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Checkpoint inhibitors in metastatic papillary renal cell carcinoma (de-Vries-Brilland et al.

Cancer Treat Rev., 2021)
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Résumeé :
(PRCC) is the most common non-clear cell RCC
(nccRCC) and a distinct entity, although
heterogenous, associated with poor outcomes.
The treatment landscape of metastatic pRCC
(mpRCC) relied so far on targeted therapies,
mimicking previous developments in metastatic
clear-cell renal cell carcinoma. However,
antiangiogenics as well as mTOR inhibitors
retain only limited activity in mpRCC. As
development of immune checkpoint inhibitors
(IC1) is now underway in patients with mpRCC,
we aimed at discussing early activity data and
potential for future therapeutic strategies in
monotherapy or combination.

Papillary Renal Cell Carcinoma Expression of immune checkpoints such as PD-
L1 and infiltrative immune cells in pRCC could

provide insights into  their  potential
immunogenicity, although this is currently poorly
described. Based on retrospective and

prospective data, efficacy of ICI as single agent
remains limited. Combinations with tyrosine-
kinase
inhibitors, harbor promising response rates and
may enter the standard of care in untreated
patients. Collaborative work is needed to refine
the molecular and immune landscape of pRCC,
and pursue efforts
biomarker-driven clinical trials in these rare
tumors.

inhibitors, notably with anti-MET

to set up predictive

Comprehensive analyses of immune tumor microenvironment in papillary renal cell

carcinoma (soumis dans JTIC en février 2023)

Keywords : Immune tumor microenvironment; Immunotherapy; Papillary renal cell carcinoma;

MCP-counter; Biomarkers

Abstract : Background: Papillary Renal Cell
Carcinoma (pRCC) is the most common non-
clear cell RCC (nccRCC), and associated with
poor outcomes in the metastatic setting. In this
study, we aimed to comprehensively evaluate
the immune tumor microenvironment (TME),
largely unknown, of patients with metastatic
pRCC and identify potential therapeutic targets.
Methods: We performed quantitative gene
expression analysis of TME using MCP-counter
methodology, on 2 independent cohorts of
localized pRCC (n=271 and n=98). We then
characterized the TME, using
immunohistochemistry (n=38) and RNA-
sequencing (RNA-seq) (n=30) on metastatic
pRCC from the prospective AXIPAP trial cohort.
Results: Unsupervised clustering identified 2
"TME subtypes”, in each of the cohorts: the
‘immune-enriched” and the “immune-low”.
Within AXIPAP trial cohort, the “immune-
enriched” cluster was significantly associated
with a worse prognosis according to the

median overall survival to 8 months (95%ClI, 6-
29) versus 37 months (95%CI, 20-NA,
p=0.001).The 2 immune signatures, Teff and
JAVELIN Renal 101 Immuno signature,
predictive of response to immune checkpoint
inhibitors (CPI) in ccRCC, were significantly
higher in the “immune-enriched” group
(adjusted p<0.05). Finally, 5 differentially
overexpressed genes were identified,
corresponding mainly to B lymphocyte
populations.

Conclusion: For the first time, using RNA-seq
and IHC, we have highlighted a specific
immune TME subtype of metastatic pRCC,
significantly more infiltrated with T and B
immune population. This “immune-enriched”
group appears to have a worse prognosis and
could have a potential predictive value for
response to immunotherapy, justifying the
confirmation of these results in a cohort of
metastatic pRCC treated with CPIl and in
combination with targeted therapies.
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INTRODUCTION

1. Rationnel clinique

1.1. Le cancer du rein : généralités

Le carcinome rénal (RCC) représente 3% de tous les cancers (1). Au niveau
mondial, en 2020, le nombre de nouveaux cas de cancer du rein est estimé a 431 288
tous ages et sexes confondus. Le nombre de déces est estimé a 79 368 cas par an dans
le monde (2). En France, le cancer du rein est le 6e cancer le plus fréquent. Cela se
traduit par 15323 nouveaux cas par an dont 5589 déces par an (3). L'age et le sexe sont
deux facteurs de risque non modifiables, avec un sex-ratio de 1,5 homme pour 1 femme
et un pic d'incidence entre 60 et 70 ans (4). Il y a deux principaux facteurs de risque
modifiables du cancer du rein : le tabagisme et I'obésité (4,5). L'hypertension artérielle
a également été identifiée comme pouvant favoriser le cancer du rein et le contrdle de la
tension des patients hypertendus pourrait étre bénéfique (6). L'activité physique pourrait
réduire le risque de cancer du rein, notamment en réduisant I'obésité et I'hypertension
artérielle (7). Les patients qui ont une insuffisance rénale chronique ont un risque
augmenté de développer un cancer du rein (jusqu'a dix fois supérieur a celui de la
population générale), avec des atteintes fréquemment bilatérales et/ou multifocales
(8,9). La maladie métastatique est retrouvée chez environ 15% des sujets au moment
du diagnostic (10). Pres de 75% des patients atteints de RCC présentent une histologie
de carcinome rénal a cellules claires (ccRCC) et environ 25% une histologie de carcinome

rénal non a cellules claires (nccRCC) (11).



Les nccRCC correspondent a un groupe hétérogeéne de tumeurs avec des
caractérisations histologiques, moléculaires et pronostiques distinctes (12). Nous
distinguons 13 sous-types de nccRCC différents selon la classification OMS 2016 (13). La
classification OMS 2022 introduit la notion de classification moléculaire mettant en
évidence de nouvelles sous catégories de tumeurs rénales ; par exemple, le RCC
médullaire déficient en SMARCB1, le RCC a réarrangement TFEB, le RCC a réarrangement
ALK...(14). Le carcinome rénal papillaire (pRCC) reste le plus fréquent des cancers du
rein non a cellules claires (15). Il représente 10 a 15% des cancers du rein (16). Les RCC
chromophobes représentent 5 a 7% des RCC. Les autres sous-types, tels que les RCC
avec translocation Xp11/TFE3, les carcinomes médullaires et les carcinomes des canaux
collecteurs (ou tumeurs de Bellini) sont encore plus rares. Les caractéristiques
sarcomatoides sont courantes et peuvent étre trouvées indépendamment du sous-type

histologique (17).

1.2. Place du carcinome papillaire

Le carcinome rénal papillaire (pRCC), entité la plus fréquente des nccRCC, est
généralement circonscrit et caractérisé par une architecture papillaire ou tubulo-
papillaire, sans caractéristiques spécifiques d'autres carcinomes des cellules rénales a
architecture papillaire. Il se développe dans le cortex rénal de I'un ou I'autre des reins et
peut étre multifocal ou bilatéral (14).

De nombreuses tumeurs sont asymptomatiques et identifiées de maniére fortuite
lors d'examens d'imagerie (18,19). Les pRCC peuvent étre multifocaux ou bilatéraux,
notamment en cas d'insuffisance rénale chronique. La présence d'innombrables tumeurs

papillaires, généralement de bas grade et de morphologie basophile, fait envisager un
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carcinome rénal papillaire héréditaire ; cependant, des tumeurs multiples se produisent
en l'absence de ce syndrome.

La plupart des pRCC surviennent chez les adultes, mais leur apparition dans I'enfance est
possible.

Le pRCC n'a pas de facteurs étiologiques spécifiques définis qui different de ceux des
autres sous-types de cancer du rein ; cependant, ce type de tumeur est plus fréquent en
cas de maladie rénale chronique et de maladie kystique acquise (20,21). Un sous-
ensemble de tumeurs apparait dans le cadre d'un carcinome rénal papillaire héréditaire
avec une mutation germinale de MET (22-25).

Une consultation en oncogénétique est recommandée quel que soit I'age du patient et le

grade de la tumeur papillaire.

1.3. Anatomopathologie des carcinomes papillaires du rein

Selon la classification OMS 2016, le pRCC apparaissait trés hétérogéne, en se
distinguant en plusieurs sous types histologiques : les types 1, les types 2 et les tumeurs
papillaires non classables (26). Les carcinomes papillaires de type 1 sont les plus
fréquents, souvent multiples et bilatéraux. Macroscopiquement, ils apparaissent friables,
solides, jaune, marron. Ils sont constitués de cellules peu atypiques avec une architecture
tubulo-papillaire et une seule assise de petites cellules basophiles. Les carcinomes
papillaires de type 2 sont plus rares. Ils peuvent étre tout aussi friables mais sont souvent
mal limités avec de la nécrose importante. Leur architecture papillaire est associée a
plusieurs assises de cellules éosinophiles de grandes tailles, avec des noyaux globuleux
nucléolés et peu de macrophages (15,27,28) (Tableau 1). Les tumeurs papillaires non

classables sont des tumeurs qui possédent des caractéristiques mixtes, a la fois typiques
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des carcinomes papillaires de type 1 et de type 2, que ce soit au sein d'une méme cellule,
a I'échelle de la tumeur, ou a I'échelle moléculaire, les rendant ainsi difficiles a classer
(29).

Cependant, selon la nouvelle classification OMS 2022 (14), le diagnostic de
carcinome rénal papillaire semble plutot étre un diagnostic dit « d’élimination ». La
classification selon les sous-types histologiques 1 et 2 n’est plus recommandée (30). Les
pRCC restent moléculairement hétérogenes, allant de tumeurs de bas grade a des
tumeurs de haut grade (31), drivés par la présence ou |'absence de mutation MET.
Macroscopiquement, les pRCC sont bien circonscrits, avec ou sans capsule fibreuse, et ils
peuvent étre bilatéraux et/ou multifocaux. La surface de coupe brute peut étre jaune,
rouge-brun ou bigarrée, en fonction des différents composants, tels que I'hémorragie, la
nécrose, les macrophages spumeusx, le cholestérol ou I'némosidérine. La consistance peut
étre granuleuse, faisant allusion aux structures papillaires, ou friable, avec une nécrose
centrale variable ou une dégénérescence kystique. Les pRCC de haut grade sont plus
souvent solitaires et peuvent avoir un aspect plus blanc et fibreux (32-34).
Généralement, la présentation classique du pRCC (historiquement dans la catégorie de
type 1) présente des structures papillaires et tubulaires bordées de cellules cuboidales
avec un cytoplasme peu ou légérement basophile, conférant un aspect basophile global
a faible grossissement. L'immunohistochimie montre généralement un fort marquage
diffus pour AMACR, quel que soit le « sous-type ». Le marquage CK7 montre typiquement
une positivité substantielle, mais est diminué ou absent dans les tumeurs éosinophiles
(35). Les autres marqueurs souvent positifs sont la vimentine et le CD10. Devant toute

tumeur papillaire de haut grade, il est dorénavant recommandé systématiquement



d’éliminer toute anomalie TFE3 et FH, diagnostic considéré maintenant comme

différentiel (16).

1.4. Pronostic des carcinomes rénaux papillaires

Les facteurs pronostiques validés par les consensus de la Société Internationale
de Pathologie Urologique (ISUP) (36,37) et la classification OMS 2022 (14) se composent
surtout dorénavant du systeme de classement nucléolaire ISUP, avec une différenciation
sarcomatoide et / ou rhabdoide définissant une tumeur de grade 4, la nécrose et le stade
pTNM (38), tout comme validé dans le ccRCC (36,39).

Au stade localisé, les pRCC apparaissent de meilleur pronostic que les ccRCC,
méme si plusieurs grandes études ont rapporté des résultats contradictoires, avec une
survie sans métastases a 5 ans entre 87 et 95%, versus 69 a 86% pour les ccRCC (40-
42).

Au stade métastatique, le pronostic des nccRCC, comme des ccRCC, est stratifié
selon 3 groupes : bon, intermédiaire et mauvais pronostic (43) selon le score pronostique
MSKCC (Memorial Sloan Kettering Cancer Center) (44), et plus récemment du score IMDC
(International Metastatic RCC Database Consortium) (45). Ce dernier prend en compte
le performance status (PS) avec un indice de Karnofsky< 80%, un temps entre le
diagnostic et le traitement < 1 an, un taux d’hémoglobine inférieur a la normale, et des
taux de calcium corrigé, de plaquettes et de neutrophiles supérieurs a la normale. Les
patients atteints d'un nccRCC ont des taux de réponse significativement plus bas et une
médiane de survie sans progression et survie globale plus faibles que les patients atteints
d'un ccRCC (46,47). Méme si la plupart des études incluant des pRCC ne distinguent pas

les sous types histologiques ou sont discordantes, les tumeurs papillaires de type 1
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présentent habituellement une évolution lente, alors que les tumeurs papillaires de type
2 sont plus agressives (27,48-50) (Tableau 1). L'étude de Connor Wells et al,
représentant la plus importante cohorte de pRCC métastatiques traités en 1ére ligne
toutes thérapies ciblées confondues, met bien en évidence une survie globale (0S) et
une survie sans progression (PFS) moins bonnes dans les pRCC par rapport aux ccRCC
(13,8 mois vs 21,9 mois pour I'0OS et 4,7 vs 7,3 mois pour la PFS respectivement).
Cependant il n'est pas retrouvé de différence significative en termes d’0OS et de PFS entre

les pRCC de type 1 et de type 2 au stade métastatique (50).

1.5. Biologie des carcinomes rénaux papillaires

Les différences entre pRCC de type 1 et de type 2, ou encore bas grade et haut
grade, tant sur le plan anatomopathologique que pronostique, amenent a s'intéresser a
la caractérisation biologique de ces sous-types histologiques. Actuellement, il existe un
nombre limité de marqueurs moléculaires pouvant étre utilisés pour confirmer le
diagnostic de pRCC. Les pRCC présentent généralement des gains des chromosomes 7
et 17, et une perte du chromosome Y (16,51).

Bien que la plupart des nccRCC soient des tumeurs sporadiques, environ 5%
d’entre elles pourraient provenir de prédispositions génétiques (52). Historiquement, une
mutation germinale du géne c-MET menant a son activation constitutive a été décrite
dans des familles présentant un syndrome HPRCC (hereditary papillary RCC), caractérisé
par le développement de multiples carcinomes papillaires de type 1 (53). Méme lorsque
ces derniers sont sporadiques, des mutations germinales de ce géne ont été retrouvées
dans 13% des cas (54). De méme, des formes agressives de carcinomes papillaires de

type 2 peuvent s’inscrire dans un syndrome de prédisposition héréditaire, la
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léiomyomatose héréditaire (HLRCC), causée par une mutation germinale du géne codant
la fumarate hydratase (FH) (55).

L'étude récente du The Cancer Genome Atlas (TCGA) a partir d’analyses multi-
plateformes (génome, exome, transcriptome, méthylome, protéome) a permis d'affiner
la caractérisation de ces sous-types histologiques. En effet, il a été confirmé
I'identification de mutations somatiques de c-MET dans les tumeurs papillaires décrites
initialement de type 1, prédominant dans les tumeurs de bas grade, dans 17% des cas
(16). Outre les mutations du gene MET, le gain du nombre de copies du chromosome 7
est fréquent, puisqu'il se produit dans 45% a 75% des cas dans les pRCC sporadiques
(56). Les altérations MET semblent également étre enrichies dans les tumeurs présentant
le variant morphologique biphasique récemment décrit (57). Les pRCC de haut grade
peuvent présenter des altérations moléculaires telles qu'une mutation ou
hyperméthylation du promoteur de CDKN2A ou encore de NMYC ou une augmentation
de I'expression de la voie NRF2-antioxydant (ARE) (25%) (16,58,59) (Tableau 1). Des
mutations des génes impliqués dans le remodelage de la chromatine tels que PBRM1,
SETD2, BAP1, sont également couramment retrouvées (25 a 35%) (16). Cette analyse
de séquencage nouvelle génération des pRCC a également permis d'identifier des
mutations de ARID1A, membre du complexe de remodelage de la chromatine
switch/sucrose non fermentable (SWI/SNF), dans 20 % et 27 % des tumeurs papillaires
de type 1 et 2 respectivement (16). Le complexe SWI/SNF mammalien, y compris
ARID1A, bien que controversé dans le ccRCC (60), pourrait mériter des investigations
supplémentaires pour son role fonctionnel dans les variantes des pRCC et en tant que
biomarqueur prédictif potentiel dans les essais futurs (61). Une analyse par clustering a

été réalisée dans |'objectif d'identifier des sous-groupes de pRCC. 4 sous-ensembles ont



été mis en évidence (C1, C2a, C2b, and C2c), avec une valeur pronostique de plus en
plus péjorative. Le C1 comprenait principalement des tumeurs papillaires de type 1,
tandis que le C2a et le C2b comprenaient principalement des tumeurs papillaires de type
2. Le sous-groupe C2c comprenait uniqguement des pRCC de type 2 avec des tumeurs
associées au phénotype CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) (16). En effet, le
phénotype CIMP correspondant a une hyperméthylation des ilots CpG, a été décrit comme
constituant un sous-groupe distinct de pRCC de type 2 caractérisé par une faible survie
et une mutation du géne codant pour FH (16), diagnostic différentiel dorénavant.

Cette analyse a permis de mettre en évidence la complexité des pRCC et notamment
I'nétérogénéité des pRCC de type 2. Cependant, les progres dans les classifications

moléculaires n'ont pas encore été associés a des avancées thérapeutiques significatives.
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Architecture papillaire, plusieurs assises

Architecture de cellules éosinophiles de grande taille

Cytologie : Noyaux globuleux nucléolés
spumeux, lymphocytes, micro- Peu de macrophages spumeux
calcifications

:; —"-" ‘*‘:’. 4 \ét" -

Photographie

de l'aspect

microscopique

Immuno- EMA +, KL 14, V|ment|ne +, CK 7 +, EMA +, KL 1 +, Vimentine +, CK 7 +/-,
histochimie p504s +, RCC +/ CD10 +/-. p504s +/-, RCC -/+, CD10+/-.
Altera,t|o,n_s Gain Chromosome 7,17 Del Chromosome 9p
cytogénétiques
Altérations

A MET ; TERT ; CDKN2A/B ; EGFR SETD2 ; CDKN2A/B ; NF2 ; FH ; TERT
moléculaires
Formes familiales Géne MET muté dans HPRC Gene FH dans HLRCC
Pronostic Evolution indolente Evolution plus agressive

Tableau 1: Caractéristiques cliniques, pathologiques, moléculaires et
pronostiques des pRCC.
D‘aprés (14,15,17,27,62).



1.6. Theérapies ciblées et nccRCC

L'approche thérapeutique pour les patients atteints de nccRCC a historiquement
reflété celle des patients atteints de ccRCC. Selon les dernieres recommandations de
I'EAU (European Association of Urology) (63) et de I'ESMO mises a jour en 2021 (64), la
prise en charge thérapeutique des ccRCC métastatiques s'est profondément et
récemment modifiée, privilégiant maintenant des combinaisons systématiques en 1¢e
ligne, avec inhibiteurs de tyrosine-kinases (TKI) et inhibiteurs de checkpoints (CPI) pour
les pronostics favorables et TKI-CPI ou CPI-CPI pour les pronostics intermédiaires et
défavorables (65-68). En 2¢™e ligne, est privilégié un traitement par TKI selon le TKI mis

en 1% ligne, notamment par axitinib et cabozantinib (69) (Figure 1).

