jour discordants sur le
caractere pronostic et prédictif de ce biomarqueur. Dans ce contexte, Iidentification de

biomarqueurs reste essentielle chez les patients atteints de CBNPC traités par nivolumab.

L’approche kinomique permettant d’étudier 'activité des kinases au sein des cellules est de plus
en plus utilisée pour la recherche de biomarqueurs dans divers cancers. Certaines de ces études
ont d’ailleurs été menées sur du tissu tumoral chez des patients CBNPC "*"*2 A notre
connaissance, aucune étude kinomique n’a été menée chez des patients atteints de CBNPC et
traités par immunothérapie. Le PD-1 est largement exprimé a la surface des lymphocytes et est la
cible pharmacologique du nivolumab. Par conséquent, I’étude des profils kinomiques des cellules
mononucléées du sang périphérique (CMSP) chez des patients CBNPC traités par nivolumab
permettrait d’évaluer les effets pharmacologiques de cette molécule sur les voies de signalisations
lymphocytaires, d’élucider les mécanismes de résistance ainsi que d’identifier de nouveaux

biomarqueurs.

Les objectifs de ce travail ont été d’une part, de comparer les profils d’activité des
sérine/thréonine kinases (STK) des patients CBNPC (avant de débuter le nivolumab) a ceux de
volontaires sains puis d’étudier les profils de patients CBNPC 14 jours apres la premicre injection

de nivolumab par approche kinomique.
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2.2.2 Matériels et méthodes

Vingt-huit patients atteints de CBNPC ayant déja regu une premicre ligne de traitement ont été
inclus et analysés prospectivement. Entre aotut 2015 et mai 2016, les patients inclus ont été traités
a la dose recommandée de nivolumab (3 mg/kg toutes les 2 semaines). Un prélévement sanguin a
été réalisé pour chaque patient avant Iinitiation du nivolumab (JO) et 14 jours apres la premiere
administration de nivolumab (J14).

Les prélevements ont permis de quantifier le nivolumab plasmatique par la méthode ELISA que

sz 4ot 313
nous avons précédemment décrite

et d’isoler les CMSP en vue de I’étude kinomique. Les
CMSP ont été isolées et lysées avant d’étre stockées a -80°C, comme décrit précédemment "
Pour chaque test 1 ug de protéines (quantifié par la technique de Bradford) ont été mélangé a une
solution d’anticorps primaire anti-STK, d'ATP (400 uM) et de DMSO (diméthylsulfoxide, 0,1%).
Le mélange a été ensuite déposé sur un puits d’une STK PamChip®. Celle-ci comprend 4 puits
identiques composés de 144 peptides substrats de STK fixés sur une membrane poreuse en
oxyde d’aluminium. Le mélange est pompé a travers la membrane et apres un ringage une
solution contenant un anticorps secondaire marqué au FITC (fluorescéine isothiocyanate) est

déposé sur la puce. L’activité des STK a été mesurée et les analyses statistiques ont été réalisées

par le logiciel BioNavigator”.

2.2.3 Résultats

2.2.3.1  Description de la coborte

Vingt-huit patients CBNPC traités par nivolumab ont été inclus. .a majorité des patients étaient
des hommes (61 %) et ’age médian de la cohorte était de 67 ans. L’adénocarcinome était le sous-
type histologique le plus fréquemment observé (71 % des cas). L.a moitié des patients avaient regu
au moins 2 lignes de traitement avant le début du nivolumab, 14 % et 39 % des patients avaient
été préalablement traités par ITK ou bevacizumab. Trois patients ont arrété de manicre définitive

le nivolumab 2 la suite de toxicités séveres.

2.2.3.2  Analyse des profils kinomiques

La comparaison des profils kinomiques de base de CMSP de 12 volontaires sains et de 28

patients atteints de CBNPC a JO a montré que la phosphorylation de 67 peptides était
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significativement supérieure chez les patients (p<<0,05). Plusieurs kinases des familles CAMK et
AGC, en particulier Akt, sont plus actives chez les patients. Une analyse des profils en
composantes principales (PCA) a permis une bonne séparation des profils de patients CBNPC de
ceux des volontaires sains. Il existe cependant une large variabilité interindividuelle des profils
d’activité parmi les patients, puisque certains profils étaient trés proches de ceux des volontaires,
Néanmoins, grace a une analyse par la méthode des moindres carrés (PLS-DA) il a été possible
de prédire avec justesse dans 92 % et 96 % des cas 'origine du prélevement (pour les volontaires

sains et les, patients, respectivement) a partir du profil kinomique.

Deux groupes (A et B) ont pu étre distingués au sein de la population de patient avant initiation
du traitement par nivolumab. L.a comparaison des profils a montré que les profils du groupe A
présentaient une phosphorylation des peptides inférieure a celle du groupe B pour 79 peptides
(p<0,05). En particulier les STK telles que ZC1/2/3/4, NEK, DAPK et CDK ¢étaient moins
activées dans le groupe A. Enfin, le nombre de lymphocytes T CD8 (p=0,023) Cétait

statistiquement plus élevé dans le groupe A.

Deux groupes (C et D) ont pu étre distingués a partir des profils d’inhibition observés a J14 apres
une perfusion unique de nivolumab. Le groupe C présente une plus forte activation des STK
pour 66 peptides (p<0,05). Parmi ces kinases impliquées, sont retrouvées : CAMK, Akt, NEK,
AurA/C, PLK et PKC. Par ailleurs, les patients du groupe D avaient été plus fréquemment traités
au préalable par bevacizumab (56 % »s 10 %, respectivement; p=0,041) et présentaient a J14
environ 3 fois plus de LT CDS8 que les patients du groupe C (339 »5 140 cellules/mm’,

respectivement; p=0,05).

2.2.3.3  Factenrs pronostic de la survie sans progression

La survie sans progression (SSP) médiane au sein de la cohorte était de 90 jours (intervalle de
confiance a 95 %, 1C95%, 47-135). I’analyse multivariée selon le modéle de Cox a montré que la
CRP (C-reactive protein) (Hazard Ratio [HR], 1,21; Intervalle de confiance 1C95% : 1,06-1,39;
p=0,005) et le nombre de neutrophiles (HR, 1,53; 1C95%, 1,23-1,89; p=0,0001) étaient

indépendamment associés a la SSP.
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2.2.4 Discussion

Cette étude est la premicre a montrer qu’il existe une différence entre les profils de base des
CMSP de patients atteints de CBNPC et ceux de volontaires sains. De plus, la modélisation par
PLS-DA a permis de classer les échantillons provenant de volontaires ou de patients avec justesse
dans 92 % et 96 % des cas. L’activité des kinases est plus importante chez les patients,
patticulierement celles de la voie de signalisation PI3K/Akt. La plupart des patients de notre
cohorte ont été précédemment traités par un sel de platine, par etoposide ou par paclitaxel. Ces
chimiothérapies sont capables d’induite la voie PI3K/Akt au sein de la tumeur M tout comme le
cisplatine au sein de lignées de lymphocytes T (cellules Jurkat, de leucémie ou de lymphome) *".
La précédente ligne de traitement des patients pourrait expliquer en partie la plus forte activité
d’Akt chez les patients CBNPC par rapport aux volontaires sains. Par ailleurs, une exposition
prolongée aux antigénes entraine une activation de la voie Akt/mTORCT dans les LT CDS8 *".

Dans ce contexte, on ne peut pas exclure que I'exposition aux antigénes tumoraux puisse étre

impliquée dans 'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR chez les patients atteints de CBNPC.

De maniére intéressante, deux groupes (A et B) de profils chez les patients ont été identifiés
avant l'initiation du traitement. L’activité de la plupart des STK était moins forte dans le groupe
A, en particulier ZC4 (NRK=NIK-related kinase). Z.C4 est impliquée dans P'activation de la voie
INK (Jun amino terminal kinase). INK entraine la différentiation et la mort cellulaire dans plusieurs

317

types de cellules . JNK2 est nécessaire a la production de 'IFNy par les lymphocytes T helper 1
(Th1) **® alors que JNK1 régule de maniére négative la différentiation des Th2. Ainsi la voie JNK
régule différents aspects de la réponse immunitaire médiée par les LT et sont importants pour la
différentiation des LT CD4 Th1. Les Th1 activent et régulent la réponse immunitaire 2 médiation

cellulaire *°. Ceci pourrait expliquer que I'activité de ZC4 soit associée avec une modulation du

nombre de LT.

Cette étude est également la premicre a notre connaissance a évaluer l'effet pharmacologique du
nivolumab sur les STK de CMSP de patients atteints de CBNPC. L’analyse des profils
d’inhibition a J14 a permis de mettre en évidence deux groupes (C et D). La plupart des kinases,
en particulier celles de la voie PI3K/Akt, étaient plus activées dans le groupe C. 1l est intéressant
de constater que moins de patients dans le groupe C ont été pré-traités par du bevacizumab (10
% vs 55 % respectivement, p=0,041). Le bevacizumab est un anticorps monoclonal qui se fixe

spécifiquement au VEGF-A. Plusieurs études ont montré que le niveau d’expression du PD-1
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était augmenté par le VEGF-A "% suggérant que le taux d’expression de PD-1 serait supérieur
a la surface des CMSP des patients du groupe C. De plus, Paugmentation de 'expression du PD-1
3 la surface des T CD4 entraine une diminution d’activité de la voie PI3K/Akt/mTOR **.
Etant donné que lactivité de la voie PI3K/Akt/mTOR est supérieure dans le groupe C,
I'ensemble de ces résultats laissent a penser que le nivolumab aurait une activité pharmacologique

supérieure chez les patients n’ayant pas recu de bevacizumab précédemment.

