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Résumé : Le cancer du sein triple négatif
(CSTN) est le sous-type de cancer du sein le
plus agressif et le plus difficile a traiter car
I’arsenal thérapeutique est limité et I’efficacité
réelle de ’immunothérapie (notamment par anti
PD-1/anti PD-L1) reste controversée.

Dans le but de restaurer I’efficacité anti-
tumorale de [I’immunothérapie dans cette
pathologie, nous avons étudié les effets
immunologiques de deux molécules de
chimiothérapie fréquemment utilisées dans le
CSTN (I’éribuline et le cisplatine). En effet,
leurs effets immunogénes, autrement dit leur
capacité a stimuler une réponse immunitaire
spécifique a la tumeur, ne sont pas ou peu décrits
a I’heure actuelle. Nous les avons ainsi
combinés car leur association, potentiellement
faisable chez 1’homme, pourrait permettre
d’augmenter I’efficacité anti-tumorale.

Dans notre modéle murin de CSTN (4T1), le
cisplatine semble é&tre une drogue immunogéne
(ICD), au contraire de I’éribuline qui induit peu
de signaux permettant le recrutement et
’activation des cellules immunitaires. In vitro et
in vivo, la combinaison de ces chimiothérapies
n’induit pas plus de signaux de danger que le
cisplatine seul, mais permet d’augmenter
I’infiltration tumorale en cellules cytotoxiques
(lymphocytes T-CD8* et Natural Killer).

Malheureusement, I’induction en paralléle de
I’expression de TGF-B (Transforming Growth
Factor Beta 1), une cytokine pro-oncogénigque
dans un contexte tumoral, semble induire un
environnement tumoral immunosuppressif et
pro-fibrotique potentiellement médié par les
fibroblastes associés au cancer (CAF) rendant la
tumeur résistante a 1’association d’un anti-PD-
L1 avec les chimiothérapies. Ces deux
phénomenes sont donc susceptibles de
s’opposer et de contrebalancer les effets, en
théorie favorables, de [’augmentation du
recrutement  intra-tumoral  de  cellules
immunitaires.

Afin de remédier a ces phénomenes de
résistance, nous avons ensuite évalué I’efficacité
de D’association  éribuline-cisplatine  en
combinaison & une immunothérapie par anti-
PD-L1 et un traitement ciblant le TGF-p.
L’ajout de cet inhibiteur a permis d’augmenter
I’immuno-stimulation par les traitements et de
restaurer I’effet anti-tumoral de
I’immunothérapie auparavant inefficace dans
notre modéle murin.




Title : Preclinical evaluation of the immunological effects of eribulin/cisplatin: rationale combination
with anti-PD-L1 immunotherapy and TGF-p targeting in TNBC

Keywords : immunogenic cell death,

immunotherapy, TGF-p

Abstract Triple-negative breast cancer
(TNBC) is the most aggressive and difficult
subtype of breast cancer to treat as the
therapeutic arsenal is limited and the actual
efficacy of immunotherapy (especially anti PD-
1/anti PD-L1) remains controversial.

In order to restore the anti-tumor efficacy of
immunotherapy regarding this disease, we
studied the immunological effects of two
chemotherapy molecules frequently used in
TNBC (eribulin and cisplatin). At this time,
their immunogenic effects, in other words their
capacity to stimulate a tumor-specific immune
response, are not or rarely described. We
decided to associate them since their
combination is potentially feasible in human,
and thereby could increase anti-tumor efficacy.
In our mouse model of TNBC (4T1), cisplatin
appears to be an immunogenic drug (ICD) in
contrast with eribulin, which induces few
signals allowing the recruitment and activation
of immune cells. In vitro and in vivo, the
combination of these chemotherapies does not
induce more danger signals than cisplatin alone
but increases tumor infiltration of cytotoxic
cells (T-CD8+ and natural killer lymphocytes).

triple-negative breast cancer,

eribulin, cisplatin,

Unfortunately, the parallel induction of TGF-
(Transforming Growth Factor Beta 1)
expression, a pro-oncogenic cytokine in a tumor
setting, appears to induce an
immunosuppressive and pro-fibrotic tumor
environment potentially mediated by cancer
associated fibroblasts (CAF) causing the tumor
to be resistant to the combination of anti-PD-L1
with chemotherapies. These two phenomena are
thus likely to oppose themselves and
counterbalance the theoretically favourable
effects of increased intra-tumor recruitment of
immune cells.

To address these resistance phenomena, we then
evaluated the efficacy of eribulin-cisplatin in
combination with anti-PD-L1 immunotherapy
and TGF-p targeting therapy. The addition of
this inhibitor has increased the immuno-
stimulation through the treatments and restored
the anti-tumor effect of the previously
ineffective immunotherapy observed in our
mouse model.
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RE : Réticulum Endoplasmique

RO : Récepteur aux (Estrogenes

ROS : especes réactives de I'oxygene

RP : Récepteur a la Progestérone

RPMI : Roswell Park Memorial Institute

RT-gPCR : Reverse transcription — réaction
en chaine par polymérase en temps réel

TAM : Tumor Associated Macrophage

TAP1 : transport associated with antigen
Processing

TBK1 : TANK-binding kinase 1

TGF-B : transforming growth factor 8
TILs : lymphocytes infiltrant la tumeur
TLR : Toll Like Receptor

TNFa : Tumor Necrosis Factor o

T-reg : Lymphocytes T régulateurs
TSA : Antigéne Spécifique de Tumeur

UNC : Instable / non classifié

VEGF : vascular endothelium growth factor

XCL1 : X-C Motif Chemokine Ligand 1

NLRP3 : Nod-like receptor family, pyrin
domain containing 3

SVF : Sérum de Veau Foetal

STAT1 : Signal Transducer And Activator Of
Transcription 1

STING : Stimulator of interferon genes

TAA : Antigene Associé aux Tumeur
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INTRODUCTION

Le cancer est I'une des principales causes de décés dans le monde avec 10 millions de
décés en 2020 (1). Malgré les progrés considérables de la médecine durant le siécle dernier,
cette maladie continue de progresser et I'on estime a 30,2 millions de nouveaux cas de cancer
dans le monde en 2040. Cependant, cette évolution est a deux vitesses en fonction du niveau
socio-économique du pays concerné et I'acces au diagnostic ou au traitement sera dépendant
de la qualité de son systeme de santé. En effet, un systéme de santé solide permet aujourd’hui
d’augmenter la survie des patients en améliorant le nombre et la précocité des dépistages
mais aussi en permettant I'acces a des traitements anti-cancéreux de qualité.

Dans la population générale, le cancer du sein féminin est aujourd’hui le plus
diagnostiqué avec une incidence de 11,7 % suivi par le cancer du poumon 11,4% et le cancer
colorectal 10%. Le plus mortel est le cancer du poumon avec 18% de mortalité suivi par le
cancer colorectal 9,4%, du foie 8,3%, de I'estomac 7,7% et du sein 6,9% (1).

Malgré une meilleure connaissance de la maladie, on estime a plus de 40% de cas de
cancer évitables. Effectivement de nombreux facteurs de risques sont impliqués dans le
développement de ces maladies tels que le tabac, I'alcool, le surpoids, les rayonnements UV,
ou encore la pollution aux particules fines. Le tabac est le premier facteur de risque
« externe » et serait impliqué dans environ 20% des cancers, suivi par la consommation
d’alcool (8%), une alimentation déséquilibrée et le surpoids ou obésité (5.4%).

Durant le siecle dernier, de nombreuses recherches ont été réalisées et ont permis de
mieux comprendre cette maladie. En 2011, Hanahan et Weinberg ont alors décrit les
différentes caractéristiques du cancer mettant ainsi en lumiére la complexité de cette maladie
(2). La compréhension de la biologie tumorale est devenue aujourd’hui une étape
indispensable dans la lutte contre le cancer et permettant ainsi de proposer une stratégie de
traitement personnalisée, plus efficace et moins toxique.

Immunologie générale du cancer

L'oncogenése est la transformation d’une cellule saine en une cellule tumorale. Cette
modification peut étre due a une altération du génome des cellules normales suite a une
infection virale ou a I'exposition a des agents carcinogenes, mais aussi suite a une ou des
mutations constitutionnelles dans le patrimoine génétique de I’h6te. Durant le début des
années 1900, llya I. Mechnikiv et Paul Ehrlich ont réalisé de nombreux travaux en matiére
d’immunologie et ont été les précurseurs dans la compréhension de I'immunité en tant que
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protection de I'organisme. Plusieurs dizaines d’années apres, Burnet et Thomas ont établi
I’hypothese de « I'immunosurveillance des cancers ». Cette hypothese établit que notre
systéme immunitaire aurait la capacité de détecter toute cellule suspecte présente dans
I’'organisme puis de I’éliminer. Cette surveillance implique la reconnaissance des antigenes
tumoraux par différents acteurs du systeme immunitaire inné, tels que les cellules
dendritiques, les macrophages et les cellules Natural Killer (NK) et du systeme immunitaire
adaptatif, tels que les lymphocytes B, T-CD4 et T-CD8. Ces différents acteurs auront pour but
de reconnaitre et de détruire les cellules dysplasiques ou cancéreuses avant le développement
de la tumeur.

Néanmoins, ce concept possede ses propres limites avec I'apparition de cancers malgré
un systéme immunitaire fonctionnel. En effet, des phénoménes d’immunosélection et/ou
d’immunosubversion peuvent étre mis en place par les cellules tumorales afin d’échapper a
cette surveillance (3). La théorie de I'immunoédition est alors apparue afin de compléter le
concept de I'immunosurveillance (4). Ce nouveau concept est défini par la promotion de
cellules tumorales faiblement immunogénes apparues a la suite d’une pression de sélection
du systéeme immunitaire. Suite a I'interaction entre les cellules tumorales et immunitaires, 3
étapes successives sont alors mises en place : I’élimination, I’équilibre et I'échappement (5,6).

a. Phase d’élimination

Comme son nom lindique, cette phase a pour but d’éliminer les cellules pré-
néoplasiques et tumorales par le systeme immunitaire inné avant méme qu’elles deviennent
cliniquement observables. En effet, a la suite d’une transformation cellulaire, différents
signaux vont étre envoyés afin de recruter des acteurs de I'immunité innée tels que les cellules
dendritiques, les lymphocytes NK ou les macrophages.