Advanced ccRCC

Intermediate- and
poor-risk IMDC groups

e : Ipilimumab-nivolumab [I, A; MCBS 4]*
Lenv‘a.tnr)lb-pembrqhzumab [l A MOBS 4] Len?/atinib—pembrolizumalg [I, A; MCBS !1]“»“
Axttinib=pembrolizuma 1, A; MCBS 41; Axitinib-pembrolizumab [1, A; MCBS 4]
Capozantinio=nivolumab)[l.A;MCBS 412 Gabozantinib-nivolumab [I, A; MICBS 4]

A VEGFR systemic therapy that has not
been given previously

Axitinib [111, B]
Cabozantinib [lII, B]
Lenvatinib—everolimus [lIl, B]
Pazopanib [IIl, B]
Sunitinib (111, B]
Tivozanib [IIl, B]

Figure 1 : 1ére et 2éme ligne de traitements systémiques dans les ccRCC selon

les recommandations de 'ESMO.

Purple: general categories or stratification; blue: systemic anticancer therapy. ccRCC, clear cell renal cell cancer; EMA,
European Medicines Agency; ESMO-MCBS, European Society for Medical Oncology-Magnitude of Clinical Benefit Scale;
FDA, Food and Drug Administration; IMDC, International Metastatic RCC Database Consortium; MCBS, ESMO-
Magnitude of Clinical Scale; VEGFR, vascular endothelial growth factor receptor. a- ESMO-MCBS v1.1 score for new
therapy/indication approved by the EMA or FDA. The score has been calculated by the ESMO-MCBS Working Group
and validated by the ESMO Guidelines Committee (https://www.esmo.org/quidelines/esmo-mcbs/scale-evaluation-
forms-v1.0-v1.1/scale-evaluation-forms-v1.1). b-FDA approved; not currently EMA approved.
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Les patients atteints de nccRCC ont été largement exclus des essais cliniques étant
donné I'hétérogénéité de cette population. La plupart des essais cliniques se concentrent
sur les ccRCC, de sorte que les options thérapeutiques et les données cliniques dans les
nccRCC sont plutdt limitées. En raison de la rareté et du petit nombre de patients dans
les différents sous-types non a cellules claires, les essais cliniques concernant cette
population ont été initialement largement limités aux études de phase 1I, la plupart étant
des études simple bras non randomisées (70-73). Jusqu'a présent, il n'existe que des
données limitées sur I'efficacité des thérapies ciblées dans les cas de nccRCC, avec une
activité modérée en termes de taux de réponse et de survie. Le traitement des nccRCC
reposent sur 3 essais randomisés, de faible effectif, comparant les traitements par
inhibiteur de mTOR tels que I'éverolimus ou temsirolimus et les traitements par inhibiteur
du VEGF tels que le sunitinib. Dans I'étude ASPEN, sur 70 pRCC, le taux de réponse
objective (ORR) était de 9% pour I'éverolimus et de 18% pour le sunitinib et I'0S était
de 13,2 mois contre 31,5 mois en faveur du sunitinib (74). Dans |'essai ESPN, sur 27
pRCC, I'ORR était de 3% pour |'éverolimus et de 9% pour le sunitinib, I'0S était de 14,9
mois contre 16,2 mois, également en faveur du sunitinib (75). Bien que les différences
n'aient pas atteint la significativité statistique, probablement en raison de la petite taille
des cohortes, ces petits essais randomisés suggerent un bénéfice pour l'inhibiteur de
VEGF comparé a un inhibiteur de mTOR dans les nccRCC. Dans I'étude de phase II,
RECORD-3, la séquence du sunitinib suivie de I'évérolimus a été comparée a la séquence
de I'évérolimus suivie du sunitinib chez les patients précédemment non traités avec un
RCC métastatique. Une analyse en sous-groupe des 66 patients nccRCC (dont 20 pRCC
dans chaque bras) a montré une tendance favorisant le sunitinib. La survie sans

progression était de 5,1 mois pour I'évérolimus contre 7,2 mois pour le sunitinib (HR
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1,54, 1C a 95% [0,86, 2,75]) (76). De plus, une méta-analyse, incluant les essais ASPEN
et ESPN, a confirmé la tendance a la supériorité du sunitinib sur I'évérolimus en termes
de PFS, bien que les résultats ne soient également pas significatifs (HR 1,30, IC a 95%
[0,91-1,86], p=0,15) (77). Malgré le manque de puissance pour des conclusions
définitives, ces résultats semblent confirmer I'efficacité de ces thérapeutiques dans les
nccRCC. De méme, deux études rétrospectives récentes ont évalué le cabozantinib,
inhibiteur multi tyrosine kinases, dont inhibiteur de MET, dans les nccRCC métastatiques,
incluant respectivement 30 et 112 nccRCC (78,79). Sur 112 patients dont 66 pRCC, les
résultats étaient plutdt encourageants avec un temps jusqu'a échec du traitement (TTF)

de 6,7 mois, une PFS de 7 mois et une OS de 12 mois (79).

1.6. Thérapies ciblées et pRCC

Les essais thérapeutiques concernant les nccRCC, bien que peu nombreux, ont
inclus des populations de patients hétérogenes. L'analyse spécifique des pRCC s’avere
alors encore plus rare.

Plusieurs études ont été menées sur des sous-ensembles spécifiques de patients
qui apportent un éclairage sur ces entités distinctes (Tableau 2). Dans |'étude de phase
II non randomisée, SUPAP, 61 patients atteints de pRCC naifs de traitement ont été
traités par sunitinib. La PFS médiane était de 6,6 mois (IC a 95% [2,8, 14,8]) chez les
patients atteints de pRCC de type 1 et de 5,5 mois (IC a 95% [3,8, 7,1]) chez les patients
atteints de pRCC de type 2. L'OS médiane était de 17,8 mois (IC a 95% [5,7, 26,1]) et
de 12,4 mois (IC a 95% [8,2, 16,0]), respectivement, chez les patients atteints de RCC
papillaire de type 1 et 2 (80). De méme, I'étude de phase II, RAPTOR, a étudié le rdle de

I'évérolimus en premiere ligne et a rapporté une OS médiane de 21,0 mois (IC a 95%
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[11,1, 28,0]) (81). Un autre inhibiteur de tyrosine-kinases (TKI), I'erlotinib, a été évalué
dans les pRCC, retrouvant un taux de réponse objective similaire aux 2 études
précédentes, de 11% (5 sur 45 patients, IC a 95% [3,24]). La survie globale semblait
meilleure avec une médiane de 27 mois (IC a 95% [13,36]) mais avec une toxicité non
moindre (82). Nous devons également citer I'étude frangaise multicentrique de phase II,
AXIPAP, ayant permis de mettre en évidence une efficacité encourageante de I'axitinib
en 1¢¢ ligne, notamment chez les pRCC de type 2, avec une toxicité acceptable. 45,2%
des patients atteints d’'un pRCC métastatique étaient non progressifs a 24 mois, avec une
ORR de 28,6% (95% CI [15.7,44.6]) correspondant a 35,7% pour les types 2 vs 7,7%
pour les types 1. La PFS était de 24,7 semaines (IC a 95% [21,38]) et I'0S de 18,9 mois
(95% CI[12.8, NR] (83). Enfin I'étude PAPMET, phase 2 randomisée, évaluant le sunitinib
versus cabozantinib versus crizotinib versus savolitinib, dans les pRCC, a permis de
positionner le cabozantinib en 1¢ ligne. Les deux derniers bras de cette étude ont été
abandonnés pour cause de futilité. Les résultats ont montré une PFS, critére de jugement
principal (CJP), significativement plus importante pour le cabozantinib par rapport au
sunitinib (9,0 mois (95% CI [6,12 mois]) contre 5,6 mois (95%CI [3,7 mois]), HR 0,60,
(95%CI [0.37,0.97]), p = 0,02). Le cabozantinib a également été associé a des ORR plus
élevés (23 % contre 4 % pour le sunitinib). L'OS médiane pour le cabozantinib et le
sunitinib était de 20 mois (IC 95 % 19,3 mois,NR) contre 16 mois (95%CI [13,22 mois]),
respectivement, différence cependant non significative (84).

Il a été également évalué des traitements inhibiteurs de MET, justifiés par la
mutation activatrice c-MET retrouvée dans les pRCC, préférentiellement somatique. Dans
I’étude de phase 2 évaluant le foretinib, les patients ont été stratifiés selon la présence

ou I'absence d'activation de la voie MET. Sur les 74 patients inclus, I'ORR était de 13,5%
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et la PFS médiane était de 9,3 mois. La présence d'une mutation MET germinale s’est
avérée étre hautement prédictive d'une réponse (50% vs 9%, avec et sans mutation MET
germinale respectivement) (85). De méme, le savolitinib, inhibiteur de la tyrosine kinase
MET hautement sélectif, évalué également par I'équipe de Choueiri, retrouvait une PFS
médiane de 6,2 mois (IC 95% [4,1 a 7 mois]) chez les patients atteints de pRCC-MET
mutée en somatique et de 1,4 mois (IC 95% [1,4 a 2,7 mois]) chez les patients atteints
de pRCC-MET indépendant (HR 0,33; IC a 95% [0,20, 0,52]) (86). Ces résultats
encourageants sont a ce jour non confirmés. En effet, I'étude de phase 3, SAVOIR,
évaluant le savolitinib au sunitinib semblaient favoriser le savolitinib, mais sans différence
significative en PFS, ORR et 0S. Cependant, le recrutement de cette étude a été fermé
prématurément et le nombre de patients randomisés a alors été limité (87). Enfin, I'étude
CREATE évaluant le crizotinib dans les pRCC de type 1 en prospectif retrouvait un ORR
de 50% chez les 4 patients mutés MET en somatique, versus 11% chez les patients non
mutés (88). Ces résultats ciblant la voie spécifique de MET apparaissent encourageants

dans les pRCC mais demandent encore a étre confirmés.

14



Auteurs Type de Nombre de N ORR PFS (mois) | OS (mois)
(étude) TKI lignes (%)
Ravaud et al. 61 NA NA NA
2015 sunitinib 1¢r ligne Type 1l: 15 13 6,6 17,8
(SUPAP (80)) Type 2 : 46 11 5,5 12,4
Escudier et al. 88 1 4,1 21,4
2016 éverolimus 1¢r ligne Type l: 14 NA 7,9 28
(RAPTOR (81)) Type 2 : 43 NA 51 24,2
Negrier et al. 42 26,2 6 18,9
2018 axitinib 1% ligne Type 1:13 7,7 5,2 NR
(AXIPAP (83)) Type 2 : 28 37,7 6 17,4
Pal et al.
2021 cabozantinib 1¢r ligne 44 23 9 20
(PAPMET (84))
Ggg%‘;” (estz‘;" erlotinib | Toutes lignes 45 11 NA 27
Tri ere eme
Chzoouleér'(se;)a" foretinib | 1 ”Z‘;ez 74 13,5 9,3 NR
Schoffski et al. Type 1:23 17 5,8 30,5
2017 crizotinib Toutes lignes MET+ : 4 50 NR NR
(CREATE (88)) MET-: 19 11 3,0 14,5
Choueiri et al. T : 109 / NA NA
2017 (86) savolitinib | Toutes lignes | MET+ : 44 18 6,2 NA
MET- : 65 0 1,4 NA
Choueiri et al.
2020 savolitinib 1% ligne 27 MET+ 27 7 NR
(SAVOIR (87))

Tableau 2 : Séries prospectives évaluant les traitements par thérapies ciblées
dans les pRCC.

N : nombre de patients. TKI : inhibiteurs de tyrosine-kinase. NA : non disponible. NR : non atteint. ORR :
taux de réponse objective (en %). PFS : survie sans progression (médiane, en mois). OS : survie globale
(médiane, en mois).

15



Ainsi, les recommandations dans la prise en charge thérapeutique de ces tumeurs ont
pu évoluer récemment (64) (Figure 2).

Advanced papillary renal cancer

Preferred option
Cabozantinib [I1, B]

Alternative option
Sunitinib [I1, B]
Pembrolizumab [lIl, B]
Savolitinib in MET-altered tumours [lll, C]

A systemic therapy that has not been given
previously

Cabozantinib [IV, C]
Sunitinib [IV, C]
Everolimus [IV, C]
Pembrolizumab [V, C]
Savolitinib in MET-altered tumours [IV, C]

Figure 2 : 1ére et 2éme ligne de traitements systémiques dans les pRCC selon

les recommandations de 'ESMO.
Purple: general categories or stratification; blue: systemic anticancer therapy. MET, mesenchymal-epithelial transition

1.7. Immunothérapie et nccRCC

Depuis 2015, I'immunothérapie par CPI a montré son intérét dans les cancers du
rein métastatiques a cellules claires, d'abord en 2éme ligne (89), puis plus récemment
comme standard de 1ére ligne, en combinaison (64). A l'instar du développement des
thérapies ciblées dans les nccRCC, ces agents n‘ont initialement pas été évalués dans les
nccRCC au sein d'essais d’enregistrement. La plupart des essais « pivots » évaluant les
CPI dans le RCC ont effectivement exclu les histologies non a cellules claires. Le rdle de

ces agents chez les patients atteints de nccRCC métastatiques n'a pas encore été défini.

a) Etudes rétrospectives

Nous retrouvons deux séries rétrospectives récentes mais avec une majorité de

petits effectifs concernant Iimmunothérapie et les nccRCC. Une étude rétrospective
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évaluant le cabozantinib versus nivolumab en 2éme ligne en vie réelle, a inclus 278
patients avec un RCC métastatique, issus de la base de données de I'IMDC dont 26
patients nccRCC dans le bras immunothérapie. Il n'est pas retrouvé de différence
significative tant sur I'0OS que la PFS entre les 2 bras (90). De méme, I'étude rétrospective
de Yip et al. publiée plus récemment évalue la réponse a lI'immunothérapie de 687
patients avec un RCC métastatique issus également de la méme base de données de
I'IMDC dont 65 patients nccRCC. Il y est retrouvé une différence significative en terme
d’'0S en 1lere ligne d'immunothérapie entre les ccRCC et les nccRCC, sans pouvoir
conclure que le sous-type histologique puisse étre un facteur prédictif a la réponse a
I'immunothérapie (91).

Deux études, restant rétrospectives mais évaluant Iimmunothérapie plus
spécifiquement dans les nccRCC ont également été publiées récemment. L'étude
rétrospective multicentrique américaine de Koshkin et al. a inclus 41 patients nccRCC
sous nivolumab dont 16 papillaires. Nous pouvons observer une réponse objective ou
une maladie stable principalement dans I'histologie papillaire, tubes collecteurs ou non
classifié ; mais également une progression de la maladie pour 64% des papillaires (92).
De méme, |'étude rétrospective de McKay et al. décrit des résultats similaires, avec 44
patients nccRCC inclus dont 14 papillaires ; 8 en réponse partielle ou maladie stable, et

6 en progression sous immunothérapie (93) (Tableau 3).

b) Etudes prospectives en monothérapie

Une étude de phase I, évaluant la réponse a l'atezolizumab, un anticorps
monoclonal PD-L1, a inclus 70 patients atteints de RCC, dont 10% (7 patients) avaient

une histologie nccRCC (94). L'ORR des patients évaluables présentant un ccRCC était de
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15%. Bien qu'aucune réponse objective n'ait été observée chez les patients présentant
un nccRCC, un patient a présenté une réponse continue en fonction de critéres de réponse
immunitaire. Les données issues d'études prospectives récentes ont confirmé l'activité
des CPI chez les patients atteints de nccRCC. Les premieres preuves proviennent de
I'essai Checkmate-374, qui a évalué le nivolumab en monothérapie chez les patients
atteints de nccRCC, parmi lesquels 24 sur 44 étaient des pRCC. L'ORR chez les patients
évaluables était de 14 %, dont 2 réponses partielles chez les pRCC (95). Cependant, la
plus grande étude prospective réalisée a ce jour sur les CPI en monothérapie dans les
nccRCC est I'étude de phase 2, Keynote-427, cohorte B (96). Cet essai ouvert, a un seul
bras, évaluant le pembrolizumab en 1¢¢ ligne, chez des patients atteints d'un nccRCC
avancé, a inclus 165 patients, avec un score de performance de Karnofsky > 70 %.
L'histologie a été confirmée par relecture centralisée, incluant 72% de papillaire (n =
118), 13% de chromophobe (n = 21) et 16% de non classifié (n = 21), parmi lesquelles
68 % appartenaient a des groupes de risque IMDC intermédiaire/bas et 62 % a des
groupes de risque IMDC élevé. 62 % étaient PD-L1+ (définis par un score positif combiné
[CPS] = 1). Les patients ont recu du pembrolizumab 200 mg IV toutes les 3 semaines
pendant 35 cycles (~2 ans) ou jusqu'a progression de la maladie, toxicité inacceptable
ou retrait. Aprés un suivi médian de 11,1 mois (intervalle de 0,9 a 21,3), la PFS médiane
était de 4,1 mois et I'OS médiane n'a pas encore été atteinte avec 72% des patients en
vie a 1 an. L'ORR était le critere d'évaluation principal et a été atteint dans 24,8% des
cas (95%CI [18.5,32.2]), dont 8 (4,8%) avec réponse compléete et 33 (20%) avec
réponse partielle dans I'ensemble de la cohorte. Chez les patients atteints d’un pRCC
métastatique, I'ORR était de 25,4% (95%CI [17.9,34.3]). La tolérance du pembrolizumab

était similaire et connue, avec une incidence limitée d'effets indésirables liés au
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traitement (TRAE) de grade 3-5, survenus chez 11 % des patients, dont 2 événements

fatals (pneumonie et arrét cardiaque) (Tableau 3).

c) Etudes prospectives en combinaison

De méme, plusieurs études prospectives évaluant des combinaisons de
traitements ont été présentées récemment. L'association atezolizumab et bevacizumab
a été évaluée dans une étude multicentrique de phase II, ouverte et a un seul bras chez
des patients atteints de nccRCC et ccRCC avec > 20% de cellules sarcomatoides. 60
patients ont été inclus, dont 42 nccRCC (papillaire n = 12, chromophobe n = 10, RCC
non classifié n = 9, RCC des tubes collecteurs n = 5, RCC avec translocation n = 5, autre
n = 1), dont 20 avaient déja regu un traitement systémique au préalable. L'ORR était de
33% (80%CI [25,42]), dans I'ensemble de la cohorte et de 26% (n=11) dans le sous-
groupe nccRCC (97) (Tableau 3). De méme, I'étude multicentrique de phase 1b,
COSMIC-021, a évalué l'association du cabozantinib avec [l'atezolizumab dans le
traitement des nccRCC. 32 patients ont recu du cabozantinib 40 mg per os tous les jours
et de I'atezolizumab 1200 mg IV toutes les 3 semaines, avec un suivi médian de 13,3
mois (de 8 a 35). Les sous-types histologiques comprenaient 15 papillaires, 9
chromophobes et 8 autres, et les groupes de risque IMDC étaient principalement
favorables (38%) ou intermédiaires (47%). Seuls 7 patients (22 %) avaient regu un
traitement antérieur par VEGFR-TKI. L'ORR confirmé selon RECIST v1.1 était de 31%
(80%CI [20,44]), dont 7 mpRCC, avec un DCR de 94%. La PFS médiane était de 9,5
mois (6.4, 18.3) (98) (Tableau 3). De méme, les résultats d'une étude de phase II
(NCT03635892) évaluant I'association cabozantinib et nivolumab en 1ée et 2¢me |igne,

chez des patients atteints de nccRCC, ont été présentés a I'ASCO 2021. La cohorte 1
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correspondant a 32 pRCC et 8 RCC non classable et RCC a translocation, a présenté un
ORR de 47,5 % (IC & 95 % [31.5, 63.9]), une PFS de 12,5 mois (IC & 95 % [6.3,16.4])
et une OS de 28 mois (IC a 95 % [16.3, NE]). Aucune réponse n'a été observée dans la
cohorte 2 avec I'histologie chromophobe. Il est intéressant de noter que les données
corrélatives de séquencage de I'exome cible ont révélé que 10/12 patients présentant
des mutations NF2 ou FH ont présenté une réponse objective (99,100) (Tableau 3).
Enfin, I'analyse préliminaire de la Keynote-B61, présentée récemment a I'/ESMO 2022,
étude de phase 2 a un seul bras (NCT04704219) évaluant le pembrolizumab et le
lenvatinib comme traitement de premiere intention chez les nccRCC, a montré une
activité antitumorale accrue. Le taux de PFS a 6 mois était de 72,3% (IC 95%
[60.7,81.0]) et le taux d'OS a 6 mois était de 87,8% (IC 95% [78.5,93.2]). Chez les 51
patients atteints de mpRCC, I'ORR était de 52,9 % (IC a 95 % [38.5, 67.1]) (101)