Les patients du groupe D ont par ailleurs plus de LT CD8 circulants. Les lymphocytes T CD8
naifs peuvent proliférer et générer des lymphocytes T CD8 mémoires, indépendamment d’une
stimulation antigénique, en réponse aux cytokines I.-17 ou IL-15 ou secondairement a une
lymphopénie. Cette prolifération des lymphocytes naifs T CD8 indépendante d’une stimulation
antigénique est nommée prolifération homéostatique et joue un role important dans le maintien
du nombre de lymphocytes T CD8. Li ¢t a/ ont montré que mTOR avait un role central dans la
réponse T CD8 induite par la prolifération homéostatique et dans 'immunité antitumorale ",

Nos résultats confirment ces données puisque I'inhibition d’Akt et donc de mTOR était associée

a une augmentation du nombre de lymphocytes T CD8.

La médiane de la SSP est en accord avec les résultats des précédentes études de Phase 11 ****”,
L’analyse multivariée a mis en évidence que la CRP et le nombre de neutrophiles a JO étaient des
facteurs pronostic de la SSP. Les neutrophiles contribuent a 'expression de la cytokine IL.-17
dans le stroma de plusieurs cancers dont le cancer bronchique . 1l a été rapporté que I'I1.-17
favorisait la prolifération du CBNPC chez des souris C57BL/6 2 L’expression tissulaire de I'IL-
17 a été identifiée comme étant un facteur pronostic indépendant de la survie globale (SG) et de

C 3532

la SSP dans différents types tumoraux dont le CBNP . Ces données pourraient donc en
partie expliquer pourquoi le nombre de neutrophiles a JO favoriserait une progression précoce

chez les patients CBNPC traités par nivolumab.

Enfin la CRP est aussi un facteur prédisant une mauvaise SSP. ’inflammation liée au cancer peut
avoir un impact sur de nombreux aspects comme la dissémination métastatique, 'angiogencse ou
I’échappement au systéme immunitaire. Le facteur de migration des macrophages (MIF) est une
cytokine inflammatoire qui entraine une augmentation du nombre de sous-populations de cellules
dérivées cellules immunosuppressives dérivées de la moelle (MDSC) au sein de la tumeur,

. . . , 327 . 2 I3
entrainant la croissance tumorale et la formation de métastases *'. Plusieurs études ont rapporté

que Pexpression de MIF pouvait étre impliquée dans ’échappement immunitaire dans des cancers

160



tels que le rhabdomyosarcome et le glioblastome ****

. De plus, I'expression de MIF est tres
augmentée dans les maladies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide **. Dans ce
contexte, une plus forte expression de MIF en lien avec une plus forte inflammation pourrait
contribuer a I’échappement tumorale au systéme immunitaire chez nos patients CBNPC et par

conséquent a une plus courte SSP.

Pour conclure, ce travail a permis de montrer que la voie PI3K/Akt/mTOR est altérée dans les
CMSP de patients CBNPC traités par nivolumab et ce avec une grande variabilité d’un patient a
Pautre. Une étude plus approfondie de la voie PI3K/Akt/mTOR au sein des CMSP serait donc
intéressante dans le but d’identifier des mécanismes de résistance et lidentification de

biomarqueurs chez des patients traités par nivolumab.

Cette étude a fait ’objet d’une publication en cours de rédaction pour soumission a
Clinical Cancer Research, intitulée : « Kinomic profiling of peripheral blood mononuclear
cells from non-small cell lung cancer patients treated with nivolumab »
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Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide, with 1,825 million
diagnoses and 1.59 million deaths in 2012 [1]. Non-small-cell lung cancer (NSCLC)
accounts for 85 to 90% of all lung cancers. In the last years, the use of comprehensive
mutation analysis technologies has accelerated the identification of genetic aberrations
in NSCLC and therefore the clinical development of new targeted therapies such as
EGFR and ALK inhibitors [2]. Additionally, a better understanding of the antitumor
immunity highlighted the key role of immune checkpoints such as cytotoxic T
lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) and programmed death 1 (PD-1) in immune escape
mechanisms [3]. The anti-PD-1 monoclonal antibody nivolumab binds to the PD-1
receptor and blocks its interaction with PD-L1 and PD-L2, thereby releasing PD-1
pathway-mediated inhibition of the immune response, including anti-tumor immune
response [4]. Two Phase III trials showed that nivolumab improved overall survival,
response rate, and progression-free survival compared to docetaxel in patients with
advanced, previously treated squamous-cell and nonsquamous NSCLC [5], [6].
Nivolumab is currently approved for the treatment of patients with advanced-stage
squamous and nonsquamous NSCLC following progression on or after platinum-based

chemotherapy.

New challenges related to treatment optimization and economic reasons are emerging
with the introduction of PD-1/PD-L1 checkpoint inhibitors such as nivolumab. The
tumor expression of PD-L1 was initially suggested as biomarker for patient’s selection.
The Phase III trial conducted in nonsquamous NSCLC treated with nivolumab was in

favor of a predictive value [6], while the Phase III trial in squamous NSCLC the
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expression of the PD-L1 was neither prognostic nor predictive of benefit [5]. Recently,
the Food and Drug Administration approved the tumor expression of PD-L1 as
companion test for PD-1/PD-L1 checkpoint inhibitors. However, clinical activity and
durable response can be observed in some NSCLC patients in whom tumor expression
of PD-L1 is negative. Taken together, these results suggest that the sensitivity of PD-L1
assay is not perfect to discriminate nonresponders versus responders. In this context, the
research of reliable predictive biomarkers is always ongoing in order to identify NSCLC

patients who will benefit the most from treatment with nivolumab.

The use of kinomic approach based on global kinases activities is currently spreading to
seek prognostic and therapy-predictive biomarkers in oncology [7]-[13]. Two studies
applying kinomic approach have been conducted in NSCLC patients. Hilhorst et al.
showed that a classifier based on basal kinase activity profiles in tumor tissue predicted
erlotinib response in 14 NSCLC patients in a neoadjuvant setting [14]. The model was
then validated from an external cohort of NSCLC patients (n= 13) [15]. Anderson et al.
recently demonstrated the feasibility to use electromagnetic navigational bronchoscopy
specimens for the research of future biomarkers in NSCLC patients [12]. To our best
knowledge, no study has still investigated the kinomic profile of NSCLC patients
treated with immunotherapy. Given PD-1 is largely expressed on lymphocytes and is
the pharmacological target of nivolumab, it would be interesting to explore the kinomic
profiles in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from NSCLC patients treated

with nivolumab. This may provide helpful informations to identify the pharmacological
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effect of nivolumab on signaling pathways in lymphocytes, to elucidate resistance

mechanisms and to seek circulating biomarkers.

The aims of the present study were firstly to compare the global serine/threonine kinase
kinase (STK) activity in PBMC from healthy volunteers and NSCLC patients before
nivolumab treatment; then to characterize the kinomic profile in NSCLC patients after a
single administration of nivolumab. A high throughput kinomic profiling method was

employed for these purposes.

166



Methods

Population and Study design

From August 2015 to May 2016, a total of 28 consecutive outpatients treated with
single-agent nivolumab for metastatic NSCLC were prospectively analyzed. The study
was conducted in the oncology department of Cochin University Hospital in Paris,
France. All patients met the following inclusion criteria were : age>18 years, previously
treated with chemotherapy and/or targeted therapy (tyrosine kinase inhibitors or
bevacizumab) and Eastern Cooperative Oncology Group - Performance status (ECOG)
< 2. Patients with autoimmune disease were excluded. Blood samples for every patient
were collected before treatment initiation (D0) and just before the second nivolumab
infusion (D14). Biochemical parameters (albumine, C-reactive protein (CRP), lactate
dehydrogenase) and hematological parameters including subset analyses of peripheral
lymphocytes were determined at days 0 and 14. Additionally, the concentration of
nivolumab in plasma was assayed at day 14. Patients were clinically evaluated every 2

weeks.

Ethics Statement
This study was approved by the local medical ethical board and all subjects provided
written informed consent and agreed to the sampling and kinomic analysis in

accordance with the Declaration of Helsinki.
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Treatment schedule

All NSCLC patients were treated with the recommended daily dose of nivolumab
(3mg/kg every two weeks). Nivolumab-related adverse events were graded according to
the National Cancer Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events (NCI-
CTCAE) version 4.0. Nivolumab administration was continued until disease
progression, intolerable adverse events or patient refusal. In case of grade >2 toxicity,
the treatment was discontinued until adverse events returned to baseline, if needed
corticosteroids could be used to help resolution. In case of grade 4 toxicity (or grade 3
pneumonitis, colitis and adrenal insufficiency), nivolumab was permanently

discontinued.

Response assessment

Tumor response was assessed with the use of imaging after 2 months treatment, and
then every 2 months. Disease control rate was defined as complete response (CR),
partial response (PR) and stable disease (SD). Progression free survival (PFS) was
defined as the time between the first infusion of nivolumab and disease progression or
any-cause of death. In case of radiological progression, a second imaging after 4 weeks

had to confirm the first one.