L'instabilité génomique pouvant entrainer le développement tumoral, des voies de
réparation des dommages génétiques de la cellule transformée vont pouvoir corriger les
lésions de I’ADN et restaurer lintégrité cellulaire (7). Dans le cas contraire, différents
mécanismes peuvent se mettre en place comme l'induction d’un phénomeéne inflammatoire
pouvant aboutir a mort cellulaire programmée ou apoptose. Les régulateurs ATM/ATR sont
impliqués dans cette réponse aux dommages a ’ADN et vont pouvoir alerter le systéeme
immunitaire par I'induction des voies de signalisation des IRFs et de NF-kB (8). Les facteurs de
transcription IRF, comme IRF3 et 7, induisent I'expression des interférons de classe | (IFN a et
B) (9). La voie de signalisation de NF-kB est quant a elle connue pour médier la réponse pro-
inflammatoire. D’autres capteurs de dommages a I’ADN peuvent étre activés comme les TLR
(Toll Like Receptors), étant des récepteurs spécialisés de la réponse immunitaire innée. Ces
TLR sont localisés a différents endroits et reconnaissent différents types de de signaux (10).
En effet, les TLR 1,2,4,5 et 6 sont retrouvés a la surface cellulaire et reconnaissent les lipides,
lipoprotéines et protéines tandis que les TLR 3,7,8,9,11,12 et 13 localisés dans les endosomes
reconnaissent les acides nucléiques (ARN double et simple brin ou flots CpG non méthylés de
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I’ADN). La transduction du signal implique ensuite 'activation de la voie de signalisation de
NFkB via la protéine MyD88 et/ou de la voie de IRF3 induisant la production d’IFN | (11,12).
L’ADN intracellulaire peut aussi étre reconnu par des senseurs présents dans le cytoplasme
cellulaire. cGAS, par exemple, va reconnaitre I’ADN double brin et induire I'activation de
cGAMP puis de STING. Celui-ci va a son tour induire IRF3 puis I'interféron 1 (13). Une réaction
pro-inflammatoire avec la production d’interférons de type Il peut aussi étre induite a la suite
de la reconnaissance d’ADN double brin par les molécules AIM2 ou NLRP3 et qui vont former,
avec ASC et la caspase 1, I'inflammasome. Cet inflammasome actif va cliver la pro-IL-1B et pro-
IL-18 en leur forme mature et permettre leur sécrétion (14). NLRP3 fait partie de la famille des
NLR (Nucleotide Oligomerization domain receptors), une autre famille de senseurs
intracellulaires (15). Ces différents signaux inflammatoires vont alors avoir pour but de créer
un contexte pour l'activation de la réponse immunitaire innée via le recrutement et
I’activation de populations immunitaires.

Le second signal induit par 'altération du génome est I'expression membranaire de
ligands activateurs des récepteurs NKG2D exprimés par les cellules NK. MICA/B vont étre
retrouvés chez ’homme tandis que Rae-1 et Mult-1 seront exprimés chez la souris. La liaison
entre les ligands et leur récepteur va activer les cellules NK induisant la libération du contenu
de leurs granules cytotoxiques contenant la perforine, les granzymes A et B ainsi que des
cytokines pro-apoptotiques I'IFNy ou le TNFa (16). Ces molécules relarguées vont ainsi
provoquer I'apoptose de la cellule pré-néoplasique. L'IFNy est une cytokine activatrice des
macrophages impliqués dans le déclenchement de I'inflammation. L’activation de ces cellules
de I'immunité innée va aussi permettre de recruter et d’activer les cellules dendritiques via
notamment les chimiokines CCL4, CCL5, XCL1 (17) ou les interférons de type |, ainsi que de
maintenir leur survie par la sécrétion du facteur FLT3 par exemple (18).

Les cellules pré-néoplasiques ou tumorales peuvent aussi exprimer a leur surface des
antigénes tumoraux permettant leur reconnaissance par les cellules dendritiques. En effet, les
protéasomes de ces cellules peuvent dégrader des protéines du soi en peptides, a la suite
d’une mutation, d’une hyper-expression ou encore d’une modification post-traductionnelle
de ces protéines. La cellule va alors pouvoir présenter cet antigéne tumoral via le CMH de
classe l ou 11 (19).

- Les antigénes spécifiques des tumeurs (TSA) correspondent a des antigénes
uniguement retrouvés dans les cellules tumorales et pas dans les cellules saines.
L’exposition a un agent cancérigene induisant des mutations génétiques sur des génes
particuliers peut provoquer I'apparition de néoantigeénes, c’est-a-dire une protéine de
séquence nouvelle. En plus de leur singularité, ces néoantigénes auraient la capacité
d’induire une réaction immunitaire avec 'augmentation de genes tels que Prfl ou
Gzma (20). La mise en évidence de ces antigénes spécifiques de tumeurs est donc un
enjeu majeur dans le traitement personnalisé du cancer car cela permet de cibler
spécifiguement les cellules tumorales. Par exemple, chez une patiente atteinte de
cancer du sein ER+/HER2- métastatique et réfractaire a la chimiothérapie, le
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traitement par des TILs réactifs a 4 néoantigénes associé a de l'IL-2 et au
pembrolizumab a montré une régression compléte et durable (21).

- Les antigenes associés aux tumeurs (TAA) peuvent au contraire étre retrouvés dans les
cellules saines mais a un niveau bien inférieur a celui dans les cellules tumorales (18).
Par exemple, HER2 est un antigéne cellulaire constitutionnellement retrouvé dans les
cellules épithéliales du sein. Cependant, dans % des cancers du sein, le gene HER2 sera
amplifié et le nombre de récepteurs HER2 a la surface des cellules tumorales sera
augmenté. Cette protéine est intéressante car elle posseéde un domaine extracellulaire
la rendant immunogéne et pouvant étre ciblé par les lymphocytes B. En effet, les
anticorps produits peuvent bloquer la fonctionnalité de ce récepteur mais aussi induire
une cytotoxicité dépendant des anticorps (ADCC) (22). Cet antigene peut donc étre
utilisé dans des stratégies vaccinales prophylactiques ou thérapeutiques en vue de
provoquer une réponse immunitaire spécifique contre ces cellules tumorales (23).

Dans des conditions de stress ou de mort cellulaire induite notamment par les NK, la
cellule tumorale ou transformée peut libérer des signaux endogeénes appelés DAMPS
(Damage-Associated Molecular Patterns). lls représentent un large panel de molécules
comprenant I’ATP, 'HMGBI et la calréticuline (24). Ces trois signaux sont caractérisés comme
immunogeénes et permettront d’activer les cellules dendritiques. Ces différents signaux seront
détaillés plus précisément dans la suite de ce travail.

Tous ces signaux de danger ainsi que les débris cellulaires retrouvés apres I'action des
cellules cytotoxiques vont pouvoir induire I'activation d’autres cellules immunitaires. En effet,
bien que les acteurs de I'immunité innée puissent rapidement agir contre les cellules malignes,
il est aussi nécessaire de recruter les cellules de I'immunité adaptatives ayant la capacité de
reconnaitre spécifiguement les cellules tumorales et de les éliminer. Pour cela, les petites
molécules libérées vont tout d’abord étre phagocytées par les macrophages et les cellules
dendritiques afin de présenter ces peptides tumoraux aux lymphocytes T via le CMH de classe
| et/ou Il. Cette phagocytose et/ou endocytose dépendant des récepteurs TLR (Toll-like
receptors) va aboutir a la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNFa et IL-1). Ces différents
éléments vont entrainer 'expression du récepteur a chimiokines CCR7 et va provoquer la
migration des cellules dendritiques. En effet, afin de pouvoir activer a leur tour les cellules de
'immunité adaptative, les cellules dendritiques vont devoir migrer jusqu’aux organes
lymphoides secondaires. Le premier signal d’activation des lymphocytes est la reconnaissance
des peptides antigéniques présentés par le CMH de classe | ou Il des cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) par le TCR. Le TCR d’un lymphocyte T est spécifique d’un peptide
antigénique. Simultanément, la molécule du CMH va se lier avec le corécepteur CD4 ou CD8
présent sur le lymphocyte. L’engagement du TCR ne peut cependant pas activer seul les
lymphocytes T et un second signal de costimulation est nécessaire. Les protéines CD80 et CD86
sont présentes sur les cellules dendritiques et reconnaissent le récepteur CD28 retrouvé sur
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la plupart des lymphocytes T. Cette costimulation est indispensable et va permettre
I'activation des cellules T naives. La liaison du ligand CD40 et de son récepteur est un autre
signal de costimulation renforcant I'activité stimulatrice des cellules dendritiques par
I'induction de I'expression des protéines CD80 et CD86 ainsi que la sécrétion de I'interleukine
12 impliquée dans la différenciation des lymphocytes T.

Aprés la reconnaissance de l'antigene peptidique tumoral dans les ganglions
lymphatiques via le CMH, les lymphocytes T naifs vont répondre en sécrétant des cytokines
comme I'lL-2 et en exprimant des récepteurs pour ces cytokines. Ceci va alors conduire a
I’expansion clonale de lymphocytes spécifiques de I'antigéne. Ces lymphocytes activés vont se
différencier en populations effectrices ou mémoires ayant des caractéristiques phénotypiques
et fonctionnelles particuliéres (25). Les lymphocytes T mémoires ayant une longue durée de
vie, vont circuler dans les vaisseaux sanguins et seront préts a répondre rapidement suite a un
second contact avec I'antigéne. Les cellules T effectrices activées telles que les lymphocytes
T-CD8* et NKT vont pouvoir répondre spécifiquement a I'antigéne reconnu et induire une
réponse cytotoxique anti-tumorale via la sécrétion de perforine et de granzyme. Les
lymphocytes auxiliaires T-CD4* vont eux sécréter des cytokines permettant le recrutement
d’autres cellules immunitaires.

Les lymphocytes auxiliaires T-CD4* peuvent se différencier en plusieurs sous-
populations ayant des fonctionnalités différentes comme par exemple :

- Les cellules Thl vont sécréter de I'IFNy et de I'lL-2. Par I'intermédiaire du ligand CD40,
de I'lL-12 et de I'IFNy, ces lymphocytes vont soutenir les fonctions de phagocytose et
d’exposition des antigénes tumoraux par les cellules dendritiques ainsi que par les
macrophages, c’est ce que l'on appelle : I'activation classique des macrophages
(phénotype M1) (26). De plus, ces cellules peuvent aider au maintien des fonctions
cytotoxiques des cellules T-CD8* et NK.

- Les cellules Th2 vont sécréter de I'lL-4 et de I'lL-13. Ces cytokines vont, a I'inverse des
Th1, stimuler la voie alternative des macrophages caractérisés par le phénotype M2
(27). Dans un modele murin de cancer du sein spontané et métastatique, les cellules
T-CD4* Th2 ont stimulé la progression du cancer du sein et des métastases en
apprenant aux macrophages associés a la tumeur a produire des facteurs pro-
angiogéniques et pro-métastatiques (28). De plus, ces cytokines vont promouvoir
I'activité de synthese de collagene par les fibroblastes, induisant un processus
fibrotique (29).

Apres leur activation, les lymphocytes T-CD8* vont étre capables de synthétiser les
molécules cytotoxiques et vont pouvoir reconnaitre les peptides associés aux CMH de classe |
sur les cellules tumorales. Une fois I'antigene tumoral reconnu, ces cellules vont se lier a la
cellule cible via le TCR et le CD8 et vont former une synapse immunologique permettant le
relargage de molécules cytotoxiques afin d’éliminer la cellule tumorale.
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Tout comme I'immunité cellulaire avec les lymphocytes T, I'immunité humorale fait
aussi partie de I'immunité adaptative mais est médiée par les lymphocytes B et les anticorps.
Les lymphocytes B naifs vont rencontrer les lymphocytes T auxiliaires et les cellules
dendritiques présentant I'antigene tumoral dans les organes lymphoides secondaires. Les
cellules B vont alors se différencier en lymphocytes B mémoires ou en plasmocytes pouvant
sécréter des anticorps. Son réle anti-tumoral est moins bien connu que pour I'immunité
cellulaire mais il a été bien établi I'existence d’anticorps ciblant des protéines tumorales
modifiées. L'outil protéomique a permis de mettre en évidence de nombreux antigénes
associés aux tumeurs ainsi que leur anticorps respectif (30). Par exemple, I'antigene hMena a
été retrouvé surexprimé dans le cancer du sein et est capable d’induire une réponse humorale
en plus d’étre reconnu par les lymphocytes T-CD8* (31). De plus, des auto-anticorps ont été
identifiés dans le sérum de patientes atteintes de cancer du sein précoce ou évolué contre des
antigenes associés aux tumeurs (p53, c-myc, HER2, BRCA1,2, etc) et pourraient étre utilisés
comme une aide au diagnostic du cancer du sein précoce (32). La présence d’anticorps contre
des antigenes tumoraux peut aussi induire la cytotoxicité d’autres cellules immunitaires. En
effet, les cellules NK expriment le récepteur CD16 (FcyRIll) qui va reconnaitre le fragment Fc
des anticorps IgG recouvrant la cellule tumorale et va pouvoir provoquer la décharge de ses
granules lytiques (33). Ce mécanisme est appelé la cytotoxicité cellulaire dépendant des
anticorps (ADCC).