(Tableau 3).
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Type Molecule ORR SD PD PFS
Auteurs i . .. N TTF (mo) 0S (mo)
d'études d’'immunothérapie (%) (%) (%) (mo)
Koshkin et al. 41 nccRCC 7 (20) 10 (29) 18 (51) NA 3.5 NR
retrospective nivolumab
2018 (92) 16 pRCC 2 (14) 3(21) 9 (64) NA NA NA
McKay et al. _ toutes 44 nccRCC 8 (18) 15 (34) 21 (48) 4.0 NA 12.9
retrospective
2018 (93) (mono / combo) 14 pRCC 4 (28) 4 (29) 6 (43) 4.8 NA NA
de Vries-Brilland et al.
retrospective toutes (mono) 57 pRCC 6 (11) 18 (33) 31 (56) 3.1 NA 14.6
2019 (102)
Vogelzang et al. 2020 44 nccRCC 6 (14) 16 (36) 18 (41) NA 2.2 16.3
prospective nivolumab
(95) 24 pRCC 2(8) 9 (38) 11 (46) NA NA NA
McDermott et al. 165 nccRCC | 41 (25) NA NA NA 4.1 NR
prospective pembrolizumab
2021 (103) 118 pRCC 30 (25) 41 (35) 47 (40) NA NA NA
McGregor et al. 2020 atezolizumab + 42 nccRCC 11 (26) NA NA NA NA NA
prospective
(97) bevacizumab 12 pRCC 3 (25) NA NA NA NA NA
Powles et al. 2019 durvalumab +
prospective 41 pRCC 11 (27) NA NA NA 4.9 12.3
(104,105) savolitinib
McGregor et al. 2020 _ atezolizumab + 32 nccRCC 10 (31) 20 (63) 2 (6) NA 9.5 NA
prospective
(106) cabozantinib 15 pRCC 7 (47) NA NA NA NA NA
nivolumab + 40 nccRCC 19 (48) 20 (50) 1(3) NA 12.5 28
Lee et al. 2021 (99) prospective
cabozantinib 32 pRCC NA NA NA NA NA NA
Albiges et al. 2022 _ pembrolizumab + 82 nccRCC 39 (47) 26 (32) 9(11) NA NA NA
prospective
(101) lenvatinib 51 pRCC 27 (53) NA NA NA NA NA

Tableau 3 : Séries rétrospectives et prospectives évaluant 'immunothérapie dans les nccRCC dont les pRCC.

N : nombre de patients. NA : non disponible. NR : non atteint. nccRCC : Carcinome rénal non a cellules claires. pRCC : carcinome rénal papillaire. Le taux de réponse objective
(ORR), maladie stable (SD) ou maladie en progression (PD) sont définis selon les critéres RECIST v1.1. TTF : temps jusqu'a échec du traitement (médiane, en mois). PFS : survie
sans progression (médiane, en mois). 0S : survie globale (médiane, en mois).
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d) Etudes en cours

Plusieurs études sont en cours pour évaluer notamment les différentes
combinaisons possibles chez des patients atteints de nccRCC métastatiques. Considérant
que le pRCC est le principal sous-type histologique, ces études devraient fournir de
nouvelles informations sur l'activité des CPI (Tableau 4). A l'instar de la CM214 (65),
I"étude de phase 2, SUNNIFORECAST (NCT03075423), évaluant le nivolumab associé a
I'ipilimumab en 1¢ ligne métastatique, est en cours d'inclusion (107). L'étude ANZUP-
1602 (NCT03177239) est un essai de traitement séquentiel de phase II en cours chez les
nccRCC métastatiques. L'étude se déroule en deux parties : dans un premier temps, les
patients regoivent le nivolumab seul. Si ce traitement n'est pas efficace, les patients
peuvent passer a la deuxieme partie de I'essai, ou ils regoivent nivolumab + ipilimumab
(108). D'autres études évaluent d'autres associations de TKI en combinaison avec les
CPI. L'essai CONTACT-03 est une étude de phase III, multicentrique, randomisée et
ouverte, congue pour évaluer I'efficacité et la sécurité de I'atezolizumab administré en
association avec le cabozantinib par rapport au cabozantinib seul chez les participants
atteints d'un RCC inopérable dont les pRCC, localement avancé ou métastatique, qui ont
connu une progression tumorale radiographique pendant ou apres un traitement par CPI
en 1¢e ligne (NCT04338269). L'étude LENKYN (NCT04267120) évaluera, comme la
KEYNOTE B-61, le lenvatinib en association avec le pembrolizumab chez des sujets
atteints d'un nccRCC avancé non traité. Suite aux développements dans le mccRCC, les
triplets sont également a I'étude dans le nccRCC, avec une étude de phase 2 sur le
cabozantinib en association avec le nivolumab et l'ipilimumab dans les cas de nccRCC

avancés (NCT04413123).
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Numéro Type Bras expérimental Bras Taille
d’enregistrement | d’'études controle d’échantillon
attendue
NCT03075423 II nivolumab-ipilimumab sunitinib 306 nccRCC
NCT03177239 II nivolumab, - 85 nccRCC
followed by nivolumab-ipilimumab
NCT04413123 II nivolumab-ipilimumab-cabozantinib - 40 nccRCC
NCT04267120 II pembrolizumab-lenvatinib - 34 nccRCC
NCT05411081 II atezolizumab-cabozantinib cabozantinib 180 pRCC
NCT05096390 II pembrolizumab-axitinib axitinib 72 pRCC
NCT04338269 I1I atezolizumab-cabozantinib cabozantinib 500 RCC
NCT05043090 I1I durvalumab-savolitinib sunitinib 220 pRCC

Tableau 4 : Etudes prospectives en cours d’inclusion évaluant I'immunothérapie

dans les nccRCC dont les pRCC.
nccRCC : Carcinome rénal non a cellules claires. pRCC : carcinome rénal papillaire. RCC : carcinome rénal

1.8. Immunothérapie et pRCC

A I'heure actuelle, une seule série rétrospective a évalué I'immunothérapie en
monothérapie spécifiquement dans les pRCC. 57 patients atteints de pRCC métastatiques
ont été inclus. L'histologie incluait 16 (28%) pRCC de type 1, 34 (60%) pRCC de type 2,
et 7 (12%) pRCC non classifiés. Le traitement par CPI a été utilisé en premiére ligne chez
4 patients (7%), en deuxieme ligne chez 32 patients (56%) et en troisiéme ligne ou au-
dela chez 21 patients (37%). Avec un suivi médian de 12 mois (IC95 % [9.9,21.0]), la
médiane de temps jusqu'a échec du traitement (TTF), CIP, était de 3,1 mois (IC95 %
[2.7,5.0]). Parmi les 55 patients évaluables pour I'ORR, il a été noté une réponse
compléte ou partielle chez 6 patients (11%), une maladie stable chez 18 patients (33%)
et une maladie progressive chez 31 patients (56%). L'OS médiane était de 14,6 mois
(IC95% [9.0, NR]) (Tableau 3). Des TRAE de grade 3-4 ont été notés chez 6 patients

(10%) conduisant a I'arrét du traitement, aucun TRAE de grade 5 n'a été observé (102).

23



Malgré une activité limitée des CPI en monothérapie chez les pRCC, cette étude a permis
d’entrevoir 'intérét de ce traitement dans les pRCC, confirmée par la suite par I'analyse
du sous-groupe papillaire de la KEYNOTE-427 cohorte B (n=118) (96), ou I'ORR était de
25,4% chez les patients traités par CPI en 1¢¢ ligne. Cela souligne I'importance d’évaluer
ces traitements spécifiquement dans cette population.

Par ailleurs, a partir du rationnel que la cible MET puisse avoir un impact sur
I'immunité anti-tumorale par la régulation de I'axe du VEGF et I'activation des
macrophages, il peut étre intéressant de pouvoir I'évaluer en combinaison avec les CPI
(109,110). Nous pouvons alors citer I'étude CALYPSO, phase 1/2, a un seul bras, qui
évalue la combinaison durvalumab, anti-PDL1, associé au savolitinib, inhibiteur de MET,
dans les pRCC métastatiques. Les patients ont recu un traitement de 4 semaines avec le
savolitinib 600 mg tous les deux jours, avec I'ajout ultérieur du durvalumab 1500 mg
toutes les 4 semaines. 41 patients ont été traités dont 68% en 1¢ ligne. La plupart des
patients présentaient un score IMDC favorable (29%) ou intermédiaire (63%). Jusqu'a
12 % des patients n'ont jamais recu de durvalumab en raison d'une progression clinique
pendant la 1¥¢ phase de mise en route du savolitinib seul. Aprés un suivi médian de 14,3
mois, I'ORR était de 27% avec une PFS médiane de 4,9 mois (IC a 95% [2.5, 12.0]) et
une OS médiane de 12,3 mois (IC a 95% [5.8, 21.3]) (Tableau 3). Il est important de
noter que I'analyse exploratoire des biomarqueurs a montré que I'expression de PD-L1
et de MET n'était pas associée a un taux de réponse plus élevé ou a une survie globale
plus longue, ce qui met en évidence les défis sous-jacents a la sélection des patients pour
les schémas d'association (105,111). A la suite de cet essai, I'étude SAMETA
(NCT05043090), phase 3, est en cours d'inclusion pour évaluer chez les pRCC

métastatiques MET+, en 1% ligne, I'association durvalumab + savolitinib versus sunitinib
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(versus durvalumab). Le CJP est la PFS entre le bras combinaison versus le sunitinib
(Tableau 4). Deux autres essais de phase 2, randomisés, sont en cours concernant
spécifiquement les pRCC, et évaluant des combinaisons CPI-TKI en traitement de 1°¢e
ligne. L'essai PAPMET 2 (NCT05411081), évalue la combinaison atezolizumab +
cabozantinib versus cabozantinib. Cet essai a pour objectif de recruter 200 patients avec
comme CJP la PFS (Tableau 4). Enfin, I'essai PAXIPEM (NCT05096390) évalue le
pembrolizumab + axitinib versus axitinib dans les pRCC de type 2, avec comme CIP le

taux de réponse a 6 mois (Tableau 4).

Ce sujet de I'immunothérapie dans les pRCC métastatiques a fait I'objet d'une

revue que nous avons pu publier dans le journal Cancer Treatment Reviews en 2021,

insérée ci-dessous.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC (nccRCC) and a distinct entity,
Metastatic papillary renal-cell cancer although heterogenous, associated with poor outcomes. The treatment landscape of metastatic pRCC (mpRCC)
Immunotherapy

relied so far on targeted therapies, mimicking previous developments in metastatic clear-cell renal cell carci-
noma. However, antiangiogenics as well as mTOR inhibitors retain only limited activity in mpRCC. As devel-
opment of immune checkpoint inhibitors (ICI) is now underway in patients with mpRCC, we aimed at discussing
early activity data and potential for future therapeutic strategies in monotherapy or combination. Expression of
immune checkpoints such as PD-L1 and infiltrative immune cells in pRCC could provide insights into their po-
tential immunogenicity, although this is currently poorly described. Based on retrospective and prospective data,
efficacy of ICI as single agent remains limited. Combinations with tyrosine-kinase inhibitors, notably with anti-
MET inhibitors, harbor promising response rates and may enter the standard of care in untreated patients.
Collaborative work is needed to refine the molecular and immune landscape of pRCC, and pursue efforts to set up
predictive biomarker-driven clinical trials in these rare tumors.

Checkpoint inhibitors

Introduction

Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the second most common
RCC subtype and accounts for up 15% of all RCC [1,2]. Historically,
PRCC has been associated with adverse outcomes compared to more
common clear-cell tumors (ccRCC), mainly when metastatic, consistent
with their categorization in non-clear cell RCC (nccRCC) encompassing
aggressive and rare RCC subtypes [3-5]. The International mRCC
Database Consortium (IMDC) prognostic model was effective in strati-
fying patients with metastatic pRCC (mpRCC), like patients with
mccRCC, into favorable-, intermediate-, and poor-risk outcomes [6,7].
However, the use of this classification is limited in nccRCC because the
group is heterogeneous and samples in each group were small. The
IMDC groups in mpRCC have been described independently of histo-
logical subtypes. Metastatic pRCC were most often classified as inter-
mediate prognosis group, with no difference distribution subtypes across
the risk groups demonstrated [8,9].

Based on pathological assessment, pRCC are routinely classified in 3
subtypes: type 1, commonly associated with multiple or bilateral small
tumors with a favorable prognosis and few metastatic development, type
2, commonly more aggressive and associated with a dismal prognosis,
and unclassified pRCC [10]. Although associated sarcomatoid change is
rare (1.9 to 3%) [11,12], it has a worse prognosis [13].

In this era of precision oncology, several studies aimed at investi-
gating molecular events specific to pRCC subtypes. Type 1 pRCC have
been typically associated with MET alterations [14]. Recurrent alter-
ations of SETD2, EGFR, CDKN2A, NF2, TERT, and FH were also
described and occurred more frequently in type 2 pRCC, suggesting
deregulation of chromatin remodelling and activation of the cell cycle
and MAP kinases pathway [2]. This next-generation sequencing analysis
of pRCC identified ARID1A mutations, member of the switch/sucrose
nonfermentable (SWI/SNF) chromatin-remodeling complex, in 20% and
27% of papillary type 1 and 2 tumors, respectively [2]. Mammalian
SWI/SNF Complex, including ARID1A, although controversial in the
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ccRCC [15], could merit additional investigations for its functional role
in pRCC variants and as a candidate predictive biomarker in future trials
[16]. A cluster-of-clusters analysis was performed using the various data
types to identify pRCC subgroups. Four subgroups were identified (C1,
C2a, C2b, and C2c) and were associated with progressively worse overall
survival. C1 included primarily papillary type 1 tumors, while C2a and
C2b included primarily papillary type 2. Subgroup C2c included only
type 2 pRCC with CpG Island Methylator Phenotype (CIMP)-associated
tumors, which had the lowest overall survival [2]. This analysis, which
elucidated the complexity of pRCC and the heterogeneity of type 2 pRCC
specifically, could have significant implications for the design of future
clinical trials and the development of targeted therapies for mpRCC.

However, advances in molecular classifications have not yet been
associated with meaningful therapeutic advances.

The treatment landscape of metastatic mpRCC relies so far on tar-
geted therapies, mimicking previous developments in mccRCC. How-
ever, antiangiogenics as well as mTOR inhibitors retain only limited
activity in mpRCC. New hopes have been fueled by immune checkpoint
inhibitors (ICI) that have been successfully developed in mccRCC. Of
those, the anti-programmed-death 1 (PD-1) nivolumab improved overall
survival against everolimus in pretreated mccRCC [17], while combi-
nation therapies improved outcomes against sunitinib in patients with
untreated mccRCC. As development of ICI is now underway in patients
with mpRCC, we aimed at discussing early activity data and potential for
future therapeutic strategies in monotherapy or combination.

Historical management of mpRCC

The therapeutic management for patients with metastatic nccRCC,
on which rely current strategies for mpRCC, has historically been similar
to mccRCC, with few dedicated trials [1,18-20]. Only three first-line
randomized studies randomly assigned sunitinib and everolimus in
nccRCC (ASPEN [21], ESPN [22], RECORD-3 [23]). A meta-analysis of
the three randomized studies supported the use of vascular endothelial
growth factor receptor (VEGFR)- tyrosine kinase inhibitors (TKI) and
favored sunitinib over everolimus as a reference treatment for first-line
therapy [4]. A few non-randomized phase 2 studies, evaluating targeted
therapies, have been carried out specifically in mpRCC. Those evaluated
sunitinib (SUPAP [8]), everolimus (RAPTOR [24]) as well as axitinib
(AXIPAP [9]) as first-line agents, with median progression-free survival
(PFS) ranging from 6.6 to 7.9 months for type 1 and 5.1 to 6.2 months for
type 2 pRCC, median overall survival (OS) from 17.8 to 28 months for
type 1 and 12.4 to 24.2 months for type 2.

More recently, gene alterations including MET mutations or ampli-
fications fostered the development of MET-driven therapeutic strategies
[14]. A number of kinase inhibitors targeting MET (among other kinases
such as VEGFR) have been evaluated in mpRCC [25]. Cabozantinib in-
hibits receptor tyrosine kinases that regular tumor cell growth, angio-
genesis, and immune cell function, including MET, VEGFR, and the TAM
family of kinases (TYRO3, AXL, and MERTK). In a retrospective study,
single-agent cabozantinib has demonstrated clinically meaningful ben-
efits across all subtypes of nccRCC, with an objective response rate
(ORR) of 27% and a 6.9-month Time-to-Treatment Failure (TTF) in
mpRCC [26]. In a prospective phase 2 study, these results have recently
been confirmed specifically in mpRCC, with a significantly higher ORR
(23 vs 4%) and significantly longer PFS (9 vs 5.6 months), compared
with sunitinib [27]. Similarly, in 74 patients with mpRCC treated with
foretinib, the ORR was 13.5% and the median PFS was 9.3 months. The
presence of germline MET mutation was found to be highly predictive of
response (50% vs 9%, with and without germline MET mutation
respectively) [28]. Savolitinib, a highly selective MET tyrosine kinase
inhibitor, has been evaluated in 109 patients, among whom 44 had MET-
driven disease, defined as chromosome 7 copy gain, focal MET or HGF
gene amplification, or MET kinase domain mutations. Median PFS (6.2
vs 1.4 months) and ORR (18% vs 0%) were higher in patients with MET-
driven tumors compared with those who had non-MET driven tumors
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[29]. Unfortunately, randomized trials did not confirm the superiority of
these agents in selected patients with PFS, OS and ORR not statistically
different between savolitinib versus sunitinib in the SAVOIR phase 3
trial [30]. However, this study enrollment was closed early and the
number of patients randomized was limited.