Nivolumab concentration assay in plasma

Plasma concentration of nivolumab was determined at day 14 (just prior the second
infusion) using a home-made ELISA method, as previously described by our group
[16]. The intra- and inter-assay coefficients of analytical variability were less than 5%

and 12%, respectively. The lower limit of quantification was 3 pg/mL.

7
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Sample collection and processing for kinomic profiling

Whole blood samples (10 mL) were collected in healthy volunteers (n=12) and patients
(at DO and D14). Then, PBMC were isolated and treated before storage at -80°C up to
kinomic analysis, as previously described [9].

Protein quantification was performed using standard Bradford protein assay (Thermo
Scientific). For each experiment 1 pg of protein lysate was added to the assay mixture,
containing 400 pM ATP and primary STK antibody solution (PamGene International
B.V., 's Hertogenbosch, The Netherlands). The mixture was loaded onto STK
PamChip®. The latter contains 4 identical arrays where 144 tyrosine-containing peptides
(13 amino acids long) derived from known human phosphorylation sites are
immobilized on a porous membrane. The mixture was pumped up and down through the
porous membrane. After a washing step, a mixture of secondary antibody FITC-labeled
(fluorescein isothiocyanate) (PamGene) was used for visualization.

STK activity profiling was performed using a PamStation®12 (PamGene). Peptide
phosphorylation was recorded after adding the secondary antibody by assessing
fluorescence with a CCD camera in combination with Evolve software v. 1.2

(PamGene) at different exposure times (20, 50, 100 and 200 ms).
Kinomic profiles of healthy volunteers and NSCLC patients (days 0 and 14) were

studied by spiking in vehicle (0.1% of dimethyl sulfoxide, DMSO) into the assay

incubation mixture and performing the two-step STK kinomic assay.
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Statistical analysis for kinomic approach

Image analysis and signal quantification were performed using the BioNavigator”
software v. 6.1 (PamGene) interfaced with R (Bioconductor). All peptides with low
signal were removed using the variation of biological replicates. Peptides presenting
nominal CV (coefficient of variation) lower than 50% were preselected ("QC list") and
Log.-transformed (“Log,Signal”). Log fold change (LFC) was obtained by making the
difference between D14 Log,Signal and DO Log,Signal. Unsupervised hierarchical
analysis, using Euclidean distance metrics and complete linkage, of peptide signals
(LogzSignal or LFC) was performed and displayed as heatmaps. Kinexus Kinase
Predictor was used to determine putative upstream STK from the peptides lists within
the clusters. Student’s T-tests were used to compare healthy and patients profiles.
Unsupervised multivariate clustering of samples was evaluated with Principal
Component Analysis (PCA). Kinexus Kinase Predictor was used to determine putative
upstream STK. Supervised multivariate analysis of conditions was conducted by
applying partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) in Matlab Statistics
Toolbox (MathWorks, Naticke, MA) implemented in the BioNavigator®. Prediction
performance was evaluated by 20-fold cross-validation to ensure that the model was

optimized completely independent of the test sample.

Statistical analysis

Descriptive statistics used numbers (percentages) for qualitative variables and median
[inter-quartile intervals] for quantitative ones. Evolutions of biological parameters were
analyzed using repeated measure ANOVA, followed by Tukey’s tests for pairwise

comparisons when the global test was significant. Comparisons between two clusters
9
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were tested using Fisher’s exact tests for qualitative variables and Mann-Whitney-
Wilcoxon tests for quantitative ones. PFS was analyzed in the framework of survival
analysis. Thus, the PFS function was estimated by the Kaplan-Meier method. The
univariate analysis of the potential prognostic factors was based on univariate Cox
models, and a multivariate analysis was performed using a stepwise Cox model
regression. Variables with a univariate p-value lower than 0.10 were entered in the
stepwise regression, and variables with a multivariate Wald p-value lower than 0.05
were retained in the final model. All computations were performed using the SAS v 9.4

statistical package (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

10
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Results

Patients

Twenty-eight NSCLC patients treated with nivolumab were included. Clinical and
biological baseline characteristics of NSCLC patients are summarized in Table 1. The
majority of the patients were male (61%) and the median age was 67 years old [63-70].
The most frequent histological tumor type was adenocarcinoma (71%). Half patients
initially received at least 2 treatments lines before nivolumab initiation, including
tyrosine kinase inhibitor (14%) or bevacizumab (39%). No significant variation in
biochemical and hematological parameters was observed over time (data not shown).
Three NSCLC patients (11%) definitively discontinued nivolumab therapy related to
severe toxicities : grade 4 diarrhea (n=1); grade 3 dyspnea with hypercalcemia (n=1)
and grade 3 dyspnea with pulmonary hypertension (n=1). At data cut-off, 6 NSCLC

patients (21%) were still treated with nivolumab.

Basal kinomic activity profiles in PBMC from healthy volunteers and NSCLC
patients

Basal STK activity in PBMC from 28 NSCLC patients and 12 healthy volunteers were
assessed using kinomic approach. Median age was 50 [48-57] years in healthy
volunteers (n=12), and half of them were male.

After applying nominal CV threshold, there were only 80 STK substrates left.
Unsupervised PCA showed a good separation between healthy volunteers and NSCLC
patients. In contrast with healthy volunteers, a large interindividual variability in

kinomic activity profiles was observed in NSCLC patients (Figure 1A). Additionally,
11
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some NSCLC patients present basal STK activity profiles close to those of healthy
volunteers. The supervised analysis using PLS-DA, evaluated by 20-fold cross-
validation, classified healthy volunteers and NSCLC patients based on the basal STK
kinomic profiles. Samples from NSCLC patients and healthy volunteers were correctly
classified in 96% and 92% of cases, respectively (Figure 1B).

Furthermore, a Student’s T-test was applied to compare healthy volunteers’ STK
kinomic profiles to those of patients. Majority of peptides were significantly different
between these 2 groups (67 peptides with p<0.05; 62 with p<0.01), with a significant
lower phosphorylation level for 75% of peptides in the healthy volunteers. Kinexus
Kinase Predictor was used to determine putative upstream STK. The top 15 STK which
were different between the 2 groups belong to CAMK family (VACAMKL, DCAMKL,

CaMK?2) and AGC family (Akt 1/2/3, PKCe, PKACy) (supplemental Figure 1).

Basal kinomic activity profiles in NSCLC patients

Basal STK kinomic profiles in PBMC from NSCLC patients could be divided in two
major clusters (clusters A and B) after applying a hierarchical clustering (Figure 2). All
patients in the cluster A et 2 patients in the cluster B presented baseline kinomic profiles
close to those of healthy volunteers. In order to explain the difference in kinomic
profiles between clusters A et B, different baseline parameters (demographical, clinical
and biological) were compared (Table 2). Interestingly, the count of CD8+ cells
(p=0.023) and the total body weight (p=0.038) were statistically different between the
two clusters. Even if the PFS was twice longer in cluster A than in cluster B, it was not

statistically different (103 vs 50 days, p=0.29).

12
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Kinomic profiles of patients from clusters A cluster B were compared using a Students’
T-test. Almost all peptides (79 with p<0.05) showed significant lower phosphorylation
in cluster A. Amongst the putative STK analysis we found less activity in ZC1/2/3/4,

NEK4, CDK, DAPK kinases in PBMC from patients of cluster A.

Inhibition profiles in patients at D14

To evaluate the pharmacological effect of nivolumab on PBMC, the ratio of peptides
phosphorylation at D14 and DO (LFC = Log,Signal at D15 - Log,Signal at D0) were
investigated in the 28 NSCLC patients after a single administration of nivolumab. A
large interindividual variability in kinomic profiles was observed (Figure 3). An
unsupervised hierarchical clustering identified 2 major clusters (cluster C and cluster
D), with 2 subsets within the cluster D (Figure 3). Cluster C presents activation profiles
whereas a part of cluster D is composed by strong inhibition profiles. The comparison
of clusters C and D showed a statistical difference for 66 peptides (p<0.05). CAMK,
Akt, NEK, AurA/C, PLK, PKC kinases were found to be involved in the difference

observed between group C and group D profiles.

Table 3 presents the demographical clinical and biological (day 14) characteristics of
clusters C and D. Interestingly, a prior treatment with bevacizumab was statistically
more frequent in the cluster D (10% vs 56%, in group C and D respectively; p=0.041).
Additionally, patients in cluster D had significantly more (2.5-fold) lymphocytes T
CDS8+ (339 vs 140 cells/mm?, respectively; p=0.05). As before, PFS was 2 times higher

in cluster A at D15 but was not significant (103 vs 57 days, p=0.55).
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Prognostic factors of PFS

The median PFS in the cohort was 90 days (confidence interval, CI95%, 47-135). In
univariate analysis (Table 4), the number of nivolumab cycles, baseline natural killers
and neutrophils count, baseline CRP level were associated with PFS (p<0.05).
Multivariate Cox proportional hazards model analysis showed that CRP (hazard Ratio
[HR], 1.21; CI95%, 1.06-1.39; p=0.005) and neutrophils count (HR, 1.53; CI95%, 1.23-

1.89; p=0.0001) were independently associated with PFS.
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Discussion

The present study is the first to show that basal kinomic profiles of PBMC from
NSCLC patients would be different from healthy volunteers. Additionally, we could
classify samples from healthy volunteers and NSCLC in 92% and 96% of cases,
respectively. The activity of most STK was higher in NSCLC patients, especially those
of the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt signaling pathway. Most of NSCLC
patients previously received chemotherapy agents such as platinum compounds,
etoposide or paclitaxel. These chemotherapy agents are known to induce the PI3K/Akt
pathway in tumor [17]. Additionally, Yan et al. recently showed that exposure of T-
leukemia/lymphoma cells or Jurkat T cells to cisplatin upregulated miR181a expression
and resulted in Akt activation [18]. In this context, one hypothesis could be that the
previous chemotherapy treatment would contribute to the increased Akt activation in
NSCLC patients compared to healthy volunteers. Besides, the PI3K/Akt pathway is
known to play a central role in T-cell proliferation, function, and survival [19].
Additionally, its activation is tightly controlled by signals through the T cell receptor
(TCR) and the co-stimulatory receptor CD28 [20]. Interestingly, Li et al. showed that
persistent Ag exposure results in the activation of Akt/mTORC1 pathway in Ag-specific
CD8 T cells [21]. In this context, one cannot exclude that continuous Ag exposure
linked to cancer could also contribute to this sustained activation of PI3K/Akt signaling

pathway in NSCLC patients.