Cette collaboration entre immunité innée et immunité adaptative va donc permettre
I’élimination des cellules tumorales. Cependant, certaines cellules peuvent arriver a échapper
aux attaques du systéme immunitaire et entreront dans une phase d’équilibre.
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Figure 1: La phase d'élimination de I'immunoédition. L’induction d’un stress génotoxique dans la cellule transformée va induire
I’expression de molécules de stress telles que le CMH | ou les ligands NKG2D. Les cellules NK de I'immunité innée vont
reconnaitre ces ligands et induire la mort de la cellule transformée par la libération de molécules cytotoxiques. Les antigénes
tumoraux libérés lors de la lyse cellulaire mais aussi I'expression de signaux de danger, de chimiokines et de cytokines
inflammatoires vont permettre le recrutement et I’activation des cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Apreés I'endocytose
des antigénes tumoraux qui va permettre la maturation des CPA, les cellules dendritiques vont migrer jusqu’aux organes
lymphoides secondaires afin de déclencher la réponse immunitaire adaptative. Ces cellules vont présenter les antigénes
tumoraux aux cellules T-CD4*, T-CD8*, NKT et LB. Les lymphocytes B vont étre activés suite a la reconnaissance du peptide
antigénique et par la collaboration avec les lymphocytes T auxillaires afin de se différencier, notamment, en plasmocytes
sécréteurs d’anticorps médiateurs de la réponse humorale. Aprés avoir reconnu le peptide antigénique présenté par le CMH,
les lymphocytes vont pouvoir s’activer, se différencier et se multiplier afin d’induire une réponse cytotoxique a médiation
cellulaire contre les cellules tumorales présentant I’antigéne.

b. Phase d’équilibre

Cette phase d’équilibre est caractérisée par la balance entre la dormance tumorale et
la pression de sélection des cellules immunitaires du systeme adaptatif. En effet, les cellules
tumorales vont acquérir des capacités d’échappement vis-a-vis des cellules immunitaires et
vont pouvoir entrer dans un état d’équilibre avec I’hote. C'est ce que I’on retrouve dans le cas
de cancer en rémission récidivant en métastases plusieurs années aprés le traitement initial.
En 2007, une étude réalisée dans des modeles murins traités par un carcinogéne a montré
I'effet des cellules T-CD4* et T-CD8* mais aussi de I'lFNy dans le contrdle de la tumeur (34). En
effet, le systéme immunitaire adaptatif a permis de stabiliser les masses tumorales mais des
lors que ces populations ont été bloquées par des anticorps monoclonaux, les tumeurs ont
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progressé. Cependant, le ciblage des cellules NK, de leur récepteur et de leur fonction
effectrice n’a pas provoqué d’augmentation de la taille tumorale prouvant I'action exclusive
du systéme adaptatif dans le contréle tumoral durant cette phase. Le systéme immunitaire
adaptatif va donc exercer une pression de sélection sur les cellules tumorales et promouvoir
la génération de variants tumoraux capables de survivre a I'attaque des cellules immunitaires.
Cette sélection Darwinienne, par notamment les lymphocytes T et I'IFNy, va engendrer la
formation de clones tumoraux faiblement immunogénes (immunosélection). De plus, des
cellules immunosuppressives peuvent infiltrer la tumeur (immunosubversion) tandis que les
cellules effectrices auront du mal a éliminer les cellules tumorales. C'est en effet ce qu’a
montré I'équipe de R.Zhang en 2013 par I'étude du microenvironnement tumoral dans le
méme modele de cancer de sarcome induit (35). L'étude des différentes populations
immunitaires présentes dans des tumeurs stables ou en progression prouve I'existence d’'une
balance entre les populations anti-tumorales telles que les lymphocytes T cytotoxiques, NK,
Tyd, et les cellules immunosuppressives comme les Mo-MDSCs. Ces différents ratios de
populations immunitaires vont permettre de maintenir I'état d’équilibre. Cependant, cet état
d’équilibre est fragile et peut étre dépassé suite a la pression de sélection du systeme
immunitaire vis-a-vis des cellules tumorales, c’est ce que I'on appelle I'’échappement tumoral.

c. Phase d’échappement

Cette derniére phase fait suite a la sélection de cellules tumorales transformées et
ayant résisté aux attaques du systeme immunitaire de différentes fagons: par
immunosélection et/ou par immunosubversion ainsi que par immuno-exclusion (3). Ces
cellules agressives vont pouvoir se développer et proliférer jusqu’a devenir cliniguement
observables.

Immunosélection

L'échappement par immunosélection est la capacité progressive des cellules
tumorales a échapper a leur reconnaissance et a leur élimination par les cellules immunitaires.
Autrement dit, cette stratégie d’échappement fait appel a la modification des propriétés
intrinseéques des cellules tumorales.

Tout d’abord, I'expression des molécules du CMH de classe | situées sur ces cellules
tumorales peut étre diminuée, permettant ainsi aux cellules tumorales de devenir moins
visibles pour les lymphocytes T. En effet, si les cellules tumorales perdent leur capacité de
présentation des antigenes, les lymphocytes T-CD8* ne pourront plus reconnaitre les cellules
tumorales et celles-ci ne seront plus éliminées. Cette diminution d’expression du HLA | sur les
cellules tumorales a été par exemple retrouvée dans le cancer du poumon contribuant ainsi
vraisemblablement a I'échappement tumoral (36). D’autres molécules impliquées dans le
processus de présentation antigénique telles que TAP1, LMP2,7 ou la tapasine peuvent étre
progressivement perdues comme le montre une étude dans le cancer colorectal (37). Les
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cellules tumorales peuvent aussi jouer sur la reconnaissance par les cellules NK. En effet, les
cellules tumorales peuvent libérer une forme soluble du ligand activateur de NKG2D, MICA,
qui va s’accumuler et provoquer I'internalisation de NKG2D a la surface des lymphocytes (38).

Il a aussi été démontré que les cellules tumorales pouvaient développer la capacité de
résister a la mort cellulaire par apoptose induite par I'action des cellules immunitaires. Par
exemple, les cellules tumorales peuvent surexprimer des protéines anti-apoptotiques telles
qgue Bcl-2, Mcl1 ou Bcl-xL (39). De plus, les tumeurs peuvent développer des mécanismes
permettant d’échapper a la machinerie cytolytique des cellules effectrices. En effet, par
I'induction de I’expression de I'inhibiteur de sérine protéase PI-9/SPI-6, les cellules tumorales
peuvent inactiver le systéeme apoptotique dépendant du granzyme B et de la perforine (40).

Des altérations génétiques peuvent aussi donner lieu a I'activation constitutive de
voies de survie et de prolifération telles que la voie de HER2, PI3K/AKT ou la voie des MAPK.
La voie des MAPK comprenant la cascade de protéines Ras/Raf/MEK/ERK régule I'activité de
nombreuses protéines impliquées dans la survie cellulaire. Une mutation sur 'une de ces
protéines va engendrer 'activation de I'expression de génes impliqués dans la prolifération
ou dans la prévention de I'apoptose et provoquer I'’échappement tumoral a la mort induite
par les cellules cytotoxiques de I'immunité (41). Par exemple, dans le cancer colorectal, 30-
45% des tumeurs expriment une mutation sur le gene KRAS engendrant ainsi I'activation
constitutive du récepteur EGFR, indépendamment de son ligand I'EGF, et la stimulation
continuelle de processus cellulaires tels que la prolifération, la résistance a I'apoptose et
I’'angiogenese (42). A I'inverse, des mutations génétiques peuvent rendre la cellule tumorale
insensible aux facteurs antiprolifératifs et provoquer leur prolifération de maniere
incontrélée. Un des plus importants signaux antiprolifératifs est celui du TGF-B. En effet, ce
facteur de croissance est connu pour étre impliqué dans le développement épithélial
mammaire et réguler la prolifération et I'apoptose (43). Les cellules tumorales peuvent
désactiver des composants de la voie de signalisation du TGF-B, comme par exemple : la
mutation ou perte des récepteurs TGF-BR1/2 ou encore la mutation du facteur de
transcription SMADA4 (3).

Les cellules tumorales en prolifération nécessitent des besoins accrus en énergie afin
de se développer. La cellule va donc modifier son métabolisme par notamment I'activation
d’oncogénes tels que PI(3)K/AKT dans le but de répondre a ce besoin énergétique élevé : c’est
ce que lI'on appelle la reprogrammation métabolique. Ce changement métabolique décrit par
Warburg utilise la glycolyse aérobie favorisant la production de lactate a partir du glucose. La
cellule tumorale va alors consommer de grandes quantités de glucose et produire beaucoup
de lactate afin d’obtenir rapidement de I’ATP. Une augmentation de |'expression des
transporteurs du glucose est fréquemment retrouvée dans les cancers solides et se révéle étre
de mauvais pronostics (44). Par la présence de lactate acidifiant le microenvironnement
tumoral, cette reprogrammation métabolique va aussi jouer sur les cellules immunitaires (45).
Par exemple, il a été montré que la diminution du pH intracellulaire provoquerait une
apoptose des cellules NK (46) ainsi gu’une inhibition des cellules NKT (47). De plus, la présence
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d’un fort taux d’acide lactique dans I'environnement peut perturber le métabolisme des
cellules T et provoquer une diminution de leur prolifération et de leur activité cytotoxique
(48). L'acide lactique induirait aussi I'expression de VEGF et de l'arginase 1 via HIF1-a
favorisant ainsi la polarisation des macrophages vers le phénotype 2 ainsi que la croissance
tumorale (49).

Les altérations génétiques peuvent aussi conduire a une perte d'immunogénicité c’est-
a-dire l'induction de défauts dans I’émission ou la perception des signaux de danger. Par
exemple, une mutation de TLR4 peut induire la réduction de I'affinité d'HMGB1 pour son
récepteur et cette perte de fonction allélique par les cellules tumorales va accélérer la rechute
apreés certaines chimiothérapies (50). Le déséquilibre en signaux pro et anti-phagocytaire peut
aussi jouer dans I’évasion immunitaire. Le CD47 est une immunoglobuline pouvant étre
surexprimée a la surface des cellules cancéreuses. Par la formation d’un complexe avec la
protéine SIRPa, le CD47 va permettre aux cellules cancéreuses d’échapper a la phagocytose
médiée par les macrophages (51,52). Des mutations dans des voies de signalisation impliquant
des cytokines immunorégulatrices telles que les IFN de type | peuvent aussi étre retrouvées.
En effet, une perte d’expression de génes associés au facteur de régulation IRF7 a été
retrouvée entre des cellules tumorales primaires et métastatiques, diminuant
I'immunosurveillance et promouvant I'invasion métastatique osseuse (53). La perte du facteur
IRF5 retrouvé dans des tumeurs mammaires humaines peut aussi étre impliquée dans la
promotion de la capacité métastatique tandis que sa sur-expression induite in vitro permet de
sensibiliser les cellules tumorales aux chimiothérapies en augmentant leur apoptose (54). Une
diminution des signaux chemo-attractants peut aussi étre signe de résistance. Par exemple, la
chimiokine pro-inflammatoire CXCL10 peut étre tronquée par DPP4 et donner lieu a une
diminution du recrutement des lymphocytes vers les cellules tumorales. L’expression de DPP4,
également connu sous le nom de CD26, peut étre induite dans plusieurs contextes de
transformation maligne comme dans le carcinome hépatocellulaire ou encore le lymphome
non Hodgkinien (55,56). Dans un modele murin de mélanome, le blocage de DPP4 a permis
d’augmenter I'immunité anti-tumorale médiée par les lymphocytes T ainsi que I'efficacité de
I'immunothérapie (57).