Biological rationale for the use of ICI in mpRCC

Expression of immune checkpoints and infiltrative immune cells in
pRCC may provide insights into their potential immunogenicity. First,
the expression of PD-L1 by tumor cells, including in RCC, may contribute
to their modulation and escape from the immune response. In 2016, a
systematic review and meta-analysis of 6 studies and including 1323
cases established a negative prognostic role of elevate level of PD-L1
tumor expression in RCC [31]. The expression of PD-L1 was signifi-
cantly greater in clear cell renal tumors than non-clear cell tumors
(24.2% of clear cell tumors compared to 10.9% of non-clear cell tumors)
[31]. In addition, it has been demonstrated discrepancies between PD-
L1 expression between the primary tumor and the metastases [32].
Mori et al [33] reported on the predictive value of PD-L1 expression in
patients with mccRCC treated with first-line ICI combinations [34,35].
However, this predictive value remains debated [36]. To date, there are
no data on PD-L1 expression and response to treatment in pRCC. An
heterogeneous expression of the immune checkpoint PD-L1 was
described in pRCC [37]. Indeed, in 50 primary tumors, PD-L1 expression
on tumor cells (>5%) and tumor infiltrative mononuclear cells (>0%)
was found in 10% and 60%, respectively. The frequency of PD-L1-
positive cases have been reported to be higher in type 2 (36%) than in
type 1 (22%) pRCC [38]. While sample size of these series remains
limited, they are the first evidence that the PD-L1/PD-1 axis may be
active and targetable in pRCC. Characteristics of the immune infiltrate
have also been described with a little information in pRCC [39,40],
highlighting 2 predominant profiles: inflammatory cluster with elevated
Th17 and Thl genes, or depleted lymphocyte cluster with a more
prominent macrophage signature [41]. An immune signature based on
the expression of Th2 genes, non-cytotoxic auxillary lymphocytes, has
also been described showing that rare pRCC subtypes harboring a CIMP
may have an increased expression of this signature, questioning the
potential role of ICI in this context [42]. It is yet unknown whether the
immune infiltration would be linked to the mutational burden of pRCC,
which has been shown to be similar to ccRCC in current molecular
studies [42]. While further data is awaited from prospective trials, these
studies constitute growing evidence that the immune microenvironment
may plan a key role in pRCC and support the investigation of ICI for
patients with mpRCC.

Retrospective data on ICI activity in patients with mpRCC

Several retrospective series have reported about ICI-treated patients
with nccRCC, providing first evidence of activity in this setting
(Table 1). The cohort from Koshkin and colleagues evaluated single-
agent nivolumab in forty-one patients including 16 with mpRCC.
Among 35 patients who were evaluable for best response, 7 (20%) had
partial response (PR) and 10 (29%) had stable disease (SD). Responses
were observed in papillary subtypes with 2 PR (14%) and 3 SD (21%).
Median PFS was 3.5 months and median OS was not reached in the
entire cohort [43]. The cohort from McKay reported an ORR of 28% in
mpRCC (n = 4/14) treated with various PD-1/PD-L1-blocking agents,
either alone or in combination with ipilimumab or VEGF-targeted
therapy. In mpRCC patients treated with single-agent PD-1/PD-L1 in-
hibitor, the ORR was 18% (n = 2/11; 90% confidence interval (CI),
3-47%). In the overall cohort, the median TTF was 4.0 months (95% CI,
2.8-5.5) and median OS was 12.9 months (95%CI 7.4-not reached)
[44]. The largest multicenter retrospective cohort included 57 patients
with mpRCC treated with ICI monotherapy. Among those, 16 (28%) had
type 1 pRCC, 34 (60%) type 2 pRCC, and 7 (12%) unclassified pRCC.
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Table 1
Retrospective and prospective series evaluating immunotherapy in metastatic nccRCC, including pRCC.
Authors Status Type of Inmunotherapy N ORR (%)  SD (%) PD (%) TTF(mo) PFS(mo) OS(mo)
Koshkin et al. 2018 [43] retrospective nivolumab 41 nccRCC 7 (20) 10 (29) 18 (51) NA 3.5 NR
16 pRCC 2(14) 3(21) 9 (64) NA NA NA
McKay et al. 2018 [44] retrospective  all (monotherapy or combination) ~ 44 nccRCC 8(18) 15 (34) 21(48) 4.0 NA 12.9
14 pRCC 4 (28) 4 (29) 6 (43) 4.8 NA NA
de Vries-Brilland et al. 2019 [45] retrospective all (monotherapy) 57 pRCC 6 (11) 18 (33) 31 (56) 3.1 NA 14.6
Vogelzang et al. 2020 [46] prospective nivolumab 44 nccRCC 6 (14) 16 (36) 18(41) NA 2.2 16.3
24 pRCC 2 (8) 9 (38) 11 (46) NA NA NA
McDermott et al. 2021 [47] prospective pembrolizumab 165nccRCC 41 (25) NA NA NA 4.1 NR
118 pRCC 30 (25) 41 (35) 47 (40) NA NA NA
McKay et al. 2019 [49] prospective atezolizumab + bevacizumab 36 nccRCC 9 (25) 18 (50) 9 (25) NA NA NA
14 pRCC NA NA NA NA NA NA
Powles et al. 2019 [53,54] prospective durvalumab + savolitinib 41 pRCC 11 (27) NA NA NA 4.9 12.3
McGregor et al. 2020 [50] prospective atezolizumab + cabozantinib 30 nccRCC 10 (33) 18 (60) 2(7) NA 9.5 NA
15 pRCC 7 (47) NA NA NA NA NA

N: number of patients. NA: not available. NR: not reached. nccRCC: Renal non-clear cell carcinoma. pRCC: papillary renal carcinoma. The objective response rate
(ORR), stable disease (SD) or disease in progression (PD) are defined according to the RECIST v1.1 criteria. TTF: time to treatment failure (median, month). PFS:
progression-free survival (median, in months). OS: overall survival (median, in months).

With a median follow up of 12 months (95%CI 9.9-21.0), the median
TTF was 3.1 months (2.7-5.0) and median OS 14.6 months (95% CI 9.0-
not reached). Among the 55 patients evaluable for ORR, best response
was complete response (CR) or PR in 6 patients (11%) and SD in 18
patients (33%) [45].

Prospective clinical trials evaluating single-agent ICI in mpRCC

Data emerging from prospective studies confirmed activity of ICI in
patients with mpRCC (Table 1). First evidence came from the
Checkmate-374 trial, which evaluated nivolumab monotherapy in
nccRCC, among which 24 of 44 were pRCC. The ORR in evaluable pa-
tients was 14% including 2 PR in papillary histology [46]. Further in-
sights into PD-1 inhibition arised from the largest prospective trial to
date for single-agent ICI in nccRCC; cohort B of the Keynote-427 phase 2
study [47]. This single-arm, open-label trial of pembrolizumab in pa-
tients with advanced nccRCC included 165 patients with histologically
confirmed untreated nccRCC with a Karnofsky performance score >
70%. Histology was confirmed by central pathology review and con-
sisted in papillary (72%, n = 118), chromophobe (13%, n = 21) and
unclassified (16%, n = 26) tumors, among which 68% belonged to in-
termediate/poor IMDC risk groups, and 62% were PD-L1+ (defined by
combined positive score [CPS] > 1). Patients received pembrolizumab
200 mg IV Q3W for 35 cycles (~2 year) or until progressive disease,
unacceptable toxicity, or withdrawal. At a median follow-up of 11.1
months (range 0.9-21.3), median PFS was 4.1 months and the median
OS has not yet been reached with 72% of patients alive at 1 year. Overall
response rate was the primary endpoint and was achieved in 24.8%
(95%CI 18.5-32.2) of patients, including 8 (4.8%) with CR and 33
(20%) with PR in the entire cohort. RNA-sequencing-based, T-
cell-inflamed GEP signature was significantly associated with ORR (p =
0.002) [48]. In patients with mpRCC, ORR was 25.4% (95%CI
17.9-34.3). The safety of pembrolizumab in this setting was similar to
that of other tumor types, with limited incidence of grade 3-5 treatment-
related adverse events (TRAEs), which occurred in 11% of patients
including 2 fatal events (pneumonia and cardiac arrest).

Combination trials of ICI in mpRCC

The combination of ICI and TKI has been shown to be synergistic in
preclinical models, in which anti-angiogenic effects of TKI, through
vasculature normalization, lead to increased T effector lymphocyte
infiltration within the tumor, and decreased infiltration of pro-tumor
myeloid cells. The combination of atezolizumab and bevacizumab has
been evaluated in a multicenter, phase II, open-label, single arm study in
patients with nccRCC and ccRCC with > 20% sarcomatoid

differentiation [49]. Fifty-two patients were enrolled, of whom 36 had
nccRCC (papillary n = 14, chromophobe n = 8, unclassified RCC n = 3,
collecting duct n = 3, translocation n = 3, other n = 5) including 16 who
received prior systemic therapy. The ORR was 31% in the overall cohort
and 25% in the nccRCC subgroup. COSMIC-021, a multi-center phase 1b
study, evaluated the combination of cabozantinib with atezolizumab in
nccRCC (cohort 10) [50]. Thirty patients received cabozantinib 40 mg
PO QD and atezolizumab 1200 mg IV Q3W, with a median follow-up of
13.0 months (range 8-20). Histological subtypes included 15 papillary,
7 chromophobe and 8 other, and IMDC risk groups were mostly favor-
able (37%) or intermediate (50%). Only five patients (17%) had
received prior VEGFR-TKI therapy. Confirmed ORR per RECIST v1.1 was
33% (80% CI 22-47), including 6 mpRCC, with a DCR of 93%. The
median PFS was 9.5 months (5.5 to not reached).

Additional targets including MET are thought to impact anti-tumor
immunity through regulation of VEGF-axis and macrophage activa-
tion, and could be interesting targets in combination with ICI [51,52].
CALYPSO was a single arm phase I/II clinical trial evaluating the com-
bination of savolitinib (MET inhibitor) and durvalumab (PD-L1 inhibi-
tor) for patients with mpRCC [53,54]. Patients were given a 4 week run-
in with savolitinib 600 mg every other day, with subsequent addition of
durvalumab 1500 mg every 4 weeks. Forty-one patients were treated
including both treatment naive (68%) and previously treated patients
(32%) Most patients had IMDC good (29%) or intermediate (63%) risk
disease. Up to 12% of patients never received durvalumab due to clinical
progression during the savolitinib run-in phase. At a median follow up of
14.3 months, the overall confirmed response rate was 27%, median PFS
was 4.9 months (2.5-12.0 months), and median OS was 12.3 months
(5.8-21.3 months). Importantly, exploratory biomarker analysis showed
that PD-L1 and MET expression were not associated with higher
response rate or longer overall survival, highlighting challenges un-
derlying patient selection for combination regimens.

Ongoing trials evaluating ICI in patients with mpRCC

Several studies are ongoing to evaluate ICI and ICI combinations in
metastatic nccRCC patients. Considering that pRCC is the leading
nccRCC subtype, those studies are expected to provide new insights into
the activity of ICI in mpRCC (Table 2). The combination of nivolumab
plus ipilimumab has been shown to increase OS against sunitinib in
mccRCC of intermediate or poor risk in the CM214 trial [35], while
providing an interesting CRR > 10%, prompting its evaluation in rarer
nccRCC subtypes. SUNNIFORECAST (Sunitinib vs. Nivolumab + Ipili-
mumab as First line treatment Of REnal cell CAncer of non-clear cell
SubTypes) is a Phase II, randomized, open-label investigator initiated
trial (IIT) of nivolumab combined with ipilimumab versus standard of
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Table 2
Ongoing prospective trials evaluating immunotherapy in metastatic nccRCC,
including pRCC.

Registration Phase  Experimental arm Randomized Sample

No. study versus size

NCT03075423 I nivolumab- sunitinib 306
ipilimumab nccRCC

NCT03177239 1T nivolumab, followed - 85
by nivolumab- nccRCC
ipilimumab

NCT03635892 I nivolumab- - 57
cabozantinib nccRCC

NCT04413123 I nivolumab- - 40
ipilimumab- nccRCC
cabozantinib

NCT04267120 I pembrolizumab- - 34
lenvatinib nccRCC

NCT04704219 I pembrolizumab- - 152
lenvatinib nccRCC

NCT04338269 111 atezolizumab- cabozantinib 500 RCC
cabozantinib

nccRCC: Renal non-clear cell carcinoma. pRCC: papillary renal carcinoma. RCC:
Renal cell carcinoma.

care in subjects with previously untreated and advanced nccRCC
(NCT03075423). Given the durability of responses associated with im-
munotherapies, nivolumab combined with Ipilimumab is hypothesized
to provide greater clinical benefit, as measured by OS rate at 12 months
(primary endpoint) in these patients with adverse prognosis. The
ANZUP-1602 study is an ongoing Phase II sequential treatment trial of
single agent nivolumab, followed by the combination of ipilimumab +
nivolumab, targeted at metastatic or unresectable nccRCC
(NCT03177239).

Other studies evaluate further associations of TKI in combination
with ICI. A single institution phase II trial of cabozantinib and nivolu-
mab is currently underway in patients with advanced or metastatic
nccRCC, who have not received prior PD-1/PD-L1 directed therapy
(NCT03635892). The CONTACT-03 trial is a phase III, multicenter,
randomized, open-label study designed to evaluate the efficacy and
safety of atezolizumab given in combination with cabozantinib versus
cabozantinib alone in participants with inoperable, locally advanced, or
metastatic RCC who experienced radiographic tumor progression during
or after ICI treatment in the metastatic setting, including those with
papillary or unclassified nccRCC (NCT04338269). Both the LENKYN
(NCT04267120) and Keynote-B61 (NCT04704219) trials will evaluate
lenvatinib in combination with pembrolizumab in subjects with un-
treated advanced nccRCC. Following developments in mccRCC, triplets
are also being investigated in nccRCC, with a phase 2 study of cabo-
zantinib in combination with nivolumab and ipilimumab in advanced
nccRCC (NCT04413123).

Discussion

The activity of ICI, as a single agent appears variable in patients with
mpRCC, with ORR ranging from 8 to 25%. These variations may be
explained by small sample sizes owing to the rarity of these tumors, their
misclassification, and patient-level heterogeneity, as well as possible
difference in activity according to pRCC subtype. Notably, few studies
were specific to mpRCC, as most reported on heterogeneous populations
of nccRCC, and most included both pretreated and untreated patients.
The Keynote-427 cohort B study remains the most interesting dataset to
date, showing promising antitumor activity with first-line pem-
brolizumab monotherapy in mpRCC in the largest cohort to date [47].

Further activity could be gained from combinations, but optimal
partners still need to be investigated. Concerning combination treat-
ments in mccRCC, nivolumab plus ipilimumab have been FDA-approved
intermediate and poor-risk ccRCC [35], while pembrolizumab plus
axitinib [55] and nivolumab plus cabozantinib [56] have been approved
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for all ccRCC risk groups according to the IMDC. In mpRCC, the strong
rationale for investigating MET and PD-L1 inhibition resulted in the
development of savolitinib, which unfortunately could not demonstrate
superiority over sunitinib in a selected population [30], while combi-
nation of savolitinib and durvalumab could not demonstrate a clear
improvement in ORR in the phase 2 CALYPSO trial [54]. Longer follow-
up may inform potential long-term benefit of such combination. Of note,
12% of patients never received durvalumab due to clinical progression
during the savolitinib run in phase in the CALYPSO trial, highlighting
the aggressive features of mpRCC and the need to investigate upfront
combination strategies. Partnering ICI with TKI targeting multiple ki-
nases involved in angiogenesis and immunity may provide interesting
results as shown in mccRCC with the combination of cabozantinib and
nivolumab [56]. Despite a small number of patients, the results of
COSMIC-021 cohort 10 study, evaluating the atezolizumab-
cabozantinib combination, are particularly promising with an ORR of
47% [50]. Three studies, including 2 dedicated to nccRCC, evaluating
the association of cabozantinib with ICI are being conducted
(NCT03635892, NCT04413123, NCT04338269). Combining two
distinct ICI may also help achieve sustained anti-tumor immunity, as
seen in melanoma [57] and mccRCC [35]. Evaluation of the nivolumab-
ipilimumab combination is eagerly awaited in nccRCC, while ancillary
work will be important to identify factors associated with prolonged
disease control.

Based on these initial results, it is unlikely that an ICI-ICI approach is
the most appropriate. Metastatic pRCC might be more sensitive to a TKI-
ICI approach. However, being a very heterogeneous group, it would be
even more necessary to rely on predictive biomarkers.

Correlates of ICI activity in mpRCC remains largely unknown. The
microenvironment of pRCC is still to be described, as immune infiltra-
tion and expression of immune checkpoints, both in immunohisto-
chemistry and transcriptomics, or even mutational burden, may be
critical factors to select patients [58-62]. Preliminary works have
identified sub-populations of pRCC with higher infiltration of cytotoxic
lymphocytes, but correlation with ICI activity remains unknown [63].
Further insights may arise from expression signatures that may help
identify the immune phenotype of these tumors [48], as shown in ccRCC
where T effector signatures and checkpoint expression were associated
with improved outcomes on ICI [64,65].

Conclusion

Papillary RCC is a distinct entity associated with poor outcomes.
Efficacy of ICI as single agent remains limited, but combinations with
TKI harbor promising response rates and may enter the standard of care
in untreated patients. Collaborative work is needed to refine the mo-
lecular and immune landscape of pRCC, and pursue efforts to set up
predictive biomarker-driven clinical trials in these rare tumors.
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2. Rationnel biologique

2.1. Infiltration immunitaire : généralités dans le cancer

Afin de comprendre les modes d'actions des inhibiteurs des points de controle
immunitaire, il est tout d’abord important de comprendre l'interaction dynamique entre
les cancers et le systéme immunitaire au cours de I'évolution de la maladie.

La notion selon laquelle le systeme immunitaire régule le développement du cancer est
dorénavant acquise et considérée comme caractéristique du cancer (112). La théorie de
I'immuno-editing développe cette notion en y décrivant trois phases : élimination,
équilibre, échappement (113) (Figure 3). La phase d'élimination consiste en la
reconnaissance des cellules cancéreuses et leurs destructions par le systeme
immunitaire. La phase d'équilibre est une phase de persistance et de tolérance de la
tumeur malgré une pression par le systeme immunitaire pour la rejeter. La phase
d'échappement contribue au développement des cellules cancéreuses par inefficacité du
systéme immunitaire et émergence de clones tumoraux résistants (114).