Interestingly, we could identify two distinct clusters (A and B) in basal kinomic profiles
of PBMC from NSCLC patients. The activity of most STK was lower in cluster A,

especially that of ZC4 (NRK=NIK-related kinase). ZC4 is a kinase involved in c-Jun
15
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amino terminal kinases (JNK) pathway activation. JNK have been involved in
differentiation and cell death in different cell types [22]. JNK2 is required for IFN-y
production by Thl cells [23] whereas JNK1 negatively regulates Th2 differentiation.
Therefore, JNK signaling pathways regulate different aspects of T-cell mediated
immune responses, and are important for CD4+ Thl cell differentiation. Thl cells are
primarily responsible for activating and regulating T cells mediated immune response.
This could explain the association between ZC4 activity and T cells number [24].

Finally, the total body weight was also statistically different between the two groups.
However, we do not have any hypothesis to explain a potential influence of total body

weight on basal STK kinomic profile in PBMC.

To our best knowledge, the present study is also the first to characterize the
pharmacological effect of nivolumab on STK kinomic profile in PBMC from NSCLC
patients. At day 14, two distinct clusters (C et D) could be identified. The activity of
most STK was higher in the cluster C, especially those of the PI3K/Akt signaling
pathway. The plasma trough concentration of nivolumab at day 14 was similar in two
clusters, suggesting that plasma drug exposure could not explain the interindividual
variability in kinomic profiles after a single administration of nivolumab. In the same
way, basal kinomic profil of NSCLC patients cannot contribute to this variability in the
pharmacological effect of nivolumab since the proportion of patients from cluster A was
similar in two clusters C and D. Interestingly, less patients in the cluster C were
previously treated with bevacizumab (10% vs 55%, respectively, p=0.041).
Bevacizumab is a monoclonal antibody which specifically binds to the VEGF-A in the

systemic circulation. Different studies showed that the expression level of PD-1 on
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lymphocytes is enhanced by VEGF-A [25], [26], which suggests that the expression
level of PD-1 could be higher on PBMC from patients of cluster C. Celada et al.
recently reported that PD-1 upregulation in CD4+ T cells decreases the expression of
key mediators of cell cycle progression, including the PI3K/Akt/mTOR pathway [27].
Finally, in the present study, the activity of STK involved in the PI3K/Akt signaling
pathway was higher in the cluster C. Taken together; these results suggest that
nivolumab could have a greater pharmacological effect on PI3K/Akt/mTOR pathway in
lymphocytes from NSCLC not previously treated with bevacizumab. Interestingly, the
number of CD8+ cells was statistically higher in cluster D than in cluster C. The
antigen-independent proliferation of naive CD8 T cells is defined as homeostatic
proliferation, and it plays an important role in maintaining normal CD8 T cells
numbers. Li et al. have shown that mTOR had a central role in the homeostatic
proliferation induced CD8 T cells response and anti-tumor immunity [28]. Their study
suggests that mTOR inhibition and the enrichment of the CD8 population may work
together to regulate T cell homeostasis. This is in accordance with our results, since the
lower Akt (and consequently mTOR) activity in cluster D was combined with an

increased number of CD8 T cells.

In the present study, the median PFS in our cohort was in accordance with those
reported in 2 Phase III trials [5], [6]. In Multivariate Cox proportional hazards model
analysis identified baseline neutrophils count and CRP as an independent prognostic
factor of PFS. Punt et al. recently documented that neutrophils contribute to 68% of IL-
17 expression in stroma of cervical cancer [29]. The same pattern of expression was

documented for other tumors including lung cancer. Wei et al. recently documented that
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IL-17 can foster the NSCLC growth in C57BL/6 mice [30]. Additionally, IL-17+ cells
were found to be an independent predictor for poor survival in early stage disease (HR
ratio of 5.2) in squamous cervical cancer, and neutrophils showed a trend toward
association with poor survival. A recent systematic review showed that IL-17
expression in tissues has been identified as independent prognostic factor in both overall
and disease-free survival in different tumor types [31], including NSCLC patients [32].
Taken together, these results could explain in part why an increased baseline neutrophils
count could foster an early progression disease in NSCLC patients treated with
nivolumab. Finally, baseline CRP (HR 1.21) was also found to be an independent
predictor for poor PFS. Cancer-related inflammation can affect many aspects of
malignancy including in other tumor metastasis, angiogenesis tumor response and
immune escape. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is an inflammatory
cytokine whose expression increases the prevalence of a highly immunosuppressive
subpopulation of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) within the tumor, resulting
in tumor growth and metastasis [33]. Different studies have reported that expression of
MIF may be involved in immune evasion in tumor types such as rhabdomyosarcoma
and glioblastoma [34], [35]. Additionally, the expression of MIF is known to be
strongly increased in inflammatory disease such as rheumatoid arthritis [36]. In this
context, one hypothesis would be that a higher expression of MIF related to an
increased inflammatory status could contribute to the immune escape in the patients and

the poor PFS in NSCLC patients.

In conclusion, this work shows that the PI3K/Akt/mTOR pathway is altered in PBMC

from NSCLC patients treated with nivolumab, and that its level of alteration is very
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variable between patients. This study paves the way for further investigations about

PI3K/Akt/mTOR pathway in PBMC to both identify resistance mechanisms and future

biomarkers in NSCLC patients treated with nivolumab.
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Figure legends

Figure 1. Prediction of PBMC source from basal STK activity profiles.

A. The 3D plot, obtained after applying unsupervised Principal Component Analysis
(PCA), separates samples in two groups. Each label represents a PBMC sample from 12
healthy volunteers (green) or 28 NSCLC patients (red). All volunteers, except one,
remains in the same group.

B. Partial least squares discriminant analysis classifies healthy volunteers (blue) and
patients (red) PBMC. Samples prediction scores were obtained based on a leave-one-out
cross-validation. Samples with a positive score corresponds to predicted healthy
volunteers whereas samples with a negative score corresponds to predicted NSCLC

patients.

Figure 2. Unsupervised hierarchical clustering of basal kinase activity profiles
among non-small-cell lung cancer patients PBMC.

The heatmap represents phosphorylation level (LogzSignal) for 80 peptides of the “QC
List” (Y-axis) sorted by hierarchical clustering. Two distinct clusters can be observed

among the 28 patients PBMC.

Figure 3. Inhibition profiles in PBMC from non-small-cell lung cancer patients
under nivolumab therapy.

Unsupervised hierarchical clustering, using LFC values (Log;Signal (nivolumab) -
Log,Signal (DMSO0)) of 80 STK substrates (Y-axis), separates NSCLC samples (n=28)
in 2 major clusters. Red color represents a low inhibition level, whereas blue

corresponds to a strong inhibition.
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Figure 1. Prediction of PBMC source from basal STK activity profiles.
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Figure 2. Unsupervised hierarchical clustering of basal kinase activity profiles

among non-small-cell lung cancer patients PBMC.
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Figure 3. Inhibition profiles in PBMC from non-small-cell lung cancer patients

under nivolumab therapy
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Table 1: Demographic and baseline characteristics of patients

Characteristics n= 28
Demographic data
Sex, n (%)
Male 17 (61)
Female 11 (39)
Age (years) 67 [63-69]
Age > 70 years-old, n (%) 6 (21)

BMI (kg/m?)
Lean Body mass (kg)
Smoking status, n(%)
Current smoker
Former smoker
Never smoker
Non available
ECOG performance status, n (%)
0-1
2-3

Non small cell lung cancer characteristics, n (%)
Histological tumor type
Squamous cell carcinoma
Adenocarcinoma
Metastasis
Synchronous
Metachronous
Initial surgery
Yes
No
Number of previous treatment line
1
2
>2
Previous Targeted Therapy
Tyrosine Kinase Inhibitor
Monoclonal antibody (bevacizumab)
None
Number of metastatic sites
1
2
>3
Cerebral metastasis
Yes
No

Baseline Biological data
Haemoglobin (g/dL)
Platelets (x10%/L)
Lymphocytes (x10%/L)
Neutrophils (x10°/L)
Lymphopenia (<1 x10%L) before Nivolumab, n (%)
LDH
Increased above ULN
Normal
Non available

22.9[19.9-24.1]
49.4 [42.2-56.4]

6 (21)

17 (61)
3(11)
2(7)

14 (50)
14 (50)

8 (29)
20 (71)

19 (68)
9 (32)

10 (36)
18 (64)

14 (50)
8 (29)
6 (21)

4(14)
11 (39)
14 (50)

4(14)
15 (54)
9 (32)

9 (32)
19 (68)

12.9 [11.6-14.3]

231 [204-298]

1.26 [0.98-1.65]

5.38 [4.28-6.32]
8 (29)

12 (43)
10 (36)
6 (21)

BMI, body mass index; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; ULN Upper Limit of Normal.