Immunosubversion

L'immunosubversion est la capacité des cellules tumorales a générer au sein des
tumeurs, un microenvironnement immunitaire défavorable a la réponse contre les cellules
cancéreuses, et au contraire, favorable a I'échappement face a la réponse immunitaire anti
tumorale.

Les cellules tumorales peuvent en effet exprimer des ligands inhibiteurs des cellules T
tels que PD-L1/PD-L2, les galectines, ou CTLA-4 c’est ce que I'on appelle des points de contrdle
du systeme immunitaire. Dans des conditions physiologiques, le récepteur PD-1 est retrouvé
sur les cellules T apres leur activation, et sa liaison avec son ligand PD-L1/PD-L2 permet
d’éviter I'emballement de la réponse immune ou inflammatoire. Les cellules tumorales
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peuvent exprimer le ligand PD-L1 a leur surface et ainsi inhiber la capacité de prolifération et
d’activation des lymphocytes. L'expression de PD-L1 peut étre secondaire a une réponse
immunitaire notamment via l'induction par I'lFNy mais peut étre aussi surexprimée en cas de
mutation dans la voie PTEN/PI(3)K (58). Au méme titre que PD-1/PD-L1, la liaison de la
galectine 9 a son ligand Tim-3 induit une inhibition des effecteurs de la réponse de type 1 (59).
La molécule CTLA-4 agit différemment des deux autres points de contrdle. En effet, CTLA-4 est
un récepteur protéique exprimé par les cellules T pouvant se lier aux récepteurs CD80/86 avec
une plus forte affinité que le CD28. Cette liaison va bloquer le signal de costimulation des
cellules dendritiques avec les lymphocytes T lorsque la densité membranaire de CD28 sera
faible. Cette liaison va donc prévenir 'activation des cellules T au niveau des organes
lymphoides secondaires, en particulier dans les ganglions drainant la tumeur.

Les cellules tumorales vont aussi pouvoir créer un environnement immunosuppressif
a laide d’enzymes et de cytokines. L'adénosine est un nucléoside fortement
immunosuppressif. Sa production par les cellules tumorales peut étre due a un
environnement hypoxique ou par I’hyper-expression des ectonucléotidases CD39 et CD73 a la
surface cellulaire. Ces deux ectonucléotidases vont jouer un réle dans la balance
ATP/adénosine. En effet, celles-ci vont permettre la conversion de I’ATP en AMP puis en
adénosine. L'augmentation de la consommation d’ATP dans le milieu extracellulaire va donc
diminuer le signal immunogénique au profit d'un signal immunosuppresseur. Cette
augmentation de I'adénosine va induire une hyper régulation des lymphocytes T-reg et des
MDSCs et va aussi limiter la migration des cellules dendritiques (60). La production de
cytokines telles que I'lL-6 et I'IL-10 par les cellules tumorales peut inhiber le développement
des cellules dendritiques permettant I'échappement de la reconnaissance immunitaire
(61,62). Le TGF-B est un autre facteur immunosuppressif sécrété par de nombreuses cellules,
notamment les cellules tumorales, pouvant induire une diminution de I'activité cytotoxique
des cellules T. En effet, il a été démontré que cette cytokine peut inhiber spécifiquement
I’expression de la perforine, des granzymes A et B et de I'lFNy (63). Le TGF-B peut aussi agir
sur "'augmentation des populations immunosuppressives comme les lymphocytes T-reg, les
Th17 ou encore les macrophages de type M2 (64).

Ces enzymes et cytokines vont aussi permettre le recrutement de nouvelles
populations ayant pour role de diminuer la réponse anti-tumorale du systeme immunitaire,
c’est ce que I'on appelle : les cellules immunosuppressives (65).

- Les MDSCs sont une population hétérogene regroupant des cellules myéloides
immatures pouvant supprimer |'activation des lymphocytes T. Cette population cellulaire
est retrouvée en trés faibles proportions dans le sang périphérique de patients sains mais
cette proportion est augmentée chez les patients atteints de cancer. Effectivement, les
cellules tumorales peuvent sécréter des facteurs solubles mais aussi produire des
exosomes induisant I'expansion, via la voie Erk et NF-kB, ainsi que I'activation des MDSCs
dépendant de STAT3 (66). Leurs fonctions immunosuppressives sont alors basées sur
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plusieurs mécanismes. Tout d’abord, ces cellules vont produire des especes réactives de
I’oxygene et de I'azote induisant une réduction de I’expression du TCR et une anergie du
lymphocyte T via la cyclo-oxygénase 2 ou le facteur HIF-1a (67). Elles vont aussi dégrader
la L-arginine, un acide aminé essentiel pour les lymphocytes T et affectant leurs fonctions
(68). Les MSDC peuvent aussi attirer d’autres populations immunosuppressives comme les
lymphocytes T-reg par la sécrétion de chimiokines telles que CCL3, CCL4 et CCL5 via leur
récepteur CCR5 (69) mais aussi par I'induction de TGF- et d’IL-10 (70).

- Les lymphocytes T-reg font partie des lymphocytes T-CD4* exprimant le marqueur
Foxp3 et sont des cellules immunosuppressives pouvant étre retrouvées dans le
microenvironnement tumoral (71). Ces cellules ont pour but de maintenir ’'homéostasie
immunitaire et vont migrer essentiellement vers les sites inflammatoires, comme les
tumeurs, afin de réguler la réponse anti-inflammatoire et/ou anti-tumorale. Dans le but
de réguler les cellules cytotoxiques, les T-reg vont exprimer fortement le CD25, un
récepteur a I'lL-2, et vont provoquer sa consommation rendant sa quantité limitée pour
I'activation des cellules T (72). Ces cellules vont aussi sécréter des cytokines inhibitrices
comme le TGF-B ou I'lL-10, mais aussi des points de contréle du systeme immunitaire tels
que LAG-3 ou PD-1. De plus, par I'expression de CTLA-4, les T-reg vont pouvoir inhiber les
cellules dendritiques en se liant au CD80/86 (73).

- Les macrophages de phénotype M1, font partie de I'immunité innée par leur fonction
anti-microbienne et anti-tumorale. Cependant, lorsque le microenvironnement est
modifié et concentré en IL-4 et IL-13, le phénotype des TAM va changer en un phénotype
M2 immunosuppresseur. Dés lors, ces TAM2 vont sécréter du TGF-$ et de I'IL-10 réprimant
les fonctions effectrices de cellules T et induisant les T-reg. En plus de ce réle
immunosuppresseur, les TAM2 vont jouer sur l'induction de fibrose créant ainsi un
environnement hypoxique voire immuno-exclu. De plus, les ligands PD-L1, PD-L2 peuvent
étre hyper exprimés sur les TAM induisant leur fonction inhibitrice des cellules
immunitaires (74).

La promotion de l'angiogenése est un autre phénomene pouvant permettre la

progression tumorale en dépit de I'attaque des cellules immunitaires. En effet, la formation

de nouveaux vaisseaux intratumoraux va permettre aux cellules tumorales I'apport de

nutriments et I'élimination des déchets produits au cours de leur prolifération. Le VEGF, une

cytokine engagée dans I'angiogenése et est I'une des plus étudiée. Ce facteur de croissance

est connu pour étre impliqué dans la maturation des cellules dendritiques. En effet, le

traitement par du VEGF exogéne a montré une diminution de la capacité de stimulation des

cellules T par les cellules dendritiques, via le récepteur VEGF-R2 (75), ainsi qu’une diminution

des molécules de costimulation dans un modele de carcinome gastrique (76). De plus, ce

facteur soluble active les fonctions immunosuppressives des MDSCs, des TAM2 et des T-reg

(77). L'hypoxie induite par ce remodelage vasculaire peut promouvoir le changement de
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phénotype des cellules immunitaires comme par exemple la polarisation des macrophages de
type 1 vers un phénotype M2 (78).

Immuno-exclusion

D’autres mécanismes peuvent expliquer I'échappement des cellules tumorales vis-a-
vis du systeme immunitaire. En effet, le développement de phénomenes physiques peut
permettre de limiter l'infiltration en cellules cytotoxiques (79).

Une barriere mécanique peut effectivement bloquer le contact entre les cellules
immunitaires et les cellules cancéreuses. Une étude dans le mélanome métastatique a montré
gue la diminution de I'expression génique de signatures immunitaires Th1 était inversement
corrélée avec I'hyper-régulation de geénes associés a I'adhésion cellulaire et a la barriére
mécanique comme les protéines desmosomales (80). Le TGF-B est un composant essentiel du
microenvironnement tumoral et est impliqué dans le remodelage de la matrice extracellulaire.
En effet, le TGF-B peut jouer sur différentes populations cellulaires comme les fibroblastes
infiltrant la tumeur (CAFs) associés a la production de collagéne et de tissus matriciels. La
formation d’une capsule fibreuse péri-tumorale riche en collagene peut induire I’exclusion des
cellules immunitaires de la tumeur. Une étude dans le cancer urothélial métastatique a mis
en évidence cette immuno-exclusion des lymphocytes T-CD8* dans le stroma tumoral (81). Ce
phénoméne, associé a la présence d’une signature génique de la voie du TGF-B dans les
fibroblastes, cause une résistance vis-a-vis d’un traitement par anti-PD-L1. L’administration
d’un anti-TGF-B permet finalement de restaurer I'immunité anti-tumorale par 'infiltration en
cellules T-CD8*. De plus, le TGF-B peut aussi jouer sur le recrutement des T-CD8* via les
cytokines chimioattractantes. Dans un modeéle préclinique de cancer colorectal, les résultats
démontrent que le TGF-B inhibe le CXCR3 dans les lymphocytes T-CD8* limitant I'attraction
tumorale de cette population cytotoxique. Par ailleurs, chez des souris déficientes pour le
gene du récepteur | du TGF-, I'expression du CXCR3 est augmentée permettant une meilleure
migration des cellules T-CD8* et améliorant aussi leur fonction effectrice (82).

L'oncogenése est un processus complexe mettant en jeu de multiples acteurs ayant
des réles bien définis dans la promotion ou la lutte face au développement tumoral. En effet,
les cellules transformées vont induire |'expression de nombreux signaux permettant
I’activation et le recrutement des cellules de I'immunité innée puis adaptative. La mise en
place de cette immunité va permettre la reconnaissance et |’élimination des cellules
tumorales. Cependant, malgré la collaboration entre les systémes inné/adaptatif dans la lutte
contre les cellules tumorales, celles-ci peuvent échapper au contréle du systéeme immunitaire
et permettre la progression de la maladie. L'utilisation de chimiothérapies dans le traitement
des cancers est, depuis de nombreuses années, le protocole standard a utiliser. Cependant,
de nouvelles fonctionnalités, notamment immunologiques, ont été découvertes, rendant ces
thérapeutiques de plus en plus étudiées.