Au cours de la progression du cancer a travers ces 3 phases, les tumeurs subissent donc
un « immuno-editing », les rendant moins immunogénes et plus aptes a établir un
microenvironnement immunosuppressif. Par conséquent, l'immuno-editing du cancer
integre les interactions complexes entre le systeme immunitaire et les cellules tumorales
se produisant dans le microenvironnement tumoral (115). Dans le cas du cancer, le
systéme immunitaire n'ignore pas la présence de la maladie mais est au contraire
activement supprimé par celle-ci. En effet, un "immunogramme du cancer" a été décrit,
reposant sur deux observations clés (116). Le résultat des interactions entre le cancer

et le systéme immunitaire repose sur un certain nombre de parametres largement
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indépendants les uns des autres, tels que le caractére "étranger" de la tumeur et les
mécanismes d'inhibition des lymphocytes T. De plus, la "valeur" de ces paramétres peut
varier considérablement d'un patient a l'autre. Par exemple, chez certains patients,
I'inhibition intra tumorale des cellules T spécifiques de la tumeur sera le seul défaut a
corriger, alors que chez d'autres patients, la tumeur peut simplement étre
insuffisamment étrangere pour susciter une réponse des cellules T cliniguement
pertinente. Un principe fondamental de l'immuno-editing du cancer est que la
reconnaissance des antigenes tumoraux par les lymphocytes T peut conduire a
I'élimination ou le modelage immunologique d'un cancer émergent (115). En raison de la
nature multifactorielle des interactions cancer-immunité, des combinaisons de
biomarqueurs seront par définition nécessaires. Le défi consiste a déterminer quels
patients sont les plus aptes a recevoir des traitement par immunothérapies et comment
nous pouvons utiliser les informations sur leurs tumeurs et leurs micro-environnements
afin de cibler le traitement personnalisé qui sera le plus efficace (114). L'enjeu est donc
de pouvoir caractériser le microenvironnement tumoral chez les patients atteints de
cancer, révélant des preuves de I'existence de phénotypes immunologiques distincts,
notamment sur la présence ou I'absence d'une inflammation basée sur les lymphocytes

T (117).
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Elimination b Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Figure 3 : Les 3 « E » de la théorie de I'immuno-editing.
(a) Elimination (b) Equilibre (c) Echappement (extrait de Dunn et al., 2002(118))

a) Role de l'infiltration T

Les lymphocytes T (LT) agissent comme suppresseurs des cellules tumorales
extrinséques et apparaissent alors étre le principal mécanisme immunitaire d'éradication
de la tumeur. En effet, les cellules T CD8+ cytotoxiques sont des cellules immunitaires
particulierement efficaces pour la médiation des réponses immunitaires anti-tumorales.
Ces cellules peuvent apprendre a reconnaitre les antigenes spécifiques de la tumeur
présentés par les cellules présentatrices d'antigénes (CPA) via les molécules de classe I
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Deux signaux sont nécessaires pour
I'activation des lymphocytes T : la reconnaissance de I'antigene peptidique présenté par
le CMH (signal 1) et la co-stimulation par CD28 aprés liaison a CD80 ou CD86 exprimée
par les CPA (signal 2). Les LT, ainsi activés, effectuent la destruction ciblée des cellules
tumorales, notamment par I'intermédiaire de protéines telles que granzyme A (GZMA) et
perforine (PRF1) (Figure 4A).

Une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique se traduit donc par une infiltration

lymphocytaire dans les tumeurs (119). En effet, I'infiltration tumorale par les LT s'est
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révélée étre corrélée a un bon pronostic dans la plupart des cancers (120). De méme, la
réponse immunitaire adaptative par les LT CD8+ joue un role crucial dans I'activité anti

tumorale des inhibiteurs des points de contrdle (117,121).

b) Role de l'infiltration B : les TLS

Il convient de noter que les cellules B participent probablement aussi au processus
d'immuno-editing du cancer (122). Les lymphocytes B (LB) sont une composante
majeure du microenvironnement tumoral, ou ils sont principalement associés aux
structures lymphoides tertiaires (TLS) (123). Une des hypotheses qui pourrait expliquer
la présence de cellules T dans le microenvironnement tumoral dans un sous-ensemble
de cancers est la génération de ces TLS (124). Les tumeurs infiltrées par les cellules T
expriment des chemokines qui médient probablement le recrutement des cellules T
effectrices CD8+ mais expriment également CCL21 qui recrute les cellules T naives et les
cellules dendritiques activées (125). La génération de ces structures peut représenter
une composante de la réponse immunitaire de I'hote a la croissance tumorale. Les TLS
pourrait favoriser les collaborations entre les cellules T et les cellules B spécifiques de la
tumeur qui soutiendraient les fonctions effectrices des cellules T CD8+ infiltrant la tumeur
(126). A cet égard, I'avantage d'une densité élevée de cellules T CD8+ dans une tumeur
est annulé en I'absence de cellules dendritiques associées aux TLS (122). Comme leur
présence est également associée a I'accumulation de cellules T effectrices CD8+, il est
concevable que I'amorcage spontané d'une réponse des cellules T antitumorales entraine
une inflammation chronique dans le microenvironnement tumoral qui génére ensuite des

signaux pour la génération de TLS (127).
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Les cellules B ont récemment été impliquées dans les réponses a I'immunothérapie
du cancer (122). En effet, les tumeurs présentant des TLS matures, une forte densité de
cellules B et de plasmocytes, ainsi que la présence d'anticorps dirigés contre des
antigenes associés a la tumeur sont généralement associées a des réponses a
I'immunothérapie favorables par rapport aux tumeurs ne présentant pas ces

caractéristiques (123,128-130).

2.2. Principes de I'immunothérapie par les inhibiteurs de
checkpoint

Il existe différentes options de traitement d‘immunothérapie dans le cancer du
rein, en monothérapie ou en combinaison par double immunothérapie (anti-CTLA4+anti
PD-L1) ou par immunothérapie (anti PD-L1) et TKI. Dans ce paragraphe, nous abordons
succinctement le rationnel thérapeutique de ces différentes molécules et les stratégies
de traitement.

CTLA4, un des premiers récepteurs inhibiteurs a jouer un role dans la suppression
des réponses des LT, est structurellement similaire a CD28 et se lie a CD80 et CD86 avec
une affinité plus élevée que CD28 (131,132). Il a été suggéré que I'expression de CTLA-
4 interfére avec l'activation des LT en réduisant la co-stimulation CD28, et ainsi diminue
I'activité effectrice des LT. Les anticorps neutralisants anti-CTLA-4 (ipilimumab) inhibent
la liaison de CTLA-4 a CD80/86 et favorisent alors I'activation des LT (Figure 4B).

Le récepteur inhibiteur PD-1 et ses ligands PD-L1 ont gagné en importance ces
derniéres années avec |'approbation de plusieurs anticorps ciblant PD-1 ou PD-L1 pour le
traitement du cancer (nivolumab, pembrolizumab, atezolizumab, avelumab...) (133). PD-

1 est exprimé sur les LT, les LB et certaines cellules myéloides ; cependant, son réle est
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mieux caractérisé dans les LT. L'expression de PD-1 sur les LT est induite par la
stimulation antigénique (134). Contrairement au CTLA-4, qui limite I'activation précoce
des LT, PD-1 exerce principalement son effet inhibiteur sur les LT en périphérie ou ces
derniers rencontrent les ligands PD-L1 (135). Deux ligands de PD-1 ont été identifiés
jusqu'a présent, PD-L1 et PD-L2 (136,137), qui sont exprimés par différents types de
cellules, y compris les cellules tumorales, les cellules dendritiques myéloides dérivées des
monocytes, les cellules épithéliales, les LT et les LB. La liaison entre PD-1 et son ligand
interfére avec la cascade de signalisation en aval du récepteur des lymphocytes T (T-cell
receptor, TCR). Cette liaison peut ainsi réprimer les fonctions effectrices des LT voire
entrainer leur épuisement. Les anticorps qui bloquent l'interaction de PD-1 avec PD-L1/2
rétablissent la fonction effectrice des LT (138) (Figure 4C).

De cette maniere, les inhibiteurs des points de contrdle permettent au systeme
immunitaire d'améliorer l'efficacité de la lutte contre les cellules malignes (139). Le
prérequis principal pour induire une réponse immunitaire est alors la préexistence des
lymphocytes T, notamment cytotoxiques, limitée par des points de controle immunitaires
spécifiques (140). Les tumeurs des répondeurs aux anti-PD-1 apparaissent bien enrichies
en CD8+ cytotoxiques (141), ce qui en fait des cellules clés pour une réponse a

I'immunothérapie.
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Figure 4 : Mécanismes d'action des points de controle immunitaires CTLA-4 et
PD-1.

Daprés (142). (A) Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) présentent des antigénes aux
lymphocytes T (LT) par interaction du CMH avec le TCR et co-stimulent les LT par liaison CD80/86 a CD28.
Les LT ainsi activés, proliférent, sécrétent des molécules effectrices (IFN-y, IL-2, perforine, granzyme) et
acquiérent une activité cytotoxique. (B) CTLA-4, en se liant a CD80/86, limite la co-stimulation par CD28,
conduisant a l'anergie des LT. Les LT anergiques ont une fonction effectrice limitée. Les anticorps anti-
CTLA-4 inhibent la liaison de CTLA-4 a CD80/86 et favorisent alors I'activation des LT. (C) PD-1, exprimé
surles LT, peut se lier a PD-L1 et PD-L2, généralement exprimés par les CPA ou les cellules tumorales. La
liaison entre PD-1 et son ligand interfére avec la cascade de signalisation en aval du TCR, réprimant ainsi
les fonctions effectrices des LT jusqu‘a épuisement. Les anticorps qui bloquent l'interaction de PD-1 avec
PD-L1/2 rétablissent la fonction effectrice des LT. Les fléches noires indiquent l'activation et les fléches
rouges pleines indiquent la suppression. Les fleches rouge pointillées indiquent le blocage des interactions
récepteur-ligand.

Par ailleurs, les agents anti-angiogéniques ont des effets pléiotropes. Il a été démontré
que les inhibiteurs du VEGF, en permettant la normalisation de la vascularisation,
entrainent une augmentation de l'infiltration des lymphocytes effecteurs T dans la
tumeur. Cet effet atténue ainsi le microenvironnement tumoral immunosuppressif, en
diminuant l'infiltration des cellules pro-tumorales, telles que les LT régulateurs ou encore
les cellules suppressives myéloides (MDSC). Ainsi, I'environnement immunitaire devient

plus favorable pour envisager une efficacité de I'immunothérapie. En outre, les thérapies

ciblées peuvent potentialiser les réponses immunitaires antitumorales en rompant la
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"dépendance" a I'égard des oncogenes, ce qui déclenche la sénescence de la tumeur et
facilite I'élimination immunitaire par les LT. D'autre part, I'immunothérapie pourrait
consolider des régressions tumorales rapides obtenues grace aux thérapies ciblées, dans
lesquelles des réponses soutenues de I'hote ciblant de multiples antigénes pourraient
réduire le risque de clones résistants a ces médicaments (143,144).

Les thérapies combinées sont devenues alors la principale stratégie thérapeutique pour
le ccRCC, avec de multiples approbations d'associations TKI-CPI en premiére ligne au

cours des derniéres années, du fait de ces actions synergiques (110,145).

2.3. Infiltration immunitaire dans le RCC

Le RCC est reconnu depuis longtemps comme une maladie sensible a

I'immunothérapie.

a) Infiltration T

Il y est bien décrit une infiltration lymphocytaire mais sa valeur pronostique
semble discutée (146,147). L'infiltration CD8+ intra-tumorale apparait de mauvais
pronostic dans le ccRCC, contrairement a la plupart des autres cancers (148). Cependant
ce fait est peu expliqué dans la littérature, avec des résultats contradictoires concernant
notamment linfiltration CD8+ activée, autrement dit, linfiltration lymphocytaire
cytotoxique, qui pourrait quant a elle étre significativement associée a un bon pronostic
(141,149,150). Il est également décrit des différences d'infiltration des LT CD8+, LT
Foxp3+ et PD-L1+ selon le site primitif par rapport aux sites métastatiques, pouvant
également expliquer cette hétérogénéité (151). Enfin, I'expression des points de controle

immunitaire tels que PD-1, LAG-3, PD-L1, PD-L2, et la localisation des cellules
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dendritiques dans le microenvironnement tumoral modulent également I'impact clinique
des cellules T CD8+ dans le ccRCC (148).

Au-dela de la valeur pronostique de linfiltration T, plusieurs signatures
transcriptomiques ont été associées a une valeur prédictive de réponse aux CPI
(152,153) dans le ccRCC, comme la signature effector T-cell, comprenant
majoritairement les génes de l'infiltration T cytotoxique tels que CD8A, EOMES, PRF1,
IFNG, CD274 (PD-L1). Une signature sur-exprimée pourrait étre en faveur d'une bonne
réponse a l'immunothérapie (154-156). Cependant des études prospectives sont

nécessaires a ce jour pour validation de cette hypothese.

b) Infiltration B

Il apparait important de discuter également de l'infiltration B dans le RCC, cette
derniere pouvant moduler l'infiltration T, méme si les données dans la littérature restent
limitées car plus récentes.

Par lintermédiaire de la chimiokine (motif C-X-C) ligand 13 (CXCL13), une
chimiokine spécifique attirant les cellules B (157), décrite comme un « surrogate
marqueur » des TLS (158), il est décrit une valeur pronostique péjorative de cette
infiltration B dans le RCC (159,160).

Il a cependant été surtout décrit des données prédictives de l'infiltration B a la
réponse a Iimmunothérapie. Une expression des genes liés aux cellules B élevée est
décrite comme significativement associée a une meilleure réponse aux CPI (122). De
méme, dans la cohorte francaise NIVOREN, Carril-Ajuria et al. ont démontré pour la

premiére fois qu'un nombre élevé de cellules B mémoires circulantes est associé a une
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probabilité plus élevée de réponse au nivolumab et a une PFS et une OS plus longues

chez les patients atteints de ccRCC métastatiques (161).

2.4. Infiltration immunitaire dans les pRCC

a) Infiltrat immunitaire

Les caractéristiques de l'infiltrat immunitaire sont peu décrites dans les pRCC
(141,162). 1l est retrouvé une infiltration lymphocytaire mais celle-ci semble moindre par
rapport aux ccRCC (141). Il a été également décrit 2 profils prédominants : un groupe
« inflammatoire » avec une expression élevée des genes Th17 et Thi, et un groupe
« pauvre en lymphocytes » enrichi en macrophages (163). Une signature immunitaire se
basant sur I'expression des génes Th2, lymphocytes auxillaires non cytotoxiques, a été
décrite récemment mettant en évidence que les CIMP-RCC semblaient avoir une
expression accrue de la signature, similaire aux ccRCC, contrairement aux autres pRCC
(164). Par ailleurs, Luo et al. rapportent que 4 genes liés au microenvironnement
tumoral, et notamment de l'infiltration B, (CD79A, CXCL13, IL6 et CCL19) ont été
identifiés comme potentiels biomarqueurs pronostiques dans les pRCC localisés de la
cohorte du TCGA (165). Enfin, la charge mutationnelle tumorale (TMB) ne semble pas
étre un biomarqueur efficace dans les pRCC, que ce soit dans les types 1 ou dans les
types 2 (166). De plus, le lien entre la TMB et l'infiltration immunitaire est a ce jour non
connu (164).

Il semble donc bien que les pRCC puissent présenter une immunogénicité, et donc
une réponse a limmunothérapie, différente que les ccRCC. Cependant, a notre

connaissance, il n'existe pas d'analyse de linfiltration lymphocytaire, notamment
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cytotoxique, dans ce type de tumeurs. En effet, il est décrit des clustering permettant de
caractériser différents sous-groupes moléculaires de pRCC, a partir de la cohorte du TCGA
principalement, mais ne prenant pas en compte spécifiquement l'infiltrat immunitaire
(16,167). De méme, il est décrit des clusterings « immunitaires » pan tumeurs, non
spécifiques aux pRCC (163). Il semble alors nécessaire de pouvoir caractériser
spécifiquement les pRCC sur le plan immunitaire, localisés et métastatiques, afin de
mieux comprendre ces tumeurs rares et ainsi pouvoir adapter leur prise en charge

thérapeutique.

b) Expression de PD-L1 dans les pRCC

Au-dela de I'expression des cellules immunitaires infiltrantes, celle des points de
controle immunitaires dans le pRCC pourrait donner des indications sur leur
immunogeénicité potentielle. En effet, I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales, y
compris dans le RCC, peut contribuer a leur modulation et a leur échappement a la
réponse immunitaire. En 2016, une revue systématique et une méta-analyse de 6 études
incluant 1323 cas, ont établi un réle pronostique négatif d'un niveau élevé d'expression
tumorale de PD-L1 dans le RCC (168). Il a également été démontré qu'il existait des
divergences d'expression de PD-L1 entre la tumeur primaire et les métastases (169). De
plus, I'expression de PD-L1 était significativement plus importante dans les ccRCC que
dans les nccRCC (24,2% des tumeurs a cellules claires contre 10,9% des tumeurs a
cellules non claires) (168). En effet, les cellules tumorales nccRCC expriment PD-L1
(programmed death-ligand 1) comme indiqué par des données in vitro : Parmi 101
patients, 11 (10,9%) ont été considérés PD-L1 + dans les cellules tumorales: 2/36

(5,6%) RCC chromophobes, 5/50 (10%) RCC papillaires, 3/10 (30%) RCC avec
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translocation Xp11 et 1/5 (20%) carcinome des tubes collecteurs de Bellini (170). Une
expression hétérogéne du point de contrdle immunitaire PD-L1 a été décrite dans le pRCC
(170). En effet, dans les 50 tumeurs primaires, I'expression de PD-L1 sur les cellules
tumorales (25%) et sur les cellules mononucléaires infiltrant la tumeur (>0%) a été
retrouvée dans 10 % et 60 % des cas, respectivement. Il est également retrouvé un plus
grand nombre de tumeurs PD-L1+ dans les pRCC de type 2 (36%) que dans les pRCC de
type 1 (22%) (171). Bien que la taille de I'échantillon de ces séries reste limitée, elles
constituent la premiere preuve que I'axe PD-L1/PD-1 peut étre intéressant a cibler dans
les pRCC.

Par ailleurs, Mori et al. (172) ont également rapporté la valeur prédictive de
I'expression de PD-L1 chez les patients atteints de mccRCC traités par des combinaisons
de CPI en premiere ligne (65,173). Cependant, cette valeur prédictive reste discutée
(174). A ce jour, il n'existe pas de données sur I'expression de PD-L1 et la réponse au

traitement dans les pRCC.
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3. Hypothese de travail et objectifs

Les traitements par inhibiteurs de checkpoint peuvent présenter un intérét dans
les pRCC. Cependant, il semble que ces traitements pourraient étre efficaces seulement
pour un sous-groupe restreint de patients, justifiant une approche de sélection par
biomarqueurs.

Précédemment, nous avons pu mettre en évidence que le microenvironnement
immunitaire peut jouer un role clé dans la prise en charge des patients atteints de pRCC
métastatiques. En effet, chaque tumeur pRCC pourrait avoir un microenvironnement
immunitaire distinct qui devrait affecter différemment les réponses aux inhibiteurs de
points de controle immunitaire. Ces thérapies activent les voies immunitaires pour induire
la mort des cellules tumorales médiée par LT (175). En conséquence, les tumeurs
fortement infiltrées par des cellules T réactives a la tumeur, telles que les lymphocytes T
cytotoxiques, seraient plus susceptibles de répondre aux CPI (116) que les tumeurs
moins infiltrées. Cependant, les tumeurs infiltrées qui contiennent également un grand
nombre de cellules immunitaires suppressives, telles que les cellules T régulatrices et les
MDSC, pourraient étre moins susceptibles de répondre aux CPI (176). L'enjeu de pouvoir
identifier des tumeurs présentant des microenvironnements richement infiltrés est donc
une approche possible. L'expression de PD-L1 n'est pas un indicateur fiable de la réponse,
mais les signatures génomiques évaluant I'immunogénicité des tumeurs semblent étre
prometteuses (145). A I'exemple de la KEYNOTE-427, la signature transcriptomique « T-
cell-inflamed gene-expression profile (GEP) » a été associé de maniére statistiquement
significative a la réponse au pembrolizumab en traitement de 1¢'¢ ligne des nccRCC (177).