Results are expressed as median [interquartile range] or frequency (percent).
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Table 2. Characteristics of the two clusters A and B of Non-Small-Cell Lung Cancer patient s

identified before treatment start (baseline)

Cluster A (n=14)  Cluster B (n=14) p value
Sex (female) (%) 50.0 71.4 0.44
Age (years old) 66 [63-74] 68 [62-69] 1.0
Total body weight (kg) 65 [53-68] 71 [62-74] 0.038
ECOG performance status, n (%) 0.26
0-1 9 (64) 5 (36)
>1 5 (36) 9 (64)
Current/former Smoker (%) 77.0 100.0 0.22
Histological tumor type, n (%) 1.0
Adenocarcinoma 10 (71.4) 10 (71.4)
Squamous cell carcinoma 4 (28.6) 4 (28.6)
Presence of mutation (%) 36.4 27.3 1.0
Time to metastasis (days) 0 [0-243] 0 [0-273] 0.74
Number of metastatic sites, n (%) 1.0
1-2 10 (71.4) 9 (64.3)
>2 4(28.6) 5 (35.7)
Number of previous treatment line, n (%) 0.71
1-2 6 (42.9) 8 (57.1)
>2 8(57.1) 6 (42.9)
Previous targeted therapy
Tyrosine kinase inhibitors (%) 214 7.4 0.59
Bevacizumab (%) 36.0 43.0 1.0
Corticosteroids treatment (%) 14.3 214 1.0
Baseline biological characteristics
C reactive protein (mg/L) 10.4 [1.3-15.4] 5.4 [3.2-31.9] 0.73
LDH (UI) 218 [193-267] 210 [197-303] 0.84
Albumin (g/L) 42 [40-45] 38 [36-42] 0.07
Neutrophils count (cells'/mm®) 5180 [3820-6310] = 5850 [5160-6350] 0.57
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Lymphocytes count (cells/mm®)
Neutrophils-lymphocytes ratio (NLR)
CD3+ cells count (cells/mm®)
CD4+ cells count (cells/mm®)
CD8+ cells count (cells/mm®)

B cells count (cells/mm°)

NK count (cells/mm®)
Proportion of CD3+ cells (%)
Proportion of CD4+ cells (%)
Proportion of CD8+ cells (%)
Proportion of NK cells (%)

Proportion of B cells (%)

Nivolumab treatment

Number of nivelumab cycles

Clinical response (PR +SD) (%)

Tumor controel at month 2 (PR + SD) (%)

Progression-free survival (days)

1510 [1050-2020]
4.1[2.3-5.4]
1069 [750-1402]
701 [301-914]
365 [218-439]
114 [88-204]
129 [82-145]
77.9 [70.9-85.6]
43.5[36.6.-54.7]
27.8[17.9.-35.5]
9.2 [5.0.-14.0]
11.2 [6.6.-21.9]

6 [3-10]

57.1

41.7

92 [38-158]

1140 [610-1460]
5.1[3.6-7.0]
822 [447-959]
460 [235-640]
137 [95-327]
92 [34-170]
101 [64-153]
84.2 [76.7-90.8]
61.9 [35.2.-69.2]
18.0 [10.4.-36.7]
9.6 [6.1.-15.7]
10.6 [7.7-13.0]

74 [44-135]

0.09
0.23
0.14
0.17
0.023
0.13
0.47
0.22
0.21
0.18
0.66
0.56

0.11

0.71

0.68

0.50

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; NK, natural Killer; PR, partial response ; SD, stable

disease

Results are expressed as median [interquartile range| or frequency (percent).
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Table 3. Characteristics of the two clusters C and D of Non-Small-Cell Lung Cancer patients

identified after a single administration of nivolumab (14 days after treatment start)

Cluster C (n=10) Cluster D (n=18) p value
Sex (female) (%) 70.0 55.5 0.69
Age (years old) 68 [64-70] 65 [62-69] 0.43
Total body weight (kg) 68 [61-71] 68 [54-73] 0.90
ECOG performance status, n (%) 0.24
0-1 3 (30) 11 (61.1)
>1 7 (70) 7 (38.9)

Current/former Smoker (%) 88.9 88.2 1.0
Histological tumor type, n (%) 0.40

Adenocarcinoma 6 (60.0) 14 (77.8)

Squamous cell carcinoma 4 (40.0) 4 (22.2)
Presence of mutation (%) 33.3 313 1.0
Time to metastasis (days) 0 [0-92] 0 [0-273] 0.82
Number of metastatic sites, n (%) 0.42

1-2 8 (80) 11 (61.1)

>2 2 (20) 7 (38.9)
Number of previous treatment line, n (%) 1.0

12 5 (50) 9 (50)

>2 5 (50) 9 (50)
Previous targeted therapy

Tyrosine kinase inhibitors (%) 20.0 11.1 0.60

Bevacizumab (%) 10.0 55.6 0.041
Corticosteroids treatment (%) 0 27.8 0.13
Biological characteristics at day 15
C reactive protein (mg/L) 6.5 [1.6-19.9] 11.9 [5.3-28.3] 0.40
LDH (UI) 265 [198-305] 198 [168-244] 0.28
Albumin (g/L) 39 [36-41] 36 [34-40] 0.25
Neutrophils count (cells/mm?) 5160 [4580-5870] 4960 [4560-5980] 0.92
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Lymphocytes count (cells/mm?)
Neutrophils-lymphocytes ratio (NLR)
CD3:+ cells count (cells/mm°)
CD4+ cells count (cells/mm°)
CD8+ cells count (cells/mm°)

B cells count (cells/mm®)

NK count (cells/mm°)
Proportion of CD3+ cells (%)
Proportion of CD4+ cells (%)
Proportion of CD8+ cells (%)
Proportion of NK cells (%)
Proportion of B cells (%)

Nivelumab treatment

Number of nivelumab cycles

Plasma concentration (mg/L) at day 15

Clinical response (PR+SD) (%)

Tumor control at month 2 (PR+SD) (%)

Progression-free survival (days)

990 [860-1230]
4.25 [3.60-7.80]
702 [637-846]
541 [394-618]
140 [102-288]
92 [59-122]
113 [100-160]
81.3 [75.2-94.4]
52.8 [43.4.-59.4]
17.0 [14.6.-27.0]
11.1 [8.5.-15.5]
10.2 [5.9.-11.7]

7(3-8]
15.8 [13.0.-22.9]

70.0

28.6

103 [19-161]

1330 [790-1650]
4.20 [3.20-6.20]
894 [503-1222]
609 [207-806]
339 [195-453]
90 [59-184]
106 [68-177]
80.1 [60.6-88.7]
43.0 [31.9-56.4]
29.4 [17.9.-42.1]
9.8[5.5.-16.2]
8.3[5.9.-14.6]

4(3-6]
15.9 (12.4.-18.8]

38.8

35.3

57 [45-135]

0.41
0.58

0.24

1.0

0.55

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; NK, natural Killer; PR, partial response ; SD, stable

disease

Results are expressed as median [interquartile range] or frequency (percent).
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Table 4. Cox proportional hazards model analysis of factors affecting progression-free survival of

nivelumab therapy in NSCLC patients

Univariate analysis

Multivariate analysis

HR CI95% p value HR CI95%  p value

Sex (female)* 1.86 0.73-4.74 0.19
Age (years old) 0.97 0.92-1.03 0.33
Total body weight (kg) 1.001 0.96-1.05 0.97
ECOG performance status (>1)* 1.85 0.78-4.34 0.16
Current/former Smoker 0.93 0.27-3.23 0.90
Histological tumor type (adenocarcinoma)* 1.19 0.46-3.08 0.71
Presence of mutation (yes)* 0.70 0.25-1.96 0.49
Time to metastasis (days) 0.96 0.92-1.01 0.10
Number of metastatic sites (>2)* 1.93 0.75-4.98 0.17
Number of previous treatment line (>2)* 0.97 0.42-2.28 0.95
Previous targeted therapy

Tyrosine kinase inhibitors (no)* 0.87 0.29-2.60 0.80

Bevacizumab (no)* 0.53 0.21-1.31 0.17
Number of nivolumab cycles 0.68 0.53-0.86 0.0012
Baseline biological characteristics
C reactive protein/10 (mg/L) 1.19 1.05-1.35 0.0078 1.21 1.06-1.39 0.005
LDH (UI) 1.001 0.996-1.006 0.64
Albumin (g/L) 0.91 0.80-1.02 0.10
Neutrophils count/1000 (cells/mm°) 1.45 1.19-1.76 0.0003 1.53 1.23-1.89 | 0.0001
Lymphocytes count/1000 (cells/mm?) 0.63 0.32-1.23 0.18
Neutrophils-lymphocytes ratio (NLR) 1.12 0.99-1.27 0.06
CD3+ cells count/1000 (cells/mm?) 0.62 0.27-1.45 0.27
CD4+ cells count/1000 (cells/mm?) 0.50 0.15-1.64 0.25
CD8+ cells count/1000 (cells/mm®) 0.40 0.06-2.56 0.33
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B cells count/100 (cells/mm?) 0.75 0.52-1.08 0.12

NK count/100 (cells/mm?) 0.47 0.23-0.99 0.048
Proportion of CD3+ cells (%) 1.002 0.999-1.006 0.18
Proportion of CD4+ cells (%) 1.016 0.989-1.045 0.24
Proportion of CD8+ cells (%) 0.995 0.960-1.032 0.79
Proportion of NK cells (%) 0.984 0.939-1.031 0.50
Proportion of B cells (%) 0.968 0.899-1.042 0.38

Kinomic profile
Baseline (cluster A)* 0.74 0.30-1.84 0.51

Day 14 (cluster C)* 0.77 0.32-1.86 0.56

CI95%, confidence interval 95% ; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; HR, hazard ratio; LDH,
lactate dehydrogenase; NK, natural Killer
* reference group
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

Ce travail a permis de montrer que les cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP)
étalent un tissu de substitution (au tissu tumoral) intéressant pour la future recherche de
biomarqueurs pharmacodynamiques. Pour cela deux modeles ont été utilisés : un modele indirect
qui a permis d’étudier les effets du sunitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase (TK) angiogénique
qui possede des propriétés immunomodulatrices ; et un modele direct qui consistait a étudier les
effets du nivolumab dont la cible, le récepteur PD-1, se trouve a la surface des cellules

immunitaires.