26



Mécanismes de
protection (Senescence,

iig:::;f : réparation, mort
Ce"u'es ., ° : . Tunmc;r;ux(Ag) ;‘es N.I'(‘ ce"u'alre) rlssu Saln
Transformées % g
<—
Cancérigénes
Radiations
Virus
Inflammation
Hérédité
Elimination Equilibre Echappement
A\
o ® IFN-y @ ’ %
CDa+ L6, IL-10, EGF-B )
PD-L1 Galectine ignaux anti-

apoptotiques

PD-L1 @

« Controle » de la tumeur CTLA4 'I-

IFN-y
IFN-a/
TNF-a

CTLA-4
aLnanpét:tie‘:e NKG2D Sélection des clones PD-1
Perforine immuno-résistants PD-1
Granzyme

Y ‘ > u

Immunité

Celluls Hormale Croissancetumorale
Cellule tumorale
immunogéne
' Cellule tumorale
. peuimmunogéne et
Destructionde la tumeur ‘ immuno-resistante

Cancer Imnmunoediting

Figure 2: La théorie de I'immunoédition. Cette théorie se décompose en 3 phases successives : I’élimination, I’équilibre et
I’échappement. Suite a la transformation cellulaire engendrée par des agents mutagénes, la cellule va émettre des signaux de
danger mais aussi exprimer des protéines capables d’alerter le systeme immunitaire. Ces différents éléments vont permettre
de recruter les acteurs de I'immunité innée (macrophages, cellules dendritiques, NK). Ces cellules de I'immunité innée vont
stimuler I'immunité adaptative (Lymphocytes T-CD4*, T-CD8*, LB et NKT) et permettre I’élimination des cellules tumorales. La
seconde phase est caractérisée par I'équilibre entre I’élimination des cellules tumorales immunogénes et la sélection de clones
non immunogénes. Cet état d’équilibre est obtenu par une balance entre cellules cytotoxiques et cellules immunosuppressives.
Les clones immuno-résistants vont finalement réussir a échapper au contréle de la tumeur via différents mécanismes

(immunoédition/subversion et inmuno-exclusion) et provoquer la croissance tumorale. D’apreés Schreiber et al, 2011.



I. Immunologie du cancer du sein : le cas du CSTN

a. Le cancer du sein

Epidémiologie

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme, en France, mais aussi
dans le monde avec une incidence de 11,7%. Il est aussi I'un des plus meurtriers avec 6,9% de
déces, tout sexe confondus, dans le monde, en 2020 (1). Toutefois, sa mortalité diminue
depuis les années 1990. En effet, I'amélioration de la prise en charge thérapeutique ainsi que
du dépistage par mammographie, pour les femmes agées de 50 a 74 ans, permet aujourd’hui
de diagnostiquer les cancers du sein a un stade précoce.

Plusieurs facteurs de risque sont connus pour étre impliqués dans I'apparition de cette
pathologie, que I'on peut différencier en 3 classes : les facteurs de risque non génétiques et
non modifiables, les non génétiques mais modifiables et les facteurs de risque génétiques (83).
Les facteurs de risque non génétiques et non modifiables sont I'dge, I'ethnie, I'histoire
personnelle (menstruations précoces, ménopause tardive) ou encore les antécédents de
pathologies mammaires. Les facteurs de risque non génétiques et modifiables sont
I’exposition au tabac, a des radiations, la prise d’alcool ou de certains médicaments ainsi que
le manque d’activité physique ou une mauvaise nutrition (84,85). 5 a 10% des cancers du sein
sont héréditaires, en effet, des mutations sur des genes connus peuvent étre transmises a la
descendance et font partie des facteurs de risque génétiques. La mutation la plus fréquente
se situe sur un gene impliqué dans la réparation de I’ADN : le gene BRCAI ou 2, et est
impliquée dans environ 6% des cancers du sein. D’autres genes mutés peuvent étre impliqués
tels que Cdh1, Pten, Tp53, Chek2, Atm, ou Brip1 représentant 5-6% de ces cancers (86,87).

Sous-types de cancer du sein

Basé sur différentes caractéristiqgues moléculaires définies par des techniques
d’histologie, les cancers du sein peuvent étre classés en plusieurs sous-types. En effet, la
présence de récepteurs aux oestrogénes (RO), a la progestérone (RP) et de HER2 (human
epidermal growth factor receptor 2), permettent de différencier les sous-types de cancer du
sein au pronostic intrinseéque et a I'histoire clinique différente. En outre, ces différences
moléculaires impliquent I'utilisation de thérapeutiques différentes (hormonothérapie ou
thérapies ciblées anti HER2).

Les tumeurs luminales A et B sont les formes les plus fréquentes. Elles présentent
toutes deux les récepteurs hormonaux a la progestérone et aux cestrogénes mais se
différencient par leur signature moléculaire ainsi que par la capacité de prolifération des
cellules tumorales. En effet, les luminaux A seront des carcinomes avec un index de
prolifération faible (caractérisés par exemple par une faible expression Ki-67), tandis que les
luminaux B auront un index de prolifération élevé. De plus, la mutation p53 est d’environ 15%
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chez les luminaux A contre 65% chez les luminaux B. L'évaluation de la présence et de la
guantité de récepteurs hormonaux se fait par immunohistochimie (IHC) et détermine
I'utilisation ou non d’une hormonothérapie.

Les tumeurs HER2 sont caractérisées par la surexpression du récepteur HER2 associée
ou non a lI'expression des récepteurs hormonaux. Cette surexpression, analysée par IHC ou
par hybridation in situ en fluorescence (FISH), favorise la croissance tumorale mais peut étre
ciblée par des traitements particuliers. Deux classes thérapeutiques font partie de ces
thérapies ciblées : les anticorps monoclonaux (Trasuzumab, Pertuzumab par exemple) ou les
inhibiteurs de la tyrosine kinase (Lapatinib, Tucatinib).

Les tumeurs « basal-like » expriment trés faiblement les récepteurs hormonaux et
HER2. Il s’agit souvent de cancer triples négatifs représentant 10-15% des cancers du sein
invasifs (88). En effet, comme leur nom I'indique, ces tumeurs n’expriment pas les récepteurs
précédents et ne peuvent donc pas étre traitées par une thérapie ciblée.

Le cancer du sein triple négatif

Le cancer du sein triple négatif (CSTN) est le sous-type de cancer du sein le plus
agressif. Environ 34% des patientes développeront une récidive a distance contre 20% chez
des patientes atteintes d’autres sous-types de cancers du sein et celle-ci sera d’apparition plus
rapide (89). Le risque de développer des métastases viscérales est aussi augmenté par rapport
aux autres cancers du sein (90). Le CSTN a aussi le pronostic le plus sombre avec une
probabilité de déces plus importante que les autres sous-types de cancers du sein dans les 5
ans suivant le diagnostic (89). Il est aussi le plus difficile a cibler car n’exprimant ni les
récepteurs hormonaux ni HER-2, son traitement sera moins spécifique. La chimiothérapie est
alors le traitement standard a utiliser pour cette pathologie. Les anthracyclines et les taxanes
sont les molécules les plus indiquées dans le traitement du CSTN et sont a utiliser en premiere
intention (91). En effet, Le traitement néoadjuvant standard dans le CSTN de stade précoce
est un régime séquentiel d’anthracyclines + cyclophosphamide et de taxanes induisant une
réponse compléte dans environ 40% des cas (92,93). Cependant, le choix de la stratégie
thérapeutique a adopter dépend de plusieurs facteurs comme la charge tumorale et ses
marqueurs, I'avancement de la maladie et sa progression, la localité et le nombre d’organes
atteints ainsi que des critéres de vulnérabilité de la patiente.

Traitements du CSTN métastatique

Compte tenu de I'agressivité tumorale de ce sous-type, et du faible nombre d’options
thérapeutiques en dehors des chimiothérapies cytotoxiques usuellement utilisées dans les
cancers du sein, le pronostic des CSTN métastatiques est particulierement mauvais et
constitue, en 2021, un enjeu majeur d’amélioration thérapeutique pour les patientes
atteintes. La maladie triple négative est, ou devient, rapidement chimiorésistante, et la
médiane de survie globale des patientes est d’environ 14 mois. Différentes familles de
chimiothérapies peuvent étre envisagées pour le traitement des CSTN. Il n’existe aucune
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recommandation pour une utilisation spécifique dans un ordre donné des principales familles
de molécules usuellement utilisées dans le cancer du sein en général.

Dans la famille des taxanes, le paclitaxel est une chimiothérapie de référence dans le
cancer du sein. Il appartient a la famille des poisons du fuseau et bloque la division cellulaire
par inhibition de la dépolarisation des microtubules. Il est le plus souvent utilisé en
monothérapie, et en premiére ligne, au regard de son excellent rapport efficacité/toxicité.

La capécitabine est un anti-métabolique se comportant comme un précurseur oral du
5-fluoro-uracile (5-FU) et est fréquemment utilisée dans le traitement de tous les sous-types
de cancers du sein métastatiques y compris les CSTN. Cette molécule va étre activée par une
enzyme présente en trés forte quantité dans les tissus tumoraux : la tymidine phosphorylase.
Le 5-FU ainsi produit va alors contribuer a inhiber la synthése de 'ADN en bloquant la
thymidilate synthase, principale enzyme impliquée dans la production des pyrimidines
(thymine).

La combinaison d’anthracyclines associées aux taxanes peut aussi étre une option si la
patiente n’a pas recu d’anthracyclines ultérieurement du fait de leur cardiotoxicité a doses
cumulées. Par exemple, la doxorubicine et I'épirubicine sont des molécules indiquées dans
cette pathologie. Cette famille de chimiothérapies va agir en s’intercalant dans I’ADN vig une
liaison avec la topoisomérase Il, empéchant la progression de I’ADN polymérase et perturbant
ainsi la division cellulaire et entrainant la mort de la cellule cancéreuse.

Le cyclophosphamide est un agent alkylant appartenant a la famille des moutardes
azotées et est le plus souvent utilisé en association avec les anthracyclines. Cette molécule
électrophile va former des liaisons covalentes avec I’ADN inhibant ainsi la réplication et la
transcription de ’ADN mais aussi en formant des radicaux libres entrainant des cassures des
brins d’ADN.

Depuis quelques années, les sels de platine sont entrés dans I'arsenal thérapeutique
utilisé face au CSTN et peuvent étre utilisés en combinaison avec d’autres chimiothérapies de
référence. Les sels de platine font partie de la famille des alkylants et provoquent des cassures
de I’ADN par la formation d’adduits. Les tumeurs triples négatives présentent souvent des
mutations dans les genes BRCA ce qui en fait des candidates adéquates a I'utilisation de
traitements capables de générer des cassures doubles brins de ’ADN. En effet, ces cassures
doubles brins ne peuvent étre réparées compte tenu d’'une recombinaison homologue
déficiente en rapport avec les anomalies de BRCA. Dans le CSTN métastatique, I'essai TNT
(NCT00532727) en premiére ligne a montré la supériorité du carboplatine en monothérapie
par rapport au docetaxel pour les patientes avec une mutation germinale de BRCA1/2 (94).
Malgré I'absence de bénéfice pour les autres sous-groupes de patientes, en pratique clinique
guotidienne, les sels de platine sont fréquemment utilisés chez les patientes atteintes de
CSTN, le plus souvent aprés échec des taxanes et/ou des anthracyclines. De plus, le cisplatine
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semblerait étre la molécule la plus efficace des sels de platine car donnant lieu a des meilleures
PFS et ORR (95).