Des études prospectives sont en cours pour valider ces signatures transcriptomiques
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prédictives mais leur utilisation en pratique courante représentera un défi majeur, comme

cela a pu étre objectivé dans les ccRCC (178).

Notre objectif est de pouvoir identifier différents sous-groupes
spécifiquement dans les pRCC, notamment métastatiques, en réalisant une
caractérisation immunitaire exhaustive, a I'aide de I'immunohistochimie (IHC) et du
séquencage par RNA-seq. Ainsi, nous pourrons évaluer l'impact pronostique et
prédictif de ces sous-groupes afin de pouvoir adapter leur prise en charge

thérapeutique.

Pour cela, (i) nous avons réalisé une analyse exploratoire in silico dans les pRCC
localisés a partir de 2 cohortes indépendantes (16,56), puis (i) nous avons conduit une
caractérisation immunitaire en IHC et en RNA-seq de la cohorte AXIPAP, cohorte
prospective francaise ayant inclus spécifiquement des pRCC métastatiques traités par
axitinib en 1% ligne (179). Ce travail, présenté ci-dessous, a pu étre soumis a The Journal

for ImmunoTherapy of Cancer (JTIC), en cours de révision.
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Abstract

Background: Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC
(nccRCC), and associated with poor outcomes in the metastatic setting. In this study, we aimed
to comprehensively evaluate the immune tumor microenvironment (TME), largely unknown,
of patients with metastatic pRCC and identify potential therapeutic targets.

Methods: We performed quantitative gene expression analysis of TME using MCP-counter
methodology, on 2 independent cohorts of localized pRCC (n=271 and n=98). We then
characterized the TME, using immunohistochemistry (n=38) and RNA-sequencing (RNA-seq)
(n=30) on metastatic pPRCC from the prospective AXIPAP trial cohort.

Results: Unsupervised clustering identified 2 "TME subtypes”, in each of the cohorts: the
“immune-enriched” and the “immune-low”. Within AXIPAP trial cohort, the “immune-
enriched” cluster was significantly associated with a worse prognosis according to the median
overall survival to 8 months (95%Cl, 6-29) versus 37 months (95%CI, 20-NA, p=0.001). The
2 immune signatures, Teff and JAVELIN Renal 101 Immuno signature, predictive of response
to immune checkpoint inhibitors (CPI) in ccRCC, were significantly higher in the “immune-
enriched” group (adjusted p<0.05). Finally, 5 differentially overexpressed genes were
identified, corresponding mainly to B lymphocyte populations.

Conclusion: For the first time, using RNA-seq and IHC, we have highlighted a specific immune
TME subtype of metastatic pRCC, significantly more infiltrated with T and B immune
population. This “immune-enriched” group appears to have a worse prognosis and could have
a potential predictive value for response to immunotherapy, justifying the confirmation of these
results in a cohort of metastatic pRCC treated with CPI and in combination with targeted

therapies.



Key messages:

Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC (nccRCC),
and associated with poor outcomes in the metastatic setting. We aimed to comprehensively
evaluate, by RNA seq and IHC, the immune tumour microenvironment (TME), largely
unknown, to identify potential therapeutic targets. The identification of TME subtypes, and
notably the “immune-enriched” group, could be done by IHC, and in particular by the CD3
marker, a reliable and inexpensive technique. This “immune-enriched” feature appears to be
correlated with a poor prognosis but could indicate a potential predictive value for response to

immunotherapy, alone or in combination, a treatment not currently recommended.



Original article

Introduction

Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC (nccRCC)
and represents up to 15% of RCC2. The denomination nccRCC comprises a heterogeneous
group of tumors with distinct histological and molecular characterization®. Patients with
metastatic pPRCC (mpRCC) have significantly lower response rates, lower median progression-
free survival (PFS) and overall survival (OS) than those with clear cell renal cell carcinoma
(ccRCC)*®. Based on the pathological assessment according to the WHO 2016 classification,
pPRCC have been routinely classified in 2 subtypes : type 1, commonly associated with multiple
or bilateral small tumors with a favorable prognosis and few metastatic development, type 2,
commonly more aggressive and associated with a dismal prognosis, and unclassified pRCC®.

Several studies aimed at investigating molecular events specific to pPRCC subtypes®#.

The therapeutic management of patients with metastatic nccRCC has historically been similar
to metastatic ccRCC given the lack of dedicated trials>®°. A few phase 2 studies, evaluating
targeted therapies, have been carried out specifically in mpRCC. Those investigated sunitinib
(SUPAPY), everolimus (RAPTOR!?), cabozantinib (PAPMET®) and axitinib (AXIPAP) as
first-line agents. Cabozantinib treatment resulted in significantly longer PFS (median 9.0
months, 95% confidence interval (Cl), 6%-12%) than in the sunitinib group (5.6 months, 3%-
7%; hazard ratio for progression or death 0.60, 0.37-0.97, one-sided p=0.019). Response rate
for cabozantinib was 23% versus 4% for sunitinib (two-sided p=0.010). As well, Axitinib
demonstrated encouraging efficacy in mpRCC patients, especially in type 2 pRCC, with
manageable toxicity. The progression-free rate at 24 weeks, primary end-point, was 45.2%
(95% CI, 32.6%-not reached), the objective response rate (ORR) 28.6% (95% CI, 15.7%-

44.6%) including 7.7% in type 1 and 35.7% in type 2. Median OS was 18.9 months (95% ClI,
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12.8-not reached)*. The clinical efficacy of immunotherapy, monotherapy or in combination,
has since been established in metastatic RCC with a clear cell histologic component!>¢,
However, these pivotal studies of immune checkpoint inhibitors (CPI) excluded nccRCC. Small
retrospective cohorts report discordant results regarding nccRCC response to CPI 1722, The
activity of CPI, as a single agent appears variable in patients with metastatic pRCC, with ORR
ranging from 8 to 25%. Indeed, in monotherapy, the Keynote-427 cohort B study remains the
largest prospective dataset to date, showing promising antitumor activity with first-line
pembrolizumab monotherapy in metastatic pPRCC. At a median follow-up of 11.1 months (range
0.9-21.3), median PFS was 4.1 months and the median OS has not yet been reached with 72%
of patients alive at 1 year in the entire nccRCC cohort. In 118 patients with mpRCC, ORR was
25.4% (95%Cl, 17.9-34.3). In combination, the preliminary analysis of Keynote-B61, a single-
arm, phase 2 study (NCT04704219) evaluating pembrolizumab and lenvatinib as first-line
treatment for nccRCC, showed increased antitumor activity. The 6-month PFS rate was 72.3%
(95% ClI, 60.7-81.0) and the 6-month OS rate was 87.8% (95% CI, 78.5-93.2). In 51 patients
with mpRCC, ORR was 52.9% (95%CI, 38.5-67.1)?%. Further activity could be gained from

combinations, but optimal partners still need to be investigated?®*.

Checkpoint inhibitor therapy appears to be more effective in patients with pre-existing
antitumour immune activation. According to Charoentong et al.?®, immunogenicity can be
represented by cytotoxic lymphocyte activity?®, being the ultimate effector mechanism of the
anti-tumour immune response. Lymphocyte infiltration has been described in pRCC but seems
to be less present than in ccRCC?. Papillary RCC may have a different immunogenicity, and
thus a different response to CPI than ccRCC. An heterogeneous expression of the immune
checkpoint PD-L1 was described in pRCC?"?8, Characteristics of the immune infiltrate have
also been described with limited information in pRCC?>2°, highlighting 2 predominant profiles :

inflammatory cluster with elevated Th17 and Thl genes, or depleted lymphocyte cluster with a
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more prominent macrophage signature, associated with a different prognosis®. An immune
signature based on the expression of Th2 genes, was also described in rare pRCC subtype with
the worst prognosis and harboring a CpG Island Methylator Phenotype, questioning the
potential role of CPI in this context®. While further data is awaited from prospective trials,
these studies constitute growing evidence that the immune tumor microenvironment (TME)
may have a key role in pRCC and support the need to investigate the role of CPI in patients

with metastatic pRCC.

Immune infiltration and expression of immune checkpoints may be critical factors to select
patients, but the microenvironment of pRCC is still to be described?:32-35,

In ccRCC, several transcriptomic signatures were associated with predictive value of response
to CPI%537  as Teff signature®®*2, or myeloid signature®-4%42 or JAVELIN Renal 101 Immuno
signature®®42, Prospective studies are ongoing to validate these predictive transcriptomic

signatures but their use in routine practice will represent a major challenge®.

Therefore, in this study, we comprehensively evaluated the TME of patients with pRCC, and

identified key genes and B and T-cell subsets that are closely related to the TME of patients

with pRCC and could be used as immunotherapeutic targets or predictive biomarkers.
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Materials and Methods

STUDY COHORTS

We performed quantitative explorations of the immune infiltration gene expression on 2

independent cohorts of localized pRCC, as discovery set.

We downloaded the gene expression RNA-sequencing (RNA-seq) data and clinical phenotype
of kidney papillary cell carcinoma (KIRP) from The Cancer Genome Atlas (TCGA) portal

(https://gdc.cancer.gov/) The transcriptome profiling of RNA expression was obtained by RNA-

seq according to the GRCh38 reference genome annotation, Ensembl version 80 of May 2015
(BiomaRt package). HTSeq-count data were converted to transcripts per million (TPM)
(TCGADbiolinks package). Log2-based transformation was used for the normalization of RNA
expression profiles (TPM + 1). Clinical data were extracted from Ricketts et al*!. After the data
were preprocessed, and the samples without clinical data excluded, 271 pRCC were enrolled.
Updated survival data were extracted from Liu et al*, with OS available for 266 patients. The
same TCGA barcode structure is used for both clinical data and molecular data, enabling

integrated analysis of patient-based clinical data and sample-based molecular data.

Gene expression micro-array data were also obtained from an independent cohort of frozen
tissue samples from 98 localized pRCC, with 47 type 1 pRCC, 45 type 2 pRCC and 6

unclassified pPRCC*¢. We performed our analyses using the already normalized data.

Then, we performed a post-hoc analysis of the AXIPAP trial**. This multicenter, single-arm,
phase Il trial enrolled patients with locally advanced or metastatic specifically confirmed
pRCC, in first-line treatment. The study was conducted according to the declaration of Helsinki
and the International Conference of Good Clinical Practices after local approval of the Ethic
Committee of Lyon Sud-Est IV, and all patients provided written informed consent before
enrollment. The study was registered on ClinicalTrials.gov, number NCT02489695. Fifty-six
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patients were screened, and 44 included (13 type 1, 30 type 2 and 1 non-specified, according to
the WHO 2016 classification). For our ancillary study, clinical data cut-off was February 28,
2021 for the final analysis. The pRCC samples were all confirmed by expert central pathology

review. Only FFPE samples with sufficient materials were included.
PROCEDURES IN AXIPAP TRIAL COHORT
Immunohistochemistry (IHC)

Paraffin blocks of pRCC have been centralized at the Department of Pathology (NRL, Rennes
Hospital, France). They were sent with original pathology reports by different Departments of
Pathology in France. An HES slide has been performed from each block and all the HES-stained

slides were reviewed by a uro-pathologist (NRL).

The following pathological data were collected: histological type (according to the WHO 2016
classification), ISUP nucleolar grade; presence of necrosis and sarcomatoid and/or rhabdoid

component.

From each paraffin block, unstained sections were obtained for immunohistochemistry, and

slides were labeled using the BenchMark ULTRA/Roche.

For angiogenesis analysis, the following antibodies were used: the anti-VEGF antibody (clone
SP28-M3281, Spring/ Biosciences®), and the anti-CD31 antibody (Clone JC70A; titer 1:500;
DakoCytomation). We described 2 angiogenic phenotypes 1 and 2 according to the following
publication in Human Pathology*’, and we defined the micro vessel density as the vessel
sections per mm?.

For the immune microenvironment, we used the following antibodies: CD3 (MAb rabbit 2GV6,
Roche), CD8 (clone C8/144B, M7103, DAKO), CD68 (clone PG-M1, Dako), and PDL1
(E1L3N, Cell Signaling®). We evaluated the tumor infiltrating lymphocytes (CD3, CD8) and

macrophages (CDG68) at the invasive margin defined as a 1 mm wide zone centered on the
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border of the malignant cells with the host tissue, and in the central tumor defined as the central
tumor tissue surrounded by this zone. We scored the CD3/CD8/CD68 positive cells according
to the proposal of the International ImmunoOncology Biomarkers Working Group®, using a
manual semi quantitative four-point scale: score 0 (no CD3/CD8/CD68+ cells or very rare
positive cells), score 1 (rare diffuse or focal positive cells), score 2 (diffuse numerous positive
cells), and score 3 (diffuse and numerous positive cells with some aggregates). For PDL1, we

evaluated the % of positive tumor cells.

On HES, we also evaluated the tumor infiltrating mononuclear cells (lymphocytes, and plasma

cells) both at the invasive margin and in central tumor as previously described.
RNA-seq

RNA extraction was performed with COVARIS ME220 Focused-ultrasonicator, to allow a high
quantity and high quality of RNA extracted. RNA libraries were prepared with the
SureSelectXT RNA Direct Library Preparation kit and the SureSelectXT Human All Exon V6
+UTR probes from Agilent. All libraries were sequenced on an Illumina NextSeg550 in paired-

end mode (2 x 75bp) with a target depth of 20 million fragments per sample.

Sequenced reads were trimmed with fastp v0.20.1 and mapped to GRCh38 using HISAT2
v2.1.0 both with default parameters. Reads overlapping genomic features were counted with
featureCounts v2.0.0 from the Subread package and Ensembl v99. Only uniquely mapped and
not duplicated reads were counted. Multiple overlaps of unique genomic feature were not
counted. The counts data were converted to TPM. Log2-based transformation was used for the

normalization of RNA expression profiles (TPM + 1).

The R package “DESeq2” was applied to screen differentially expressed mRNAS between

different groups. Next, the p-value was calculated by the FDR-corrected method. The mRNAs
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with | log2 fold-change | >2 and p adjusted < 0.01 were filtrated as differentially expressed

genes.
IDENTIFICATION OF CLUSTERS

Based on transcriptomic markers, using MCP-counter methodology*®°, that assesses the
proportion of 10 immune and stromal cell populations in the TME, we applied unsupervised

clustering by using pheatmap package and Ward-d2 distance method.
We applied the same unsupervised clustering method to IHC immune markers.
GENE EXPRESSION ANALYSES

From the output of MCP-counter, we performed exploratory quantitative analyses to
characterize the TME. We analyzed immune cell populations and immune markers including
LAG3, TIGIT, CTLA4, PD1 and PDL1. Multi-omics analyses were performed using available
data from Chen et al.*® and Ricketts et al*. We analyzed the Th2 prognostic signature (PMCH,
AHI, PTGIS, CXCRG6, EVI5, IL26, MB, NEIL3, GSTA4, PHEX, SMAD2, CENPF, ANK1,
ADCY1, LAIR2, SNRPD1, MICAL2, DHFR, WDHD1, BIRC5, SLC39A14, HELLS, LIMAL,
CDC25C, CDC7, GATAZ3)%°1 in the TCGA cohort. Moreover, we analyzed 3 transcriptomic
signatures described in ccRCC3° between each cluster, in each cohort: angiogenesis
(VEGFA, KDR, ESM1, PECAM1, ANGPTL4, CD34) signature, predictive of tyrosine kinase
inhibitors (TKI) response, and Teff (CD8A, EOMES, PRF1, IFNG, CD274) and JAVELIN
Renal 101 Immuno (CD3G, CD3E, CD8B, THEMIS, TRAT1, GRAP2, CD247, CD2, CD96,
PRF1, CD6, IL7R, ITK, GPR18, EOMES, SIT1, NLRC3, CD244, KLRD1, SH2D1A, CCLS5,

XCL2, CST7, GFI1, KCNAS3, PSTPIP1) signatures, predictive of response to CPI.
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STATISTICAL ANALYSIS

Data processing and statistical analyses were performed using R programming language
(version 4.0.3). The heatmaps were generated by applying R package “pheatmap”. The data,
RNA seq and IHC, were normalized by the scale function, before clustering. The Kruskal-
Wallis test was employed to compare differences between clusters. In all data analyses, a two-
tailed p < 0.05 was considered statistically significant, with p adjusted for Benjamini-Hochberg
correction (*p<0.05 **p<0.01, ***p<0.001). Boxplots were drawn using the ggplot2 package.
Kaplan—Meier survival analysis between different clusters was performed using the R survival
and survminer packages. The group comparisons were performed with the logrank test with p

< 0.05, considered statistically significant.

17



Results

GENE EXPRESSION ANALYSIS OF LOCALIZED PRCC REVEAL TWO

DISTINCT IMMUNE LANDSCAPES
The clinical characteristics of 271 patients from TCGA KIRP cohort were presented in table 1.
Discovery of TME subtypes in pRCC

Using MCP-counter methodology***°, we estimated abundances of immune and stromal cell
population from cell-specific transcriptomic markers. We applied unsupervised clustering to
the abundance scores and identified 2 different clusters: 21% (n=56) of patients featured an
“immune-enriched” tumor and 79% (n=215) an “immune-low” tumor, more heterogeneous
(Figure 1A). Notably, the “immune-enriched” cluster was significantly characterized by higher
abundances of cytotoxic T cells, B cells and NK cells (Figure S1A). There was no significant
difference between our 2 clusters in the number of mutations (data not shown), but there were
significantly more copy number alterations of chromosome 7, corresponding to MET gene, in
the “immune-low” cluster (p<0.01) (Figure S1B). Gene signature mRNA-based concerning the
Cell cycle, Hypoxia, NRF2/ARE, TFE3 fusion, were significantly greater expression in the

“immune-enriched” cluster (p<0.001) (Figure S1C).

We performed the same analysis in an independent cohort of 98 patients with localized pRCC.
We confirmed the presence of ‘immune-enriched” and ‘immune-low’ TMEs (8% vs 92%,

respectively) (Figure S2A).
pRCC TME subtypes are associated with immune checkpoints and prognosis

Interestingly, in 2 independent cohort, the immune checkpoints markers, LAG3, TIGIT,
CTLA4, PD1, PDL1 were significantly enriched in the “immune-enriched” cluster (adjusted

p<0.001) (Figure 1B and S2B). Additionally, the 3 predictive signatures for response to TKI
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(angiogenesis) and CPI (Teff and JAVELIN Renal 101 Immuno) in ccRCC were significantly

greater in the “immune-enriched” cluster (adjusted p<0.001) (Figure 1C and S2C).

The “immune-enriched” component was associated with a worse prognosis (median OS was 68
months (95%CI, 43.5-NA) versus (vs) not reached, and 12-month OS=87% vs 97%, in
“immune-enriched” vs “immune-low” clusters, respectively, p=0.002) (Figure 1D). Similarly,
the Th2 signature, associated with a poor prognosis in the literature®!, was significantly higher

in the "immune-enriched" cluster (adjusted p<0.001) (Figure S1D).

Based on these exploratory results in localized pRCC cohort, we investigated the immune

infiltrate in a cohort of metastatic pPRCC with treatment data, as a validation cohort.