La premicre étude (Article 1) portait sur des patients atteints de carcinome rénal métastatique
(CCRm) traités par sunitinib. Chaque patient a été prélevé et évalué au cours de 4 consultations
lors du premier cycle de traitement : a JO en pré-thérapeutique, a J7 et J21 apres début du
traitement, puis a J42 (ce qui correspond a la fin des 2 semaines de pause de traitement).

Dans un premier temps, I’étude des effets ex vivo du sunitinib sur l'activité des TK de CMSP de
patients naifs atteints de CCRm a permis de mettre en évidence une inhibition de nombreuses
kinases par le sunitinib ainsi que son métabolite actif (le SU12662). Les profils d’inhibition TK ex
vivo (obtenus par méthodologie « on-chzp ») ont pu étre associés d’une part, au score pronostic de
Heng et d’autre part, au ratio lymphocytaire J21/J0. De maniere intéressante, ’étude clinique
rétrospective (premicre partie de larticle 1) a permis de montrer que le ratio lymphocytaire
J21/]J0 était associé a la survie sans progression (SSP) de patients CCRm traités pat sunitinib, ce
qui suggere un éventuel lien entre le profil d’inhibition ex vzvo et la SSP. Cependant, nous n’avons
pas pu étudier l'association entre les profils d’inhibition ex »iwo et des criteres de jugement
cliniques tels que la SSP et la survie globale (SG) en raison de I'absence d’un nombre suffisant
d’évenements (progression, déces). Une mise a jour de ces données est actuellement en cours afin
d’évaluer le lien entre la survie et les profils d’inhibition ex vzvo. D’autre part, 'analyse des profils
kinomiques a J21 (état d’équilibre pharmacocinétique) est également en cours afin d’évaluer les
effets /n vivo pharmacodynamiques du sunitinib sur les CMSP et de les comparer aux profils
d’inhibition ex »zvo du sunitinib. De plus, ces profils d’inhibition a J21 seront confrontés a la SSP
et la SG. Enfin, I’étude des profils a ]J7, J21 et J42 permettra de suivre les changements
pharmacodynamiques au sein des CMSP tout au long d’un cycle de traitement. Les résultats ex

vivo ayant montré une inhibition des TK, notre hypothese de travail est quune inhibition 7z vive

196



des TK par le sunitinib est attendue au cours du traitement avant un retour a un état équivalent a

celui du JO apres 2 semaines de pause.

Le schéma posologique initialement recommandé pour le sunitinib est de 50 mg/j pendant 4
semaines suivies par 2 semaines de pause (schéma 4/2). Or, il a été montré que ce schéma
posologique est a 'origine de 51 % de réduction de dose et d’arrét définitif du traitement en
raison de toxicités sévéres . Dans ce contexte, des schémas d’administration alternatifs ont été
récemment testés dans le but d’améliorer la tolérance au sunitinib *” 1étude Rainbow a
récemment montré qu’un schéma posologique d’administration du sunitinib pendant 2 semaines
suivies d’une semaine de pause (schéma 2/1) permettait de réduire significativement la survenue

des toxicités séveres sans pour autant en modifier I'efficacité

sunitinib (40-60 heures) et de son métabolite actif SU12662 (80-110 heures), I’état d’équilibre

. Au vu des longues demi-vies du

n'est pas atteint a J14 pour le schéma posologique 2/1, ce qui suggére une activité
pharmacodynamique moindre qu’avec un schéma 4/2. L’analyse de ’évolution des profils
kinomiques aux différents jours de traitement (tout particulicrement ceux de J7 et J21) associée a
Pexposition plasmatique du sunitinib et du SU12662 pourrait permettre de mieux appréhender le

schéma 2/1 en termes de pharmacodynamie.

La seconde étude clinique portait sur des patients atteints de cancer bronchiques non-a petites
cellules (CBNPC) traités par nivolumab. I’évaluation de l'activité des sérine/thréonine kinases
(STK) des CMSP 2 semaines apres linjection de nivolumab (J14) a permis de distinguer 2
groupes de patients (C et D) au sein de la cohorte. Le groupe C était caractérisé par une
activation significativement plus importante de la protéine kinase Akt (protéine kinase B). Deux
parametres différentiaient les groupes C et D : un traitement antérieur par bevacizumab et le

nombre de lymphocytes T (IL'T) CDS8 circulants a J14.

Le bevacizumab pourrait étre un facteur impliqué dans la modulation de Pactivité d’Akt chez les
patients traités par nivolumab, alors que la différence du nombre de LT CDS8 serait plutot une
conséquence de cette modulation. Le bevacizumab est un anticorps qui se fixe au VEGF (vascular
endothelial growth factor) empéchant ainsi ’activation de la voie du VEGF/VEGFR. 1l en résulte une
diminution de l'expression du récepteur inhibiteur PD-1 a la surface des lymphocytes. En temps
normal, Dlinteraction du PD-1 avec son ligand entraine une inhibition de la voie
PI3K/Akt/mTOR responsable d’une diminution de la prolifération et de Iactivation

lymphocytaire. Le nivolumab va donc inhiber cette interaction et par conséquent entrainer une
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activation de la voie PI3K/Akt/mTOR. Selon notre hypothése, les patients n’ayant pas tecu
précédemment de bevacizumab (groupe C) exprimeraient plus fortement le PD-1 a la surface de
leurs lymphocytes. L’introduction du nivolumab entrainerait par conséquent une activation plus
forte de la voie PI3K/Akt/mTOR chez ces patients. Toutefois, au sein du groupe D, deux sous-
groupes peuvent ctre clairement distingués. Cependant, la répartition du nombre de patients
précédemment traités par bevacizumab n’est pas statistiquement différente entre ces 2 sous-
groupes, ce qui suggere lexistence d’autres facteurs susceptibles d’étre impliqués dans la
modulation d’Akt chez les patients traités par nivolumab. De plus, la SSP n’était pas
significativement différente entre les groupes C et D. Les essais de Phase 111 dans le CBNPC ont
montré que seule la SG était améliorée chez les patients traités par nivolumab par rapport au bras
controle (chimiothérapie). Il serait donc intéressant d’étudier par la suite le lien entre profils

d’inhibition et la SG, la médiane de la SG n’ayant pas été atteinte au cours de notre étude.

Par ailleurs, les patients précédemment traités par bevacizumab (groupe D) présentaient une
inhibition de la voie Akt/mTOR, se caractérisant par un nombre environ 3 fois plus important de
LT CDS8 circulants par rapport au groupe C. Les lymphocytes T CD8 naifs peuvent proliférer et
générer des lymphocytes T CD8 mémoires, indépendamment d’une stimulation antigénique, en
réponse aux cytokines I1.-17 ou IL-15 ou secondairement a une lymphopénie. Cette prolifération
des lymphocytes naifs T CD8 indépendante d’une stimulation antigénique est nommée
prolifération homéostatique et joue un role important dans le maintien du nombre de
lymphocytes T CDS8. Li ¢ al. ont montré que mTOR avait un role central dans la réponse T CD8
induite par la prolifération homéostatique et dans limmunité antitumorale **'. Nos résultats
confirment ces données puisque I'inhibition d’Akt et donc de mTOR était associée avec une
augmentation du nombre de lymphocytes T CD8. Pour soutenir notre hypothese, il serait
intéressant dans le futur d’effectuer a JO et J14 des immunophénotypages permettant de
distinguer et de quantifier les différentes sous-populations de LT CDS8 (naifs, effecteurs,

mémoires) chez des patients CBNPC traités par nivolumab.