L’éribuline est un agent anti-néoplasique se distinguant des taxanes par son action
inhibitrice de la polymérisation des microtubules sans altérer la phase de raccourcissement.
Cette chimiothérapie est indiquée dans le cancer du sein localement avancé ou métastatique
ayant progressé apres au moins deux lignes de chimiothérapies contenant des anthracyclines
ou des taxanes. L’essai clinique de phase Il EMBRACE (NCT00337103) a montré une
amélioration significative de la survie globale (OS) aprés ce traitement utilisé en monothérapie
comparé a d’autres chimiothérapies choisies par les cliniciens (96). La deuxieme grande étude
de phase lll, I'’étude 301 (NCT00337103), a quant a elle démontré une tendance favorable mais
non significative a I'amélioration de la survie globale chez les patientes ayant recu de
I’éribuline comparée a celles traitées avec la capécitabine (97).

Ces différents cytotoxiques vont donc pouvoir étre utilisés successivement en fonction
de la progression de la maladie mais aussi de la toxicité chez les patientes. La monothérapie
séquentielle peut étre indiquée chez des patientes dgées ou fragiles ne tolérant pas les effets
secondaires d’une polychimiothérapie ou ayant une maladie d’évolution lente et peu
symptomatique. Dans les autres cas, la polychimiothérapie doit étre réservée en 1°" ligne des
CSTN métastatiques.

Sous-types de CSTN

En 2011, I'équipe de Lehmann a analysé le profil transcriptomique de 587 tumeurs
triples négatives et a identifié 7 sous-types. Les sous-types basal-like 1 et 2 (BL1 et BL2),
immunomodulateur (IM), mésenchymateux (M), mésenchymateux stem like (MSL), luminal a
récepteur androgene (LAR) et instable/non classifié (UNC) (98). Les sous-types basal-like
seront caractérisés par une instabilité génomique ou la présence de mutation BRCA ou EGFR.
Les sous-types M et MSL seront eux enrichis en voies de signalisation associées a la
différenciation et la motilité cellulaire avec notamment la voie du TGF-B. Le sous-type LAR
exprime les récepteurs aux androgénes et est enrichi en voies régulées par les hormones. Le
sous-type immunomodulateur est le plus intéressant en matiere d’immunologie car il est
caractérisé par I'enrichissement en genes impliqués dans I'immunité comme les voies de
signalisation des cellules immunitaires et la présentation antigénique (98).

C’est ainsi que, bien qu’historiguement le cancer du sein ait longtemps été considéré
comme une maladie peu immunogéne, le CSTN a été le principal sous-type de cancer du sein
étudié sous un angle immunologique.
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b. Aspects prédictifs/pronostiques de réponse anti-tumorale

Le CSTN est le sous-type de cancer du sein le plus étudié pour son immunobiologie
depuis I'arrivée des nouvelles immunothérapies. En effet, en raison de son profil biologique
en apparence assez favorable a ces traitements, mais aussi compte tenu d’un besoin médical
pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques, en particulier en phase
métastatique, le CSTN fait I'objet de recherches précliniques et cliniques intenses.

TMB et charge mutationnelle

La charge mutationnelle tumorale ou TMB définit le nombre de mutations somatiques
retrouvées dans la tumeur et est mesurée par technique de séquencage de I'exome. Le TMB
est le reflet indirect de I'immunogénicité tumorale car il met en évidence le taux de
néoantigenes pouvant étre présentés via le CMH. Un TMB élevé est donc généralement
corrélé a un taux important de lymphocytes infiltrant la tumeur. Dans le cancer du sein, le
TMB médian est de 2,63 mutations par mégabase contre plus de 7 pour le cancer du poumon
et de 13 pour le mélanome (99,100). Un TMB supérieur a 10 mutations par mégabase peut
étre considéré comme élevé et est retrouvé dans environ 5% des cancers du sein (99). Le CSTN
est le sous-type de cancer du sein présentant le plus fort taux de mutations notamment au
niveau de TP53 ou BRCA1/2 et cette instabilité génomique peut laisser supposer de
I"utilisation appropriée de I'immunothérapie.

Evaluation des lymphocytes infiltrant la tumeur

Une conséquence simple de I'immunosurveillance tumorale est la présence
caractéristique de lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs). Les TILs sont des cellules
immunitaires mononucléées infiltrant la tumeur et comprenant les lymphocytes T-CD8*, T-
CD4*, B-CD19* et NK (101). L’évaluation des TILs se fait par I'analyse morphologique in situ sur
coupe de tissu tumoral inclus en paraffine et coloré par I’'hématoxyline-éosine-safran (HES).
Ces populations peuvent étre localisées dans le stroma tumoral, souvent associé a de la
fibrose, ou au coeur tumoral, c’est-a-dire en contact direct avec les cellules malignes (102). Ces
cellules immunitaires peuvent étre considérées comme un stigmate de réponse anti-tumorale
et se sont révélées étre un marqueur pronostique et prédictif de réponse.

Il est logique de constater que, en particulier dans les CSTN localisés, leur présence en
nombre important est associée a un meilleur pronostic (moins de rechute). En 2009, une
étude sur une large cohorte de patientes traitées uniqguement par chirurgie a validé le concept
du role pronostique favorable de l'infiltration en TILs dans le cancer du sein (103). Depuis,
plusieurs études dans le CSTN ont confirmé ce concept dans ce sous-type de cancer du sein et
cela quel que soit la méthode d’évaluation des TILs utilisée. Effectivement, I'exploration des
données d’expression génique de tumeurs CSTN ont aussi prouvé une association entre une
expression élevée des genes CD8 (Cd8a,b) et une meilleure survie (104). Récemment, une
méta-analyse regroupant 37 études rétrospectives dans le CSTN a montré qu’un fort taux de
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TILs est associé a une meilleure survie globale et sans rechute par rapport aux tumeurs
exprimant un faible taux de TILs (105). Plus particulierement, 'amélioration de la survie sans
rechute était associée aux TlLs CD8* et CD4* mais étonnement, un taux élevé de TILs Foxp3* a
aussi montré un impact favorable. Ce phénotype considéré comme immunosuppresseur avait
auparavant été associé a un mauvais pronostic contrairement aux lymphocytes T-CD8*
cytotoxiques (106,107). Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par le fait que les
tumeurs fortement infiltrées en cellules T-CD8* seraient aussi infiltrées en lymphocytes T
régulateurs (108).

A c6té de ce réle pronostique, de nombreuses études cliniques révelent par ailleurs un
role prédictif des TILs en terme de réponse a la chimiothérapie. En 2017, une méta-analyse
regroupant 3771 tumeurs issues de 6 études a été réalisée en vue d’évaluer I'aspect prédictif
de réponse des TlLs a une chimiothérapie néo-adjuvante. Les résultats ont indiqué qu’une
augmentation des TILs était associée a une augmentation du taux de réponse compléte dans
les 3 sous-types de cancers du sein (CSTN, HER2+ et HR+/HER2-). De plus, une analyse de
régression logistique univariée a montré qu’une augmentation de 10% des TILs stromaux
permettait d’augmenter la probabilité d’obtenir un taux de réponse compléte pathologique
de 16% dans le CSTN (109). Les traitements a base de platine font partie de ces
chimiothérapies associées a I'aspect prédictif de réponse des TILs dans le CSTN (110) ainsi que
les anthracyclines et les taxanes (111). Du fait de leur réle pronostique dans le CSTN bien décrit
dans la littérature, les recommandations internationales sont en faveur de I’évaluation de TILs
mais de ne pas se servir de ces données pour guider le choix du traitement néo-adjuvant (112).
Des résultats récents d’'une analyse exploratoire de I'’étude NeoTRIPaPDL1 et présentés au
congreés de 'ESMO 2021 ont mis en évidence l'effet prédictif de I'expression élevée des
lymphocytes T-CD8* chez les patientes atteintes de CSTNm et traitées par chimiothérapie +/-
immunothérapie. En effet, cette expression élevée était associée a un taux de réponse
compléte pathologique de 58,6% et de 61,7% dans les groupes atezolizumab+chimiothérapie
et chimiothérapie seule respectivement (113).

Evaluation du statut PD-1/PD-L1

PD-1 est une protéine retrouvée a la surface des cellules immunitaires telles que les
lymphocytes T-CD8*, T-CD4*, B, NK ainsi que sur les cellules dendritiques et les monocytes.
PD-1 est exprimé lors de I'activation lymphocytaire via différents signaux comme le TCR (ou
BCR pour les cellules B), des facteurs de transcription comme NF-kB ou encore des cytokines
telles que I'lFNy. Cette protéine est naturellement induite sur les lymphocytes activés et va
permettre de désamorcer I'emballement du systéeme immunitaire. Ses ligands : PD-L1 et PD-
L2 peuvent étre exprimés, entre autres, par les cellules tumorales en vue de résister a I'assaut
des cellules immunitaires. Deux mécanismes de régulation de PD-L1 par les cellules tumorales
peuvent exister : une résistance innée et/ou adaptative (114). La résistance innée est due a
I’expression constitutive de voie de signalisation oncogénique. Par exemple, dans des modeles
de cancer du sein et de la prostate, il a été montré que la perte de PTEN ou une mutation dans
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une sous unité catalytique de la PI(3)Kinase activait la PI(3)Kinase et induisait
I'immunorésistance médiée par la protéine PD-L1 (58,115). La résistance adaptative est liée a
un tout autre mécanisme et est secondaire a I'activation de la réponse T. En effet, la tumeur
va utiliser une voie physiologique naturelle d’induction de PD-L1 comme par exemple via
I'IFNy (116).

Le taux de lymphocytes T et la présence de ce point de contréle immunitaire sont donc
liés, en effet, les tumeurs CSTN PD-L1 positives présenteraient un taux d’infiltration en
lymphocytes T-CD8* plus élevé que les tumeurs PD-L1 négatives. D’aprés I'analyse de
séquencage de I’ARN du TCGA (Cancer Genome Atlas), le CSTN est le sous-type de cancer du
sein présentant un plus fort taux d’expression du géne Cd274 (58). De nombreuses études ont
cherché a étudier le role pronostique de I'expression de PD-L1/PD-1 dans plusieurs cancers
mais les résultats sont controversés (117). En effet, PD-L1 peut étre un marqueur d’agressivité
notamment dans le cancer urothélial (118). Dans le cancer du sein, I’expression de PD-L1 serait
un facteur de mauvais pronostic car elle serait associée a une durée de vie plus faible pour les
patientes des sous-types luminaux A, B, HER2+ et basal-like (119). Une étude dans le CSTN a
montré aussi qu’une expression de PD-L1 dans les TlLs, mais pas dans les cellules tumorales,
était un facteur de mauvais pronostic (120). Cependant plusieurs rapports indiquent aussi un
manque de corrélation voire méme une amélioration de la survie associée a I'augmentation
de PD-L1 (121,122). En effet, I'induction de I'expression de PD-L1 étant associée a une
augmentation de la réponse immunitaire T, cette hyper-régulation peut donner lieu a une
meilleure réponse a la chimiothérapie et donc augmenter la survie des patientes (123).
Cependant, comme nous I'avons vu précédemment, I’hyperexpression de PD-L1 peut aussi
étre constitutive par addiction oncogénique et caractériser une tumeur plus agressive donc
de mauvais pronostic.