VALIDATION IN PATIENTS WITH METASTATIC PRCC TREATED BY

AXITINIB

We performed a post-hoc analysis of the AXIPAP trial 14 from 38 patients with available tissue
samples and clinically annotated treatment response on first line systemic therapy, second and
subsequent line, represented in flow chart (Figure 2A). 14 patients were treated with
immunotherapy in 2nd or 3rd line including 12 with nivolumab (in the French national Acsé
programme). The clinical characteristics of these 38 patients were presented in table 2. Among

the 38 cases, 1 (3%) case was from metastatic sites and 37 (97%) cases were primitive pRCC.

We performed IHC on 38 tumor samples, among which 30 samples had RNA of sufficient

quality for downstream analyses (Figure 2B).
Protein analyses of pRCC TME subtypes in metastatic patients treated by axitinib

Using immunohistochemistry, we scored T lymphocytes (CD3, CD8), macrophages (CD68)
(from 0 to 3) and TILs scoring, at the invasive front (FI) and intra-tumoral (IT), and the immune

checkpoint ligand PDL-1 (% of cells). Based on unsupervised clustering, we identified 2
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groups: 47% (n=18) of patients appeared to have an “immune-enriched” tumor and 53% (n=20)
had an “immune-low” tumor (Figure 3A). The proportion of histological type 2 pPRCC appeared
to be higher in the “immune-enriched” subgroup (72% vs 65%, chi-2 test p=0.63). Vascular

density was similar in both groups (Figure S3).

Interestingly, most samples with CD3 IT > 1 marker were in the “immune- enriched” group

(36/38, 95%).

pRCC TME subtypes “immune enriched” is associated with worse OS and lower

response rates to Axitinib

As identified with RNA-seq analyses, the IHC “immune-enriched” component featured a worse
prognosis. Median OS was 8 months (95%CI, 6-29) vs 37 months (95%CI, 20-NA), and 12-
month OS was 33% vs 90%, in “immune-enriched” vs “immune-low” groups, respectively)

(p=0.001) (Figure 3B).

Similarly, the PFS was significantly worse in this same group with p=0.0007. Median PFS was
5 months (95%Cl, 2-9) vs 11 months (95%ClI, 7-26), and 12-month PFS was 6% vs 45%, in
“immune-enriched” vs “immune-low” groups, respectively) (Figure 3C). ORR to axitinib
appeared to be lower in the IHC “immune-enriched” group (11% versus 30%, fisher’s exact
test p=0.2) (Figure S4A). Despite the limited data on responses to 2nd and 3rd line
immunotherapy (n=14) in the AXIPAP cohort, we observed that the only partial response
corresponded to a patient identified in the “immune-enriched” group. In the same group, we
observed 1 stable disease and 1 progressive disease. In the “immune-low” group, we identified
2 stable diseases and 7 progressive diseases. The ORR to immunotherapy was better in the
“immune-enriched” group (33% versus 0%, fisher’s exact test p=0.16) (Figure S4B). The 2
gene expression immune signatures, predictive of response to CPI in ccRCC, were significantly

higher in the “immune-enriched” group (adjusted p<0.05) (Figure S4C). These results suggest
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that pRCC patients from the “immune-enriched” TME subtype could potentially benefit from

immunotherapy.

Transcriptomic characterization of the pRCC TME subtypes defined by IHC

To identify the transcriptomic programs driving the pRCC TME subtypes, we performed
differential expression analyses. Under the condition of log2 (fold-change)> 2 and p adjusted <
0.01, 5 differentially overexpressed genes were identified between the 2 groups identified by
IHC in the AXIPAP cohort (Figure 4A): IGHV4-61, CXCL13, FDCSP, ADAMTS14, EPHAS.
Three of these genes directly indicate that B cells and tertiary lymphoid structures (TLS) are
likely drivers of the pRCC “immune enriched” subtype. IGHV4-61, Immunoglobulin Heavy
Variable 4-61, is coding for the variable region of an immunoglobulin which indicates
involvement of B cells. Further, CXCL13 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 13) is a chemo-
attractant for B cells and T follicular helper cells. Finally, FDCSP (Follicular Dendritic Cell
Secreted Protein) is indicative of the presence of follicular dendritic cells, key component of

mature TLS.

The prognosis of patients with a “high transcriptomic signature”, defined as a higher expression
of these 5 genes, seemed to associated with a dismal prognosis, even if the difference in survival
was not significant with p=0.11. Median OS was 10 months (95%CI, 7-NA) vs 26 months
(95%CI, 18-NA), and 12-month OS was 47% vs 80%, in “high signature” vs “low signature”,

respectively (Figure 4B).

According to the gene ontology (GO) terms analyses, and in particular Biological Process (BP),
similarly to the TCGA cohort (Figure S5A), the “immune-enriched” group was significantly
associated with the immune-response and B cell activation pathways (Figure S5B).

Furthermore, from the top 50, 42 pathways were common between the "immune-enriched™ and
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"immune-low" clusters in the TCGA cohort and the "immune-enriched" and "immune-low"

groups in the AXIPAP cohort.
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Discussion

We report the first comprehensive characterization of immune infiltration in pRCC in both

localized and metastatic patients.

Using an unsupervised analysis on localized pRCC data, we identified distinct subsets of pRCC,
including one population enriched in immune infiltrate. We confirmed this result in an

independent localized pRCC cohort*.

Given that the immune infiltrate may differ between localized and metastatic disease®"*2, we
subsequently characterized the TME of patients with metastatic pRCC. We conducted a
comprehensive evaluation of immune infiltration, by IHC and RNA-seq, in a prospective

metastatic pRCC trial cohort, annotated with systemic therapy treatment®*,

In the metastatic cohort, we also identified by RNA-seq, an “immune-enriched” cluster
supporting the observation of a subset of pRCC more enriched in immune infiltrate,
independently of the vascular density. The “immune-enriched” subgroup was confirmed by
IHC, with the CD3 marker being a routinely applicable IHC staining associated with RNA-seq
clustering. Our results provide further granularity to the previously presented analyses from the
keynote 427-B cohort®® performed in 136 nccRCC, showing that the T-cell-inflamed gene
expression profile signature was significantly associated with ORR, which may be predictive
of a response to CPI°*. However, this signature remains based on RNA-seq, therefore limiting

its clinical implementation in a daily practice.

In addition to identifying an “immune-enriched” subgroup pRCC, we highlighted its prognostic
value, which was significantly worse than that of the identified “immune-low” population, both
in RNA-seq and IHC. These results are similar to those of the ccRCC well described in

literature®°,
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Our results as part of the AXIPAP clinical trial cohort, indicated that both ORR and PFS under
axitinib appeared to be lower in the “immune-enriched” group. These findings suggest that
other treatment options, such as immunotherapy, may be considered in this subgroup. We
previously reported on checkpoint inhibitor therapies limited activity in an unselected pRCC
population®*, highlighting the need to identify predictive biomarkers to better select patients
more likely to respond to CPI. In our analysis, the “immune-enriched” cluster was characterized
by significantly higher gene expression of checkpoint inhibitor markers. Interestingly, the study
by Senbabaoglu et al. showed that enriched in T cells ccRCC tumours and responding to
immunotherapy had also high expression levels of immune response-related genes, including
immune checkpoint genes such as PD-1, PD-L1 and CTLA-4°". Moreover, the 2 predictive
signatures for response to CPI (Teff and JAVELIN Renal 101 Immuno), described in ccRCC,
were significantly greater in the “immune-enriched” cluster. Despite the limited data on
responses to 2nd and 3rd line immunotherapy in our AXIPAP cohort, the ORR to
immunotherapy appeared numerically higher in the “immune-enriched” group. Taken
altogether, these results suggest that the "immune-enriched" feature may have potential

predictive value for a favorable response to immunotherapy.

Furthermore, in order to characterize the difference between the 2 groups identified in IHC, we
performed mRNAs differential expression analysis with strict significance criteria. We
highlighted 5 differentially overexpressed genes in the ‘immune-enriched” group. The gene
IGHV4-61 is part of B lymphocyte populations. The gene CXCL13, corresponds to chemokine
(C-X-C motif) ligand 13 or BLC (B-lymphocyte chemoattractant) or BCA-1 (B cell-attracting
chemokine 1). His role is selective chemotaxis for B cells, a product of follicular helper CD4+T
cells (TFH) and a contributor to TLS®®. The gene FDCSP, Follicular dendritic cell secreted
protein, is ability to specifically bind to activated B cells and is intimately connected to

chemokine pathways, particularly with the CXCL13%°. Follicular dendritic cells are found in

24



the center of germinal center of mature tertiary lymphoid structures®® where they are likely to
present antigen to B cells . The gene ADAMTS14, a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 14, is mainly involved in extracellular matrix assembly and
degradation. It is highly associated with several immune cells in ccRCC, such as activated
dendritic cell, central memory CD8 T cell, central memory CD4 T cell, and activated CD4 T
cell®. Finally, the gene EPHA3, Eph receptor tyrosine kinases, formerly known as HEK,
contribute to tumor development, modulating cell-cell adhesion and survival during invasion,
neo-angiogenesis and metastasis®. Therefore, the gene EPHAS3 represents a potential source of
tumor-specific antigens recognized on tumor cells that express HLA class 1l molecules. It
appears to function as a tumor-suppressor in ccRCC as in the tumor stromal microenvironment
(MSCs)®. All these genes are related to the B population and TLS, recently described in the
literature. Notably, tumours with mature TLS, a high density of B cells and plasma cells, as
well as the presence of antibodies to tumour-associated antigens are typically associated with
favorable clinical outcomes and responses to immunotherapy compared with those lacking

these characteristics®®.

Our exploratory analysis of a transcriptomic signature, defined as a higher expression of these
5 genes, seemed to be associated with a dismal prognosis in OS. This result is consistent with
the literature as these 5 genes are described in ccRCC, each of which is associated with a poor
prognosis and decreased survival of patients®*®’. Intratumoral CXCL13+CD8+T cells
abundance was associated with immune-evasive contexture. The abundance of
CXCL13+CD8+T cells was shown to be an independent prognosticator and a potential
immunotherapeutic target marker for ccRCC treatment®®. Luo et al. reports that 4 tumor
microenvironment-related genes (CD79A, CXCL13, IL6 and CCL19) were identified as

biomarkers for pRCC prognosis in localized pRCC from the TCGA cohort®.
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Beyond their prognostic value, data from the recent literature showed that the B and TLS
populations have a potential predictive value for response to immunotherapy in various
cancers® 0, demonstrating significantly higher expression of B-cell-related genes in responders
versus non-responders’. CXCL13 expression, as a surrogate for tumour TLS, is a relevant
candidate predictive biomarker of response to CPI for patients with advanced-stage bladder
cancer’?. Similarly, in the NIVOREN cohort, Carril-Ajuria et al., demonstrated for the first
time, that a pre-existing high number of circulating baseline unswitched memory B cells is
associated with higher probability of response to nivolumab and longer PFS and OS in patients

with metastatic ccRCC".

Our study has several limitations. As pRCC are rare tumours, our analyses were performed on
a limited number of available samples. We can note the differences in clustering proportions
between cohorts, which can be explained by metastatic tumours, known to be more
inflammatory and aggressive than localized pRCC®?, the heterogeneity of techniques between
RNA-seq, micro-array, and IHC, and also a potential lack of power due to a limited number of
available samples. Moreover, sequencing techniques, especially on paraffin blocks, are recent,
and may generate biases in the results. Similarly, it would be interesting to be able to confirm
the possibility of identifying the “immune-enriched” group from the CD3 marker in another
independent cohort. Finally, the potential predictive value of response to immunotherapy of our
identified “immune-enriched” group can only be formulated as a hypothesis since we have
limited data from further CPI treatment. It will be necessary to validate our results and
hypotheses in a prospective cohort of metastatic pRCC treated with CPI alone and in

combination with a TKI.
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Conclusion

In summary, for the first time, based on a comprehensive analysis, using RNA-seq and IHC,
we identified a specific immune TME subtype of metastatic pRCC, significantly more
infiltrated with cytotoxic T and B immune populations. The identification of this group could
be done by IHC, and in particular by the CD3 marker, a reliable and inexpensive technique.
This “immune-enriched” feature, with its defining markers highlighted, appears to be correlated
with a poor prognosis but could indicate a potential predictive value for response to
immunotherapy. This, however, requires a confirmation in metastatic pRCC treated with CPI

alone and in combination with a TKI.
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Tables

CHARACTERISTIC N=271'
AGE 61 (53, 69)
Unknown 23
GENDER

Female 67 (25%)
Male 204 (75%)
TYPE

Type 1 Papillary RCC 159 (59%)
Type 2 Papillary RCC 78 (29%)
Unclassified Papillary RCC 34 (13%)
STAGE

Stage | 163 (66%)
Stage 11 21 (8.5%)
Stage 111 48 (19%)
Stage IV 15 (6.1%)
Unknown 24
VITAL STATUS

Alive 231 (85%)
Dead 40 (15%)
SURVIVAL_TIME (DAYS) 742 (403, 1,465)
Unknown 1

" Median (IQR); n (%)

Table 1. Characteristics of the localized pRCC population, from TCGA KIRP cohort.
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CHARACTERISTIC
AGE

GENDER

Female

Male

TYPE

Type 1 Papillary RCC
Type 2 Papillary RCC
Prior Nephrectomy
ECOG

0

1

IMDC score
Favorable risk group
Intermediate risk group
High risk group
Unknown
VITAL_STATUS
Alive

Dead

SURVIVAL_TIME
(MONTHS)

" Median (IQR); n (%)

Table 2. Characteristics of the metastatic pPRCC population, from AXIPAP trial cohort.

N =38’
62 (53, 69)

6 (16%)
32 (84%)

12 (32%)
26 (68%)
35 (92%)

19 (50%)
19 (50%)

8 (22%)

16 (44%)

12 (33%)
2

12 (32%)
26 (68%)

18 (8, 35)
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Figure legends

Figure 1. Transcriptomic analyses from TCGA KIRP cohort (n=271). A, Heatmap
representing unsupervised analysis from MCP-Counter on normalized transcriptomic
expression data (k=2), identifying the TME subtypes. B, Boxplots representing the
transcriptomic expression of 5 checkpoint markers according to clusters from the MCP-Counter
analysis. C, Boxplots representing the 3 predictive gene signatures of response to treatment
described in the clear-cell renal cell carcinoma (angiogenesis, Effector T-cell (Eff T), JAVELIN
Renal 101 Immuno), according to the clusters from MCP-Counter. p values were obtained using
the two-sided Mann-Whitney test (***p<0.001). D, Kaplan-Meier survival curves (overall
survival (OS)) according to clusters from MCP-Counter analysis.

Figure 2. A, Flow chart of patients included in AXIPAP and their follow-up (clinical data
cutoff was February 28, 2021. TKI: Tyrosine Kinase Inhibitors. CPI: Checkpoint inhibitors) and
B, with materials available for IHC and RNA-seq analysis.

Figure 3. Immunohistochemistry (IHC) analyses from AXIPAP trial cohort (n=38). A,
Heatmap representing unsupervised analysis based on the immune markers performed in IHC
(k=2), identifying the “IHC TME subtypes” with the “immune-enriched” group and the
“immune-low” group. B, Kaplan-Meier survival curves (overall survival (OS)) according to
subgroups from the unsupervised analysis based on IHC immune markers. C, Kaplan-Meier
survival curves (progression free survival (PFS)) according to subgroups from the unsupervised
analysis based on [HC immune markers.

Figure 4. Transcriptomic characterization of the pPRCC TME subtypes defined by IHC.
A, Volcano plot representing the mMRNAs differential- expression analysis (=32378 genes) from
DESeq2, between the 2 groups identified from IHC in the AXIPAP trial cohort (n=30). Under
the condition of log2 (fold-change) > 2 and p adjusted < 0.01, 5 differentially overexpressed
genes were identified between the 2 groups (red circle). B, Kaplan-Meier survival curves
(overall survival (OS)) according to subgroups with a “high transcriptomic signature” and “low
transcriptomic signature”, defined as a median of the 5 significant differentially overexpressed
genes.
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Supplementary fiqure legends

Figure S1. Additional analysis from TCGA KIRP Cohort (n=271). A, Boxplots representing
MCP-Counter estimation of different immune cell populations according to clusters. p values
were obtained using the two-sided Mann-Whitney test (***p<0.001). B, Boxplots representing
copy number alterations (CNA) (CDKN2A, Chromosome (chr) 3p and 7 between 2 clusters. p
values were obtained using the two-sided Mann-Whitney test (**p<0.01; ns: non-significant).
C, Boxplots representing gene signature mRNA-based concerning the Cell cycle, Hypoxia,
NRF2/ARE, TFE3 fusion, between 2 clusters. p values were obtained using the two-sided
Mann-Whitney test (***p<0.001). D, Boxplots representing the Th2 prognostic signature
according to the clusters from MCP-Counter (***p<0.001).

Figure S2. Transcriptomic analyses from independent Albiges et al. cohort (n=98). A,
Heatmap representing unsupervised analysis from MCP-Counter on the microarray expression
data (k=2), identifying the TME subtypes. B, Boxplots representing the expression of 5
checkpoint markers according to clusters from the MCP-Counter analysis. C, Boxplots
representing the 3 predictive gene signatures of response to treatment described in the clear-cell
renal cell carcinoma (angiogenesis, Effector T-cell (Eff T), JAVELIN Renal 101 Immuno),
according to the clusters from MCP-Counter. p values were obtained using the two-sided Mann-
Whitney test (**p<0.01; ***p<0.001).

Figure S3. Additional heatmap from AXIPAP trial cohort (n=38). Heatmap representing
unsupervised analysis based on the immune markers performed in immunohistochemistry
(k=2), identifying the “IHC TME subtypes” with the “immune-enriched” group and the
“immune-low” group, annotated histological type and angiogenic markers, CD31(AV: vascular
architecture; DV: vascular density) and VEGF.

Figure S4. Assessment of response to treatment from AXIPAP trial cohort (n=38). A, table
with objective response rate (ORR) of patients treated with axitinib in 1st line, from AXIPAP
trial cohort, according to subgroups from the unsupervised analysis based on IHC immune
markers from AXIPAP trial cohort (n=36). B, table with objective response rate (ORR) of
patients treated by immunotherapy in 2" or 3™ line, according to subgroups from the
unsupervised analysis based on IHC immune markers from AXIPAP trial cohort (n=12). C,
Boxplots representing the 3 predictive gene signatures of response to treatment described in the
clear-cell renal cell carcinoma, (angiogenesis, Effector T-cell (Eff T), JAVELIN Renal 101
Immuno), according to subgroups from the unsupervised analysis based on IHC immune
markers from AXIPAP trial cohort (n=30). p values were obtained using the two-sided Mann-
Whitney test (*p<0.05; ns: non-significant).

Figure S5. Gene ontology (GO) terms analysis. A, The bubble diagram representing
Biological Process significantly activated between the clusters from MCP-Counter in TCGA
cohort. B, The bubble diagram representing Biological Process significantly activated between
subgroups from the unsupervised analysis based on IHC immune markers in AXIPAP trial
cohort.