Ce travail est le premier a notre connaissance a étudier les profils kinomiques des CMSP et plus
globalement de cellules circulantes. En effet, a ce jour tous les travaux concernant la recherche de
biomarqueurs par approche kinomique dans le cancer ont ét¢ menés exclusivement a partir de

tissu tumoral, provenant d’une biopsie ou d’une exérese.
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Au cours de nos deux études nous avons pu observer une différence entre les profils kinomiques
des CMSP de volontaires sains et de patients. Ainsi, les patients atteints de carcinome rénal
métastatiques (CCRm) présentaient des profils d’activité inférieurs a ceux observés chez les
volontaires sains. En revanche, les patients ayant un cancer du poumon non-a petites cellules
(CBNPC) présentaient une activité globale des kinases significativement plus forte que celle des
volontaires sains. A premicre vue, ces résultats peuvent paraitre contradictoires alors que ces
patients partagent une caractéristique physiologique commune, une forte exposition plasmatique
au VEGF par rapport aux volontaires sains *>*. Le VEGF est connu pour induire 'expression
de protéines de co-stimulations inhibitrices, tel que le PD-1, a la surface des lymphocytes ™.
Ces récepteurs inhibiteurs sont responsables d’une inhibition de voies de signalisations entrainant
lanergie des lymphocytes. En baseline, les patients CCRm présentent plutot une activité globale
faible des kinases et les patients CBNPC une activité globale plus forte. Plusieurs arguments
pourraient expliquer ces différences de profils. Premi¢rement, les kinases étudiées au sein de ces
deux cohortes étaient d’une part, les TK chez les patients CCRm et d’autre part, les STK chez les
patients CBNPC. Deuxiémement, les patients CCRm étaient naifs de tout traitement
contrairement aux patients CBNPC. En effet, ces derniers avaient tous regu au moins une
premicre ligne de traitement avant l'initiation du nivolumab, et principalement un sel de platine.
Or, les sels de platine sont connus pour activer la voie Akt/mTOR aussi bien au sein de la
tumeur que des lymphocytes *'*. De plus, 39 % des patients CBNPC avaient également recu du
bevacizumab en derni¢re ligne de traitement avant de débuter le nivolumab. Le bevacizumab est
un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF-A, ce qui entraine une diminution du taux de
PD-1 lymphocytaire et par conséquent une augmentation de lactivité des kinases. Ainsi,
I'administration de bevacizumab pourrait étre en partie responsable de Dactivité kinomique
supérieure observée chez les patients CBNPC par rapport aux volontaires sains, et ce d’autant
plus que les voies inhibées par le PD-1 impliquent essentiellement des STK. Dans ce contexte, il
semble donc difficile de comparer les profils kinomiques de CMSP de nos patients CCRm et
CBNPC. Pour répondre a cette question, il serait intéressant dans le futur d’évaluer les profils
kinomiques de CMSP chez des patients CBNPC naifs de tout traitement, afin de pouvoir

comparer leurs activités TK et STK a celles de nos patients CCRm.

Lors de I'’étude N°3, nous avons pu clairement identifier a partir des profils kinomiques les
patients CBNPC des volontaires sains, ce qui n’avait pas été le cas avec les patients atteints de
CCRm. Ce résultat peut paraitre surprenant puisque la cohorte de patients CBNPC était bien plus

hétérogene sur de nombreux points (histologie, présence de mutation activatrice, lignes de
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traitement) que celle des patients CCRm. Ceci souléve la question de savoir si cette différence de
profil kinomique entre les volontaires sains et les patients CBNPC est liée a aux caractéristiques
physiopathologiques du CBNPC ou aux lignes de traitements antérieures qui pourraient
directement impacter les voies de signalisation intra-lymphocytaires des patients CBNPC. Seule la
comparaison des profils kinomiques des activités STK de patients naifs atteints de CBNPC a

ceux des volontaires sains permettrait de répondre a cette question.

La méthodologie « on-chip » consiste a mettre en contact directement sur la puce, échantillon du
patient avec un inhibiteur de kinases (TK ou STK en fonction du type de puce utilisée). L’objectif
de cette méthodologie est de diminuer la variation interindividuelle observée initialement chez les
patients, en partie liée a un « effet puce ». Bien que la majorité des travaux rapportés dans la
littérature utilisent cette méthodologie pour la recherche de biomarqueurs dans le cancer, de

nombreuses questions subsistent.

Lors de notre premicre étude chez les patients CCRm, la méthodologie « o7-chip » a été appliquée.
Toutefols, aucun regroupement de patient n’a pu étre réalisé. Le manque de puissance statistique
(n=21 patients) pourrait expliquer en partie ce résultat. D’autre part, le choix de I'inhibiteur de
kinase déposé sur la puce ainsi que sa concentration pourrait également expliquer ce résultat.
Tout d’abord, il est important de rappeler que la méthodologie « on-chip » permet d’identifier un
biomarqueur prognostique et non prédictif. Dans ce contexte, le choix de la drogue utilisée pour
la méthodologie « on-chip » peut étre différent du traitement proposé au patient. Pour exemple,
Hilhorst e# a/. ont utilisé du sunitinib pour prédire la réponse de patients CBNPC traités par
etlotinib "', De méme, Tahiri e a/. ont effectué a partir de biopsies tumorales de mélanome des
tests on-chip sur des puces a TK avec du vemurafenib (un inhibiteur de BRAF) et du sunitinib.
Seules les analyses ex vivo avec le vemurafenib ont permis de distinguer les tumeurs sauvages des
tumeurs mutées BRAFV600E . Le sunitinib est un inhibiteur multikinase assez peu spécifique
", Les arbres kinomiques proposés dans notre étude N°1 ont permis de confirmer ce point et de
mettre également en évidence la faible spécificité du SU12662 (métabolite actif). Dans ce
contexte, 'utilisation d’un inhibiteur plus spécifique tel que le sorafenib (voir Figure 13, Chapitre
1) aurait peut étre permis d’identifier différents groupes chez les patients CCRm. Par ailleurs, le
choix de la concentration d’inhibiteur est probablement un point critique. Ainsi, le sunitinib a été
utilisé a la concentration de 2,5 uM et de 7,5 uM pour I'étude on-chip de tissu de cancer colorectal
2 et de mélanome ', respectivement. Ceci suggere que la concentration d’inhibiteur a utiliser est

dépendante du type de tissu étudié. Cependant, il est important de souligner que ces
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concentrations de sunitinib ne sont probablement pas retrouvées au sein de la tumeur. Prenons
pour exemple notre utilisation du sunitinib avec les CMSP : une concentration de sunitinib de
125 nM (50 ng/mL) est attendue dans le plasma a la posologie de 50 mg/j. Or le sunitinib est fixé
a 95 % aux protéines plasmatiques, ce qui signifie que la concentration libre de sunitinib attendue
dans le plasma est de Pordre de 6,25 nM. Il est donc fort probable de retrouver une concentration
intra-lymphocytaire plus faible encore en raison des phénomeénes d’efflux liés a la Pgp dont le
sunitinib est substrat. Dans notre article 1, nous avons utilisé une concentration de 1 uM, soit 160
fois plus importante. Les effets ex wivo du sunitinib ne sont donc probablement pas ceux
retrouvés s vivo.

La confrontation des résultats de la méthodologie « on-chip» a ceux des profils d’inhibition a
J21/J0 des patients CCRm traités par sunitinib permettra de clarifier en partie ce sujet.
L’ensemble de ces données souligne que ces études « oz-chip » pour la recherche de biomarqueurs
requierent le choix du bon inhibiteur a la juste concentration. Différents inhibiteurs devraient
donc étre testés en amont selon des études effet-dose afin de répondre a cette problématique.

Toutefois, le prix onéreux des puces reste un facteur limitant a la réalisation de ce type de test.

La méthodologie « on-chip » n’a pas pu étre appliquée pour le nivolumab étant donné sa nature
d’anticorps qui risquait d’une part d’entrainer des interférences avec les anticorps employés pour
la détection de phosphorylation des peptides, mais surtout par le fait que son mécanisme d’action
ne passe pas par I'inhibition directe dekinases. Pour I’étude N°3 menée chez les patients CBNPC,
nous avons donc tenté d’appliquer la méthodologie «on-chip» en utilisant du vemurafenib
(inhibiteur spécifique de BRAF). Il s’est avéré qu’a de faibles concentrations (entre 1 et 10 uM), le
vemurafenib avait tres peu d’effet sur le profil d’activité des STK des CMSP. L’utilisation de plus
fortes concentrations (40 et 80 uM) a entrainé une inhibition de nombreuses kinases, mais avec
une forte variabilité intra-échantillon probablement liée a des problemes de solubilité du
vemurafenib. Ces essais ont malheureusement rapidement été abandonnés pour une raison de
cout des puces. Au cours de I'étude N°3, des ratios entre les profils kinomiques obtenus en
baseline (J0) et a 14 jours apres la premicre injection de nivolumab (J14) ont été déterminés. Cette
méthode « iz vivo » présente deux avantages majeurs. D’une part, chaque patient est son propre
témoin ; d’autre part, elle permet d’observer I'effet pharmacodynamique 7z vzvo du médicament.
De cette fagon, deux groupes distincts (C et D) de patients ont été identifiés en fonction de leur
profil d’inhibition sous nivolumab. Bien qu’aucune association n’ait été observée avec la réponse
clinique (SSP, réponse objective), la caractérisation des deux groupes doit étre approfondie aussi

bien en termes d’efficacité clinique (survie globale) que de toxicités de type auto-immunes. Au
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total, cette méthode «zz wiwo» pourrait permettre de déterminer des biomarqueurs
pharmacodynamiques précoces de réponse (efficacité, toxicité) au traitement. Son désavantage
reste néanmoins la nécessité d’administrer le traitement en dépit du fait que ce dernier puisse
s’avérer inefficace ou toxique précocement.