Ces résultats divergeants concernant la valeur pronostique de PD-L1 peuvent étre liés
a l'absence de standardisation de la méthode de détermination du statut PD-L1.
Effectivement, la méthode couramment utilisée est I'analyse immunohistochimique (IHC)
réalisée a partir d’échantillons frais ou archivés. De nombreux anticorps spécifiques de PD-L1
sont aujourd’hui disponibles et leurs spécificité et reproductibilité sont variables au méme
titre que le seuil de positivité défini et la subjectivité interprétative (123).

IIl.  Utilisation de I'immunothérapie dans le CSTN

a. Immunothérapie d’hier a aujourd’hui

Depuis le 19%™e siécle, I'utilisation du systéme immunitaire dans la lutte contre les
cellules tumorales est apparue comme une nouvelle piste dans la thérapie anti-cancéreuse.
En effet, les travaux de William B. Coley entre 1890 et 1940 sur I'utilisation d’un cocktail de
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bactéries tuées par la chaleur chez des patients atteints de cancer en fait le précurseur de
I'immunothérapie (124). Cependant, malgré I'incompréhension persistante du mécanisme
reliant le systéme immunitaire au cancer, c’est seulement quelques années plus tard que Paul
Ehlrich postulera I'hypotheése d’une reconnaissance et d’une élimination des cellules
tumorales par le systeme immunitaire. Au cours du siecle suivant, de nombreux travaux vont
permettre d’approfondir ces nouvelles connaissances en matiere d'immunologie du cancer
par, notamment, la caractérisation de I'immunosurveillance puis de I'immuno-editing du
cancer. Le développement de modeles murins génétiguement modifiés et immunodéficients
permettra la mise en évidence du role primordial des lymphocytes T et des chimiokines telles
qgue l'interféron gamma dans le contréle des tumeurs spontanées ou induites (125).

A partir de ces nouvelles découvertes, les chercheurs ont donc finalement essayé de
développer des traitements basés sur ce principe d'immunothérapie et quatre grandes
stratégies ont ainsi vu le jour :

- Limmunothérapie non spécifique utilise les cytokines stimulant directement les
cellules immunitaires telles que les interférons, les interleukines ou le facteur de
stimulation des colonies granulocytes-macrophages (GM-CSF). L'IFNa et I'IL-2 ont été les
premieres cytokines recombinantes a étre développées et approuvées par la FDA pour le
traitement de la leucémie a tricholeucocytes, du cancer rénal métastatique et du
mélanome métastatique respectivement (53).

- Limmunothérapie active correspond aux vaccins anticancéreux développés a partir
d’un ou plusieurs antigénes tumoraux associés a un adjuvant afin d’amplifier la réponse
immunitaire. Comme vu précédemment, les antigenes tumoraux peuvent étre exprimés
par les cellules tumorales et les cellules saines tandis que certains peuvent étre uniques
aux tumeurs. L'antigéne tumoral humain MAGE-1 a été le premier a étre découvert en
1991 et depuis, plus de 75 antigenes ont été identifiés dans le but de développer des
vaccins contre le cancer (54). Le T-VEC a été le premier virus oncolytique a étre approuvé
par le FDA en 2015 dans le traitement du mélanome métastatique et depuis, de nombreux
essais cliniques sont en cours afin de développer la virothérapie oncolytique dans d’autres
types de cancers (126).

- L'immunothérapie adoptive utilise le transfert autologue de cellules immunitaires
activées et amplifiées de patients afin de stimuler la réponse immunitaire. C'est dans les
années 1980 que I'équipe de Rosenberg a montré les premiers résultats suite a la
réinjection de TILs infiltrant des mélanomes malins chez des patients (127). Depuis,
I'utilisation de différents types de cellules immunitaires a été étudiée comme les
lymphocytes activés en association avec de I'lL-2, des TILs spécifiques de tumeurs, les
monocytes ou macrophages activés ou encore les cellules dendritiques (128). La thérapie
par l'utilisation de cellules CAR-T a été une avancée majeure des dernieres années. En
effet, les lymphocytes T issus de patients malades vont étre modifiés génétiquement afin
d’exprimer un récepteur chimérique différent selon la maladie ciblée. Cette thérapie
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personnalisée est aujourd’hui prometteuse avec I'approbation par la FDA en 2017 dans le
traitement de la leucémie aigué lymphoblastique a cellules B récidivante puis dans le
lymphome et enfin dans le myélome multiple en mars 2021.

- Enfin, 'immunothérapie passive est la plus couramment étudiée et est basée sur la
modulation du systeme immunitaire par |'utilisation d’anticorps. Certains anticorps vont
permettre la stimulation de cellules effectrices comme les cellules T par le ciblage du
récepteur CD28 ou du TNF comme OX40 et 4-1BB (129). D’autres vont avoir pour but de
bloquer I'immunosuppression ou l'inhibition des populations cytotoxiques. En effet, les
inhibiteurs de point de controle immunitaire appartiennent a la classe d'immunothérapie
la plus ancienne et la plus couramment étudiée. Elle a été développée sur le principe de la
sérothérapie et utilise aujourd’hui le génie génétique pour produire de grandes quantités
d’anticorps monoclonaux spécifiques de cellules ou de molécules cibles. En 1987, CTLA-4
devient le premier récepteur inhibiteur a étre découvert et sera le premier a étre approuvé
par la FDA en 2011 dans le traitement du mélanome métastatique. Quelques années apres
la découverte de CTLA-4, le récepteur PD-1 est mis en évidence comme régulateur négatif
de la réponse immunitaire des lymphocytes T et c’est une dizaine d’années plus tard que
son ligand PD-L1 sera identifié B7-H1 (130,131). S’ensuit alors le développement de ces
immunothérapies et c’est en 2014 que la FDA approuvera le pembrolizumab et le
nivolumab dans le traitement du mélanome puis de I'atezolizumab dans le cancer
urothélial en 2016 (132). La découverte de ces nouveaux traitements permettant de lever
I'inactivation des lymphocytes T et démontrant une trés grande efficacité anti-cancéreuse
va finalement étre récompensée par la remise du prix Nobel de physiologie et de médecine
en 2018 a I'américain James P.Allison et au Japonais Tasuku Honjo.

Tous ces différents travaux associés a la recherche constante d’'une amélioration des
techniques en matiere d’isolation, de production et de sécurité des biomédicaments
permettent aujourd’hui de proposer un large panel de traitements aux patients atteints de
cancer. Malgré des réponses thérapeutiques prometteuses chez certains patients, d’autres ne
répondront pas ou acquerront des résistances. L'étude de la biologie tumorale associée a son
microenvironnement peut parfois nous donner des indications face aux différentes réponses
cliniques des patients.

b. Mécanismes de résistance a 'immunothérapie

L'immunothérapie ciblant I'axe PD-1/PD-L1 permet d’induire des réponses
thérapeutiques spectaculaires mais ceci est malheureusement limité qu’a un certain nombre
restreint de patients. Pour fonctionner, ces traitements nécessitent I'expression de leur cible
PD-L1 dans la tumeur mais aussi la présence de lymphocytes T cytotoxiques infiltrants (133).
Cependant, par I'analyse des tumeurs, notamment par immunohistochimie, il a été possible
de différencier 3 immunophénotypages caractérisés par une distribution spatiale distincte des
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cellules immunitaires. Ces 3 phénotypes sont appelés immuno-désertiques, immuno-exclus
(ou tumeurs « froides ») et immuno-inflammés (ou tumeurs « chaudes ») (figure 3).

Tumeurs immuno-désertiques

Les tumeurs « froides » immunologiquement sont caractérisées par I'absence de
cellules T dans la tumeur et son microenvironnement. Plusieurs mécanismes peuvent en étre
la cause comme une altération dans la machinerie de la présentation antigénique, une faible
immunogénicité ou I'augmentation de I'angiogenése et de I’hypoxie.

Les tumeurs présentant une charge mutationnelle tumorale élevée c’est-a-dire un
nombre de mutation important sont caractérisées par une forte charge en néoantigenes. Les
tumeurs exprimant beaucoup de néoantigénes seront alors plus a méme d’activer les cellules
cytotoxiques au sein de la tumeur. Le TMB semble d’ailleurs pouvoir étre un biomarqueur
prédisant I'efficacité de I'immunothérapie dans plusieurs types de cancers (134,135). A
I'inverse, une charge mutationnelle peu élevée pourrait finalement étre corrélée avec un
faible taux d’antigéne rendant la tumeur dénudée en lymphocytes. Un défaut dans la
machinerie de présentation des antigenes tumoraux peut aussi expliquer [|’absence
d’activation et de fonctionnalité des lymphocytes T. Par exemple, une mutation de B2M, la
chaine invariante du CMH, entraine une perte du CMH et de ce fait, une résistance face a la
cytotoxicité des cellules T-CD8* mais aussi au blocage de PD-1 (136). Les tumeurs « froides »
immunologiquement peuvent aussi exprimer des protéines minimisant I’émission de signaux
de danger et diminuant la phagocytose par les cellules présentatrices d’antigenes. Par
exemple, la stanniocalcine 1 (STC1), un point de contréle intracellulaire exprimé par les
cellules tumorales, peut piéger la calréticuline et diminuer le signal « mange moi » initié par
ce signal immunogéne. La perte d’un signal phagocytaire pour les CPA va alors diminuer leur
capacité de présentation antigénique ainsi que I’activation d’une réponse T et contribuer a
I’évasion tumorale et a la résistance a I'immunothérapie (137).

L'absence d'immunogénicité tumorale peut aussi étre une caractéristique de ces
tumeurs « froides ». En effet, une faible expression de DAMPs durant le processus de mort
immunogene tels que la calréticuline, I’ATP ou I’'HMGB1 ne permettra pas le recrutement et
I'activation des cellules présentatrices d’antigenes. Une régulation épigénétique des tumeurs
comme modification de la méthylation de ’ADN, ou une diminution des cellules dendritiques
telles que les CD Batf3, peut influer sur I'expression de chimiokines engendrant un
appauvrissement en cellules T cytotoxiques (138). Effectivement, les tumeurs immuno-
désertiques peuvent étre caractérisées par le manque de lymphocytes T d a un déficit en
cytokines chimioattractantes comme CXCL10-9 ou CCL4-5 (139).

Tumeurs immuno-exclues

Les tumeurs immuno-exclues sont caractérisées par la présence de nombreux
lymphocytes T-CD8* en périphérie tumorale mais en faible nombre dans le coeur tumoral. Ce
phénotype tumoral appartient aux tumeurs « froides » immunologiquement et répondent
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rarement a lI'immunothérapie. Plusieurs mécanismes peuvent en étre la cause comme
I'expression de facteurs solubles tel que le TGF-B associé au remodelage de la matrice
extracellulaire via les CAF ou les TAM?2.