37



Figure 1

mﬁ%ﬁ%ﬁ@m

T I TME_subtypes

| 6
T cells

CD8 T cells

Cytotoxic lymphocytes

B lineage

NK cells

Monocytic lineage

Myeloid dendritic cells
| Neutrophils

Endothelial cells

Fibroblasts

(@)

log2(immune gene expression)

*hkk *hkk

TME_subtypes
Immune-enriched n=56 (21%)
4 Immune-low n=215 (79%)

2
0

2
-4

Ak Ak *hkE Hhkk *kkk

log2(immune gene expression)

1.001

=]
~
3

Overall survival (OS)
o o
[\ [4)]
[4:] (=]

0.00

Strata

CTLA4  LAG3

*hkk

PD1 POLT  TIGIT Angiogenesis EffT JAVELIN Renal 101 Immuno
Immune cell populations type Predictive signatures

Strata == TME_subtypes=Immune-enriched =+ TME_subtypes=Immune-low

p=0.0018

0 24 48

Number at risk

55 24 9
215 113 62

72 98 120 144 168 192
Time in months

3 2 1 0 0 0
32 12 3 1 1 1

0 24 48

72 96 120 144 168 192
Time in months

* Immune-enriched n=56 (21%)

44 . TME_subtypes
‘ Immune-low n=215 (79%)



Gene signature mRNA-based

Figure S1

A

10.0 1
wAKRK KRkR b3 *RkK KEKE wAkRK RRKK wARK L3 wEKRE
| oy
9
® 7.5
E
]
o
—
"u_J‘ 5-0- +
[
>
Q
a L]
D 2 -
Q
: +
0.04 =
g ® @ o @ 2 A ® © ©
L 8 2 z 2 2 2 2
3 8 > 8 8 S 8 s 8 8
® 9] ° = o )
£ = o T s} £ ks o ¥ [
= 0 < = = = E = z
m a [ ° el g 5 3
c £ 35 ¢t x 5 =
o 2 2 ©
g @ s 3
g = 3
5 =
Immune cell populations type
ns ns *

CNA

cher

log2(immune gene expression)

TME_subtypes
- Immune-enriched n=56 (21%)
- Immune-low n=215 (79%)

w
1

N
n

ek

TME_subtypes
‘ Immune-enriched n=56 (21%)
‘ Immune-low n=215 (79%)

Pronostic signature

Th2 siénature

Gene signature mRNA-based

Gene signature mRNA-based

-20

Gene signature mRNA-based

TME_subtypes
Bl immune-enriched n=56 (21%)
B immune-ow n=215 (79%)

Cell Cycle

Hypoxia

TFE3 fusion

NRF2/ARE



Figure S2

Ty

] _ TME_subtypes

T cells

CD8 T cells 2
Cytotoxic lymphocytes
B lineage

NK cells

Monocytic lineage
Myeloid dendritic cells
Neutrophils
Endothelial cells

Fibroblasts

kkk Hkkk

I

hkk

fold change

Hkd

.

fold change

*kk Fkk

—**
4'4-

LAGZ  PD1 PDL1
Immune cell populations type

CTLA4

TIGIT

Angiogenesis EFT JAVELIN Renal 101 Immuno
Predictive signatures

TME_subtypes
4 Immune-enriched n=8 (8%)
Immune-low n=90 (92%)

TME_subtypes
- Immune-enriched n=8 (8%)
Bl immunelow n=90 (92%)



Figure 2

( 56 patients enrolled ]

!

55 patients with central review
performed

5 patients with other histologic subtypes ‘ ]
v

| 50 patients with confirmed pRCC

6 non eligible patients “—

v

44 patients included and treated by
AXITINIB in 1* line

6 patients with poor materials l‘;

\4

n= 38 pRCC
| I

| 19 patients treated by TKI in 2™ line H 10 patients treated by CPI in 2™ line

!

| 4 patients treated by CPI en 3 line ‘

7 patients died (before resorting to a 22 line)
2 patients still under treatment

B n= 38 pRCC

I )

THC staining ( Biopsy Nephrectomy
=38 1 n=3 n=35

2 paraffin blocks fixed
in Bouin solution

\d
Blocks available for RNA-
sequencing
n=33

3 outliers RNA-sequencing |‘7

Transcriptomic analysis
n= 30

Y




T IHC_TME_subtypes

ARRNA RN RRRRARREREN (RS EATNATHN HC_TME_subtypes

4 Immune-enriched n=18 (47%)
RI_FI_HES
Immune-low n=20 (53%)
RI_IT_HES 2
CD3_FI 0
CD3_IT 5
CD8_FI
- -4
cDs_IT
I PDL1
CD68_FI
CD68_IT
Strata =+ |HC_TME_subtypes=Immune-enriched =+ IHC_TME_subtypes=Immune-low Strata =+ IHC_TME_subtypes=Immune-enriched =+ IHC_TME_subtypes=Immune-low
1.00 1.00
075 0.75
%) w
o] 0.50 El: 0.50
0.25 0.25
p = 0.0011
0.00 0.00
0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 ) 12 18 24 30 36 42 48
Time in months Time in months
Number at risk Number at risk
% =1 18 14 7 4 4 3 3 0 0 % = | 18 <] 1 1 o] 0 0 0
5 = | 20 20 19 16 11 10 5 2 1 (‘3 = 20 17 9 6 4 3 2 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 ] 8 12 18 24 30 36 42 48

Time in months Time in months



Figure S3
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Figure S5
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ANALYSES COMPLEMENTAIRES ET PERSPECTIVES

1. Analyses complémentaires

1.1. Synthese

Le carcinome papillaire du rein est le plus fréquent des carcinomes non a cellules
claires, associé a un mauvais pronostic en situation métastatique. Nous avons évalué de
maniere multimodale le microenvironnement tumoral immunitaire (TME), largement
inconnu, afin d'identifier des cibles thérapeutiques potentielles. Nous nous sommes
notamment appuyés sur la cohorte prospective frangaise, AXIPAP, spécifique de pRCC
métastatiques, avec des données de traitement par axitinib en 1¢¢ ligne. Pour la premiére
fois a ce jour, a partir des données de RNA-seq et de I'IHC, et en appliquant un clustering
non supervisé, nous avons identifié deux sous-types de TME dans chacune des cohortes,
que nous avons défini comme "immuno-enrichies" et "immuno-pauvres". Le groupe
"immuno-enrichi" apparait étre un sous-type de TME, spécifiquement dans les pRCC,
significativement plus infiltré par la population immunitaire T et B. Cette caractéristique
"immuno-enrichie" semble étre corrélée a un mauvais pronostic. Elle pourrait également
avoir une valeur prédictive potentielle de réponse a I'immunothérapie, traitement non
standard actuellement dans les pRCC métastatiques du fait de I'absence d’étude clinique
prospective ayant démontré l'intérét des CPI dans cette indication.

Nos résultats renforcent les analyses précédemment présentées de la cohorte
KEYNOTE 427-B (96) réalisée sur 136 nccRCC, montrant que la signature « T-cell-
inflamed GEP » était significativement associée a I'ORR, pouvant étre prédictif d'une

réponse aux CPI (177). Cependant, cette signature est basée sur le RNA-seq, ce qui
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limite sa mise en ceuvre clinique dans la pratique quotidienne. Or, a partir du clustering
non supervisé réalisé a partir des marqueurs IHC dans la cohorte AXIPAP, nous avons
mis en évidence que le groupe "immuno-enrichi" était caractérisé principalement par le
marqueur CD3. Ce résultat pourrait étre particulierement intéressant car beaucoup plus
aisément applicable en routine, I'IHC étant une technique fiable et peu coliteuse. Un
marquage CD3 en intra-tumoral fort était significativement associé a un mauvais
pronostic. L'OS médiane était de 9,5 mois (95%CI, [7,18]) vs 37 mois (95%CI, [26,NA]),
ainsi qu’un taux d'0OS a 12 mois de 40% vs 89%, dans le groupe CD3 IT fort vs dans le
groupe CD3 IT faible, respectivement (p=5.10*) (Figure 5).
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Figure 5: Courbes de survie de Kaplan-Meier (survie globale (0S)) entre le
groupe CD3 IT fort et le groupe CD3 IT faible, a partir des données d'IHC issues
de la cohorte AXIPAP.
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1.2. Cohorte de validation rétrospective

Dans I'objectif d'identifier en IHC des pRCC métastatiques "immuno-enrichis" a
partir du marqueur CD3 et de confirmer leur valeur pronostique, nous avons réalisé cette
analyse dans une autre cohorte indépendante. En collaboration avec le Pr Fromont et le
Dr Cancel, nous nous sommes appuyés sur une cohorte nationale rétrospective ayant
permis d'évaluer I'efficacité du sunitinib versus I'évérolimus en 1¢¢ ligne dans les pRCC
métastatiques, publiée en 2021 (180). Sur les 138 patients inclus, la cohorte était
principalement composée de tumeurs papillaires de type 2 (n=114), traitées
majoritairement par sunitinib (n=107). Il n'est pas rapporté de différence significative en
termes d’efficacité entre ces 2 traitements en 1¢¢ ligne. Les résultats sont cohérents avec
les données de la littérature, et notamment avec I'étude SUPAP (80), évaluant le
sunitinib, et RAPTOR (81) évaluant I'évérolimus, dans cette méme situation. Seuls 70
patients ont pu avoir des données en IHC disponibles. Une relecture
anatomopathologique a également pu étre réalisée. Des marquages CD3 et CD8, en intra
tumoral et front d'invasion, avaient pu étre réalisés par le Pr Fromont.

Nous avons donc réalisé une analyse de la survie globale entre le groupe CD3 IT fort
(n=23) versus le groupe CD3 IT faible (n=46). Bien que le groupe CD3 IT fort semble
avoir un moins bon pronostic, nous ne pouvons pas mettre en évidence de différence
significative avec une OS médiane de 12,5 mois (95%CI, [7.8,25.1]) vs 19,2 mois
(95%ClI, [13.2,32.4]), ainsi qu’un taux d'OS a 12 mois de 56% vs 71%, dans le groupe

CD3 IT fort vs dans le groupe CD3 IT faible, respectivement (p=0.33) (Figure 6).
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Figure 6 : Courbes de survie de Kaplan-Meier (survie globale (0OS)) entre le
groupe CD3 IT fort et le groupe CD3 IT faible, a partir des données d'IHC issues
de la cohorte Cancel et al. (180).

Ce résultat pourrait s'expliquer selon plusieurs hypothéses, a savoir tout d‘abord qu'il
s’agit d'une étude avec des données de survie collectées rétrospectivement, incluant des
patients traités par TKI mais aussi par inhibiteur de mTor (181). La génération de
données en situation réelle peut manquer d'imagerie standardisées pour définir avec
précision la progression de la maladie. Nous pouvons également émettre un potentiel
manque de puissance au vue de la tendance objectivée. En effet, la proportion du groupe
CD3 IT fort semble moins importante dans cette cohorte (n=23/47) vs dans la cohorte
AXIPAP (n=20/18). Méme si la technique par IHC est reproductible et fiable, car non
opérateur dépendant, le marquage CD3 a été réalisé différemment (CD3 Dako (clone F
7.2.38) dans cette cohorte vs CD3 MAb rabbit 2GV6, Roche dans la cohorte AXIPAP),
pouvant possiblement induire un biais. Enfin, et surtout, la principale limite pouvant
expliqguer ce résultat est potentiellement I'hétérogénéité tumorale, qui apparait

importante pour l'infiltrat inflammatoire. En fonction de la zone choisie pour réaliser les
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marquages, les résultats peuvent étre treés hétérogénes. Nous avons pu d'ailleurs le
mettre en évidence entre nos marquages en IT et FI, qui amenent a des résultats déja
différents. Pour y remédier, il serait trés intéressant d’appliquer la notion de spatialité.
En effet, des techniques innovantes sont en cours de développement afin de mieux
comprendre |'architecture du microenvironnement tumoral et ainsi appréhender plus
justement cette hétérogénéité intra tumoral. Par une approche multi-omics, a partir de
la transcriptomique spatiale en plein essor, et de I'imagerie spatiale en utilisant I'THC,
des techniques d'immunofluorescence multiplex et une analyse de proximité spatiale
assistée par l'intelligence artificielle, nous pourrions mieux cibler les zones IT d'intérét, a

I'exemple de Meylan et al. (182).

2. Perspectives

Enfin, la valeur prédictive potentielle de la réponse a I'immunothérapie de notre
groupe identifié comme "immuno-enrichi" ne peut étre formulée que sous forme
d'hypothese, car nous disposons de données limitées sur les traitements ultérieurs par
CPI dans notre cohorte. Il sera nécessaire de valider nos résultats et nos hypothéses
dans une cohorte prospective de pRCC métastatiques traités par CPI seul et en

association avec un TKI.

2.1. Développement d'une cohorte de validation internationale

Nous allons pouvoir a court terme avoir accés a la base de données CKCis (183)

(the Canadian Kidney Cancer information system) dans le cadre d'une collaboration
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internationale. En effet, mon post-doctorat se réalisera a partir de novembre 2023 pour
une durée d'un an, au Centre Hospitalier Universitaire de Montréal (CHUM), aux cotés du
Pr Denis SOULIERES (membre investigateur de la base nationale). Cette base représente
une réelle opportunité pour constituer une cohorte de validation qualitative, a partir de
données populationnelles. Mise en place depuis 2011, elle a permis actuellement la
collecte prospective, longitudinale et multicentrique a travers 16 provinces canadiennes,
de plus de 10 000 tumeurs rénales dont plus de 3000 tumeurs non a cellules claires.
Nous allons alors pouvoir ainsi travailler sur pres de 100 mpRCC traités par CPI selon 2
axes, (i) clinique avec I'évaluation rétrospective des CPI dans les pRCC en évaluant
comme critere de jugement principal I'efficacité de I'immunothérapie par le TTF, et (ii)
translationnel en identifiant, de nouveau, différents sous-groupes « immunitaires »
spécifiquement dans les pRCC métastatiques, a partir de I'IHC et des données de RNA-
seq, afin de valider I'impact pronostique (0OS) et prédictif (ORR et PFS) de ces sous-
groupes, mais aussi pouvoir valider, en critére d'évaluation secondaire, I'identification du
sous-groupe « immuno-enrichi » par le marqueur IHC, CD3+ intra tumoral, et sa valeur
pronostique (OS). Ce travail sera soutenu par les plateformes du centre de recherche du
CHUM mises a ma disposition, a I'aide des Pr LATTOUF et TRUDEL. Les analyses en IHC,
voire en RNA-seq, selon le matériel disponible (30 a 50 pRCC), seront réalisées selon la
méme méthodologie que ma these de sciences, dans I'objectif de valider nos résultats

obtenus dans la cohorte AXIPAP.

2.2. Développement d'une cohorte de validation prospective

Ce travail pourra étre également confirmé dans un second temps grace a l'essai

PAXIPEM (NCT05096390), récemment ouvert en France, phase 2 évaluant la combinaison
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par pembrolizumab+axitinib vs axitinib. Une analyse ancillaire est d’ores et déja prévue
dans ce sens, en collaboration avec le Pr Sylvie NEGRIER et le Pr Nathalie RIOUX-
LECLERCQ, et pourra se réaliser a la fin des inclusions, avec 72 patients attendus,

correspondant a mon retour de post-doctorat.
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En conclusion, ce travail de these vise a approfondir la compréhension des cancers
du rein de type papillaire, qui représentent une entité clinique hétérogéne avec un
mauvais pronostic au stade métastatique. Les traitements par inhibiteurs de checkpoint
peuvent présenter un intérét dans les pRCC, comme nous avons pu le démontrer lors de
notre revue publiée au cours de la these (184). Cependant, I'enjeu majeur est de pouvoir
identifier les patients qui seraient « bons répondeurs », justifiant une approche de
sélection par biomarqueurs. Le TME étant tres peu décrit, nous nous sommes concentrés
sur son analyse premiere, la plus exhaustive possible, a partir du RNA-seq et de I'IHC,
révélant en effet des sous-groupes distincts sur le plan immunitaire, corrélés a des
pronostics différents et a une réponse a I'immunothérapie possiblement différente. Cette
avancée dédiée aux pRCC ne peut qu'encourager a poursuivre les recherches
spécifiquement dans ces tumeurs rares, afin d'optimiser leur prise en charge

thérapeutique.
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DE VRIES-BRILLAND Manon

Checkpoint inhibitors in metastatic papillary renal cell carcinoma

Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC (nccRCC) and a distinct entity,
although heterogenous, associated with poor outcomes. The treatment landscape of metastatic pRCC (mpRCC)
relied so far on targeted therapies, mimicking previous developments in metastatic clear-cell renal cell carcinoma.
However, antiangiogenics as well as mTOR inhibitors retain only limited activity in mpRCC. As development of
immune checkpoint inhibitors (ICI) is now underway in patients with mpRCC, we aimed at discussing early activity
data and potential for future therapeutic strategies in monotherapy or combination. Expression of immune
checkpoints such as PD-L1 and infiltrative immune cells in pRCC could provide insights into their potential
immunogenicity, although this is currently poorly described. Based on retrospective and prospective data, efficacy
of ICI as single agent remains limited. Combinations with tyrosine-kinase inhibitors, notably with anti-MET
inhibitors, harbor promising response rates and may enter the standard of care in untreated patients. Collaborative
work is needed to refine the molecular and immune landscape of pRCC, and pursue efforts to set up

predictive biomarker-driven clinical trials in these rare tumors.

Keywords: metastatic papillary renal-cell cancer, immunotherapy, PD-1/PD-L1 inhibitors

Comprehensive analyses of immune tumor microenvironment

in papillary renal cell carcinoma

Background: Papillary Renal Cell Carcinoma (pRCC) is the most common non-clear cell RCC (nccRCC), and
associated with poor outcomes in the metastatic setting. In this study, we aimed to comprehensively evaluate the
immune tumor microenvironment (TME), largely unknown, of patients with metastatic pRCC and identify potential
therapeutic targets.

Methods: We performed quantitative gene expression analysis of TME using MCP-counter methodology, on 2
independent cohorts of localized pRCC (n=271 and n=98). We then characterized the TME, using
immunohistochemistry (n=38) and RNA-sequencing (RNA-seq) (n=30) on metastatic pRCC from the prospective
AXIPAP trial cohort.

Results: Unsupervised clustering identified 2 "TME subtypes”, in each of the cohorts: the “immune-enriched” and
the “immune-low”. Within AXIPAP trial cohort, the “immune-enriched” cluster was significantly associated with a
worse prognosis according to the median overall survival to 8 months (95%CI, 6-29) versus 37 months (95%CI,
20-NA, p=0.001). The 2 immune signatures, Teff and JAVELIN Renal 101 Immuno signature, predictive of response
to immune checkpoint inhibitors (CPI) in ccRCC, were significantly higher in the “immune-enriched” group (adjusted
p<0.05). Finally, 5 differentially overexpressed genes were identified, corresponding mainly to B lymphocyte
populations.

Conclusion: For the first time, using RNA-seq and IHC, we have highlighted a specific immune TME subtype of
metastatic pRCC, significantly more infiltrated with T and B immune population. This “immune-enriched” group
appears to have a worse prognosis and could have a potential predictive value for response to immunotherapy,
justifying the confirmation of these results in a cohort of metastatic pRCC treated with CPI and in combination with
targeted therapies.

Keywords: Immune tumor microenvironment; Immunotherapy; Papillary renal cell carcinoma; MCP-counter;
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