Différents facteurs tels que 'exposition plasmatique au médicament, 'expression du PD-1 sur le
lymphocyte (comme précédemment évoqué, en relation avec l'administration antérieure de
bevacizumab) pourraient contribuer a la variabilité interindividuelle des profils d’inhibition STK
observés a J14 chez les patients CBNPC traités par nivolumab. Afin d’étudier l'influence de
Pexposition plasmatique au nivolumab sur le profil d’inhibition STK, il a été nécessaire de
développer une technique ELISA permettant de quantifier le nivolumab plasmatique chez ces
patients (Article 2). Cette technique reproductible et spécifique a permis de mettre en évidence
I'absence de différence significative d’exposition plasmatique entre les 2 groupes C et D,
suggérant que les différences de profils kinomiques sont inhérentes aux CMSP et non a la
concentration circulante du médicament. De la méme maniere, la concentration plasmatique de
sunitinib et de SU12662 a été déterminée a J21 par chromatographie liquide chez les patients de
étude N°1 **, De ce fait, 'exposition plasmatique au médicament pourra étre prise en compte
dans la future analyse des profils d’inhibition a J21 chez les patients CCRm traités par sunitinib.
Enfin, Pexpression du PD-1 sur les lymphocytes circulants pourrait également contribuer a la
variabilité interindividuelle des profils d’inhibition STK observés a J14 chez les patients CBNPC
traités par nivolumab. Il serait intéressant dans le futur de quantifier par Western Blot
Pexpression du PD-1 et de relier cette expression au profil d’inhibition a J14 pour étayer cette

hypothese.

La question se pose de I'utilisation en pratique clinique des profils kinomiques de CMSP chez des
patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie comme biomarqueur pharmacodynamique.
En effet, des outils plus simples existent aujourd’hui. Ainsi pour le sunitinib, le suivi
thérapeutique pharmacologique (STP) qui consiste a quantifier les concentrations plasmatiques
du sunitinib et du SU12662, représente actuellement le meilleur outil a disposition pour optimiser
la prise en charge thérapeutique. Concernant le nivolumab, 'expression immunohistochimique du
PD-L1 semble étre le meilleur candidat aujourd’hui. Toutefois ces outils simples présentent des
limites. Bien que le STP soit un marqueur pharmacodynamique, il ne traduit pas toujours Ieffet
du sunitinib sur sa cible. D’ailleurs, les études PK/PD peinent a montrer une relation entre
Pexposition plasmatique et Iefficacité clinique. Le taux d’expression de PD-L1 n’est pas un

marqueur dynamique et ne reflete donc pas leffet du nivolumab sur les lymphocytes. La

202



recherche de biomarqueurs pharmacodynamiques reste donc toujours d’actualité pour ces deux

médicaments.

Ce travail a permis, par le biais de 2 mod¢les, de démontrer que approche kinomique pourrait
étre une technique intéressante pour évaluer les effets pharmacodynamiques du médicament en
utilisant les CSMP comme matrice biologique. Cependant, dans un contexte de recherche
translationnelle, il est nécessaire que ce procédé soit utilisable en routine afin de guider les
cliniciens dans la prise en charge personnalisée des patients. L’isolement des CMSP est simple,
facilement accessible, peu invasif pour le patient et peu couteux. Cependant, cette technique reste
chronophage pouvant, de ce fait, nécessiter du personnel dédié. Une alternative serait 'utilisation
de tubes CPT (cell preparation tube) lors du prélevement, permettant de séparer immédiatement les
CMSP des autres cellules sanguines. Ces 2 méthodes permettent un isolement équivalent et de
haute qualité des CMSP . Cependant, les tubes CPT restent plus colteux que la technique
classique du Ficoll. Par ailleurs, le cott d’une puce PamChip® est de l'ordre de 450 euros soit
environ 100 euros par puits. Ceci peut paraitre onéreux, mais reste tout a fait raisonnable et est a
mettre en regard du prix du traitement médicamenteux et donc également des économies

résultant du choix d’un traitement mieux adapté initialement.

De maniére générale, une des limites de la kinomique est la standardisation de l'analyse et
Iinterprétation des données générées. Afin de répondre a ces problématiques la société PamGene
a créé le logiciel BioNavigator®™, un outil permettant la « visualisation » des données et d’effectuer
des analyses statistiques variées. Ce logiciel est uniquement disponible chez PamGene, il est donc
non accessible en ligne et payant contrairement au Bioconductor *** par exemple, qui est un
logiciel gratuit disponible en ligne pour le traitement de données provenant d’analyses
génomiques. De plus, Putilisation du BioNavigator® requiert des compétences en
bioinformatique, rendant difficilement accessible le traitement des données par des biologistes

sans formation préalable par PamGene.

L’approche kinomique permet de mesurer l'activité de kinases, cependant cette activité est
dépendante de nombreuses régulations (transcriptionnelles et post-transcriptionnelle par
exemple) '"’. Ceci souligne la nécessité de combiner les données de kinomiques avec des données
provenant de différentes techniques « omiques » ainsi que les données cliniques et histologiques
du patient. Cette vue d’ensemble permettrait une prise en charge optimale des patients atteints de

cancet.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail de doctorat est le premier a explorer la faisabilité et I'intérét d’utiliser des CMSP
comme matrice biologique pour la recherche future de biomarqueurs pharmacodynamiques par
approche kinomique chez des patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie. Notre étude
menée chez des patients atteints de CCRm a permis de montrer que le sunitinib
(antiangiogénique) et son métabolite actif (SU12662) inhibaient ex vivo 'ensemble des TK des
CMSP. De plus, les profils d’inhibition ex zivo étaient associés au score pronostic de Heng ainsi
qu’au ratio lymphocytaire J21/]J0. L’étude menée chez des patients atteints de CBNPC traités par
nivolumab  (inhibiteur de checkpoint immunitaire) a permis d’étudier les effets
pharmacodynamiques 7z vzvo du nivolumab sur les STK de CMSP. Apres une perfusion unique de
nivolumab, deux types de profils caractérisés par une variabilité interindividuelle de I'activité de
protéine Akt ont pu étre identifiés. Un traitement antérieur par bevacizumab pourrait étre un
facteur contribuant 2 cette modulation de lactivité de la voie Akt/mTOR, et le nombre de LT

CD8 circulants une conséquence de la modulation de Iactivité de cette voie.

L’ensemble de ces travaux permet de valider notre choix d’utiliser des CMSP pour la recherche
future de biomarqueurs pharmacodynamiques par approche kinomique. Dans un contexte de
médecine de précision, ces résultats ouvrent la voie vers l'utilisation de I'approche kinomique
comme outil d’optimisation et de suivi des traitements ciblés antitumoraux. Néanmoins, la
réalisation d’études cliniques selon les criteres de recommandations REMARK reste une étape
préalable pour pouvoir identifier des biomarqueurs prédictifs par approche kinomique au sein de

CMSP chez des patients traités par thérapie ciblée ou immunothérapie.
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RESUME en francais

L’identification de biomarqueurs prédisant la réponse au traitement est essentielle en

cancérologie. La recherche de tels marqueurs doit étre simple et peu invasive pour le patient. Les
cellules mononucléées du sang périphérique (CMSP) constituent donc une matrice de choix.
L’objectif de cette these a été Pévaluation des CMSP comme matrice biologique pour la recherche
de biomarqueurs par approche kinomique chez des patients atteints de carcinome rénal
métastatique (CCRm) ou de cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC), traités
respectivement par sunitinib ou nivolumab. Chez 21 patients atteints de CCRm, le sunitinib et
son métabolite actif inhibaient ex vivo de fagon variable la majorité des tyrosine kinases. Les
profils kinomiques étaient associés au score pronostic de Heng et au ratio J21/]J0 de lymphocytes
totaux apres début de traitement. Chez 28 patients atteints CBNPC, deux populations distinctes
ont ¢été identifiées, apres 15 jours de traitement par nivolumab, en fonction du profil kinomique
des Sérine/Thréonine kinases. Ces deux profils étaient associés au ratio lymphocytaire CD4/CD8
a J15, traduisant ainsi 'impact du nivolumab sur ces sous-types lymphocytaires. Ce travail a
permis de vwvalider Tlutilisation de CMSP pour la future recherche de biomarqueurs

pharmacodynamiques par approche kinomique chez des patients traités par sunitinib ou

nivolumab. Mots clefs : Kinomique, biomarqueurs, cancer, CMSP, sunitinib, nivolumab.

RESUME en anglais

Biomarker identification is essential in oncology to predict treatment response. The research of

such markers should be simple and none invasive for the patient. Therefore, peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) could be a good biological matrix. The objective of this thesis was to
evaluate PBMC as a biological matrix for biomarker research using a kinomic approach in
metastatic renal cell carcinoma (mRCC) or lung non-small cell cancer (NSCLC) patients, treated
with sunitinib or nivolumab, respectively. In 21 mRCC patients, sunitinib and its active
metabolite inhibited ex »ivo most of tyrosine kinases with a large interindividual variability.
Kinomic profiles were associated with Heng prognostic score and the D21/DO0 total lymphocytes
ratio after treatment start. In 28 NSCLC patients, two distinct populations were identified after
15 days of treatment with nivolumab, based on the kinomic profile of Serine / Threonine
kinases. These two profiles were associated with CD4/CD8 lymphocyte ratio at D15, reflecting
the nivolumab effect on lymphocyte subsets. This work suggests that PBMC can be used to seek

future pharmacodynamic biomarkers, using a kinomic approach in patients under sunitinib or

nivolumab therapy. Kev words : kinomic, biomarker, cancer, PMBC, sunitinib, nivolumab.
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