Le TGF-B est la cytokine immunosuppressive la plus couramment impliquée dans
I'immuno-exclusion des cellules immunitaires et est corrélée a un manque d’efficacité a
I'immunothérapie par un anti-PD-L1 (140). Cette protéine va étre synthétisée sous forme
immature car liée a un peptide appelé LAP. L’exocytose dans I'environnement extracellulaire
va permettre notamment, l'incorporation de ce complexe dans la matrice extracellulaire
(MEC) par la réticulation a la fibrilline et la fibronectine. Le clivage de ce complexe lié a la MEC
aura lieu grace a I'élastase ou au BMP-1 tandis que dans un contexte hors MEC, les MMP-2
libéreront le TGF- B mature (141). Ce TGF-B biologiquement actif va alors pouvoir se lier aux
récepteurs TGFBRII et Rl induisant I'activation de la voie de signalisation des SMAD. Le
complexe trimérique comprenant SMAD2, SMAD3 et SMADA4 va étre transloqué dans le noyau
afin de réguler la transcription de génes cibles tel que celui de la Serpinel. Le TGF-B peut aussi
réguler d’autres voies de signalisation impliquant des kinases telles que ERK1/2, p38 ou AKT.
Ces voies de signalisation sont indépendantes des SMAD et sont appelées « voies de
signalisation non canoniques » et peuvent étre impliquées dans la différenciation fibreuse
médiée par le TGF-B (142). Le TGF-B peut étre sécrété par les cellules environnantes comme
les fibroblastes associés au cancer (CAF) ou par les cellules tumorales elles-mémes. Ces
fibroblastes vont remodeler la matrice extracellulaire par I'induction de fibres de collagéenes
denses et désorganisées. Le mouvement des lymphocytes dans le stroma tumoral sera ralenti
et ces cellules ne pourront pas entrer en contact avec les cellules tumorales afin d’effectuer
leur role cytotoxique (143). Les CAF peuvent aussi sécréter la cytokine CXCL12 diminuant
I'infiltration en cellules T cytotoxiques rendant inefficace I'utilisation d’un anti-PD-L1 (144). Le
TGF-B pourrait aussi supprimer la transcription de CXCR3 dans les lymphocytes T-CD8* limitant
ainsi I'attraction tumorale de cette population cytotoxique (82).

L’IL-6, le TGF-B mais aussi le collagéne et I’'environnement fibrotique peuvent orienter
les macrophages vers un phénotype M2 immunosuppresseur (145). Dans ce contexte, les
TAM?2 peuvent a leur tour jouer sur 'immuno-exclusion des lymphocytes T par I'expression de
TGF-B1 et de métalloprotéinases matricielles (146)

Apres I'activation par les CPA et I'attraction grace aux chimiokines, les lymphocytes T
vont devoir migrer jusqu’a la tumeur en utilisant le systéme vasculaire. Les tumeurs « froides »
peuvent avoir comme caractéristique la surexpression génique de Vegf pouvant provoquer
une altération de la vascularisation empéchant les cellules T d’arriver jusqu’aux cellules
tumorales (147). Le VEGF, secrété par notamment les cellules tumorales et stromales, peut
stimuler la prolifération des cellules endothéliales et induire la formation de néovaisseaux
anormaux. De plus, ce facteur peut provoquer la diminution de molécules d’adhésion tel que
VCAM-1 et empécher la migration des cellules T a travers la paroi des vaisseaux (148). Cette
altération de la structure vasculaire ainsi que la consommation importante d’oxygene par les
cellules tumorales peut aussi induire une hypoxie. Cette diminution de I'apport en oxygéne
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peut provoquer [|'attraction de cellules immunosuppressives ainsi que I'expression
d’ectonucléotidases (CD39 et CD73) provoquant l'inhibition de la production d’IL-2 et de la
prolifération des cellules T (138).

L’activation de voies oncogéniques peut étre une autre caractéristique des tumeurs
« froides ». Par exemple, la perte de PTEN, retrouvée dans de nombreux cancers, notamment
le CSTN, active la voie de survie et de prolifération PI3K/AKT et peut favoriser la résistance a
I'immunothérapie. La perte de PTEN dans les tumeurs est corrélée a une faible infiltration
tumorale en lymphocytes T-CD8*, une altération de la fonction des TILs ainsi qu’une
augmentation du VEGF (149).

Tumeurs immuno-inflammées

Les tumeurs « chaudes » immunologiquement sont caractérisées par la présence de
nombreux lymphocytes infiltrant la tumeur. En effet, comme expliqué précédemment, les
cellules tumorales, en mourant, vont émettre des signaux de danger et libérer des antigenes.
Ces antigenes vont alors étre captés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA). Ces CPA
vont pouvoir présenter ces antigenes tumoraux aux cellules T-CD8* permettant I'activation de
leur fonction cytotoxique vis-a-vis des cellules tumorales. Afin de pouvoir effectuer leur role
anti-tumoral, ces lymphocytes vont devoir migrer jusqu’aux cellules tumorale afin de les
reconnaitre via le CMH de classe I. De plus, de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
peuvent étre retrouvées dans le microenvironnement tumoral des tumeurs « chaudes » tels
que les interférons de type | et Il mais aussi certaines interleukines comme I'IL-1B, I'IL-2, I'IL-
12 ou I'lL-23 (150). Ces tumeurs inflammées vont aussi présenter une signature IFNy corrélée
avec I'expression de PD-L1. Cependant, en paralléle de cette inflammation anti-tumorale, des
cellules immunosuppressives peuvent étre attirées au sein du microenvironnement tumoral
comme les lymphocytes T-régulateurs, les MDSCs ou les TAM2. Ces cellules
immunosuppressives vont alors jouer leur role dans la régulation de l'immunité par,
notamment, I'expression de PD-1 ou PD-L1. De plus, I'inflammation chronique due au cancer
peut provoquer I'épuisement des cellules T-CD8*. Ce phénotype d’épuisement est caractérisé
par la présence de points de contréle immunitaires comme PD-1 (151).

Ces tumeurs inflammées vont donc avoir la capacité de lutter contre les cellules
tumorales via les cellules immunitaires présentes au sein du microenvironnement tumoral.
Cependant, la chronicité de cette pathologie va aussi entrainer en paralléle un phénoméne de
tolérance ayant pour finalité de restreindre I'immunité induite et pourra provoquer a terme
la progression tumorale. Dans ce contexte, |'utilisation de I'immunothérapie ciblant I'axe PD-
1/PD-L1 prend alors tout son sens et c’est pour cela que de meilleures réponses cliniques a
I'immunothérapie sont observées dans ce type de tumeur (152).

Comme vu précédemment, le CSTN est le sous-type de cancer du sein le plus infiltré en
lymphocytes liée en partie par une charge mutationnelle élevée. Cependant, les cellules

39



tumorales peuvent induire un phénotype et un microenvironnement fortement
immunosuppresseur avec la présence de CAF, TAM2 et lymphocytes T-reg associée a
I’expression de cytokines immunosuppressives tel que le TGF-B (153). Le CSTN est donc
classifié de tumeur « froide » immunologiquement rendant I'utilisation de I'immunothérapie
plus complexe.

Immunosuppression
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Tun)eur d'immunogénicité
“froide"
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Figure 3: Les différents immunophénotypages tumoraux. Les tumeurs « froides » ou immuno-desertiques sont caractérisées
par une faible antigénicité et I'abscence d’immunogénicité. Les tumeurs immuno-exclues seront marquées par un
microenvironnement immunosuppressif, une fibrose péri et/ou intra-tumorale et une angiogénese accrue. Les tumeurs
« chaudes » ou immuno-inflammées seront les plus a méme de répondre a I'immunothérapie car elles auront la capacité de
permettre linfiltration en populations anti-tumorales via la libération de signaux de mort cellulaire immunogéne et de
cytokines inflammatoires.
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c. Immunothérapie dans le CSTN

Le cancer du sein n’étant pas considéré comme une tumeur immunogene, les
premieres études cliniques ont donné des résultats décevants mais ont révélé le CSTN comme
étant le sous-type de cancer du sein le plus ciblable par les inhibiteurs de PD-1/PD-L1 (154).
Les résultats des études cliniques utilisant un inhibiteur de I’'axe PD-1/PD-L1 en monothérapie
ont montré des réponses thérapeutiques durables mais seulement chez moins de 10% des
patientes atteintes de maladies métastatiques. Pourtant, le cancer du sein triple négatif
semble étre aujourd’hui une cible prioritaire du fait d’'un besoin thérapeutique important et
d’une biologie tumorale semblant prédictive de I'efficacité de I'immunothérapie (infiltration
en TILs, expression de PD-L1 et une charge mutationnelle élevée). Il a donc été nécessaire de
trouver des solutions pour améliorer I'efficacité de I'immunothérapie.

Premiérement, en cherchant a identifier le sous-groupe de malades potentiellement
répondeurs a cette immunothérapie (155).

- Les tumeurs de CSTN exprimant particulierement PD-L1, contrairement aux autres
sous-types de cancer du sein, I'utilisation de I'immunothérapie dans ce contexte
semble alors adéquate. Effectivement, ces biomarqueurs ont prouvé leur intérét et
semblent bien étre prédictifs de la réponse aux inhibiteurs de points de contréles du
systeme immunitaire (152,156). Par exemple, les résultats de |’essai clinique IMpassion
130 ont montré I'aspect prédictif du statut de PD-L1 sur les cellules immunitaires sur
le bénéfice en survie globale et en survie sans progression avec I'immunothérapie dans
le CSTN métastatique (157). En effet, La survie globale des patientes traitées par
I'immunothérapie était de 25 mois dans le groupe PD-L1>1% et de 18,9 mois dans le
groupe PD-L1 négatif. Il en est de méme pour la survie sans progression avec une PFS
de 7,5 mois versus 5,6 mois (157). Dans cette étude, |'expression de PD-L1 sur les
cellules tumorales n’a pas donné d’information supplémentaire. Afin d’évaluer les
différences de capacités prédictives des tests de détection de PD-L1, une sous-étude
de I’étude IMpassion 130 a été réalisée et a mis en évidence une plus grande capacité
prédictive de I'expression de PD-L1 évaluée en IHC a I'aide de I'anticorps SP142 (158).
A la suite de ces résultats, en mars 2019, la FDA a alors approuvé I'anticorps SP142 de
VENTANA comme test de diagnostic compagnon pour la sélection de patients atteints
de CSTN et éligibles a I'atezolizumab (159).

- Linfiltration en cellules lymphocytaires pourrait aussi étre un biomarqueur prédictif
de réponse a I'immunothérapie dans le CSTN comme suggéré dans I'étude KEYNOTE-
119 ol un taux de TILs élevé semble associé a de meilleurs résultats cliniques avec le
pembrolizumab qu’avec une chimiothérapie (160). Cette immuno-inflammation
associée a I'expression de PD-L1 sur les cellules immunitaires a aussi été associée a une
amélioration de la survie des patientes traitées par de |'atézolizumab (161).

- De plus, certains sous-types de CSTN pourraient donner des informations sur la
réponse a l'immunothérapie. Par exemple, d’aprés certains résultats de I'étude
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IMpassion130 présentés récemment, les tumeurs de type basal, présentant
notamment une signature transcriptomique caractérisée par des genes de la
prolifération et de la réparation des lésions de I’ADN, seraient associées a une
amélioration de la survie de patientes traitées par I'atézolizumab (161).

- Dans le CSTN métastatique, plusieurs études laissent supposer qu’un TMB élevé serait
prédictif d’'une réponse a 'immunothérapie. Par exemple, dans |'essai KEYNOTE-119
comparant l'efficacité du pembrolizumab a une chimiothérapie dans le CSTN
métastatique, un TMB élevé est associé a une meilleure réponse clinique chez les
patientes traitées par 'immunothérapie. De plus, les résultats de survie globale
tendent a montrer le bénéfice d’'un TMB élevé associé a |'utilisation du pembrolizumab
(162). L’essai clinique de phase 2 TAPUR évaluant I'activité anti-tumorale du
pembrolizumab dans le cancer du sein métastatique a lui aussi mis en évidence
I’efficacité anti-tumorale de 'immunothérapie dans les cas de TMB élevés (163). De
plus, une étude rétrospective dans le CSTN métastatique a montré qu’un fort TMB
était associé a 'augmentation de la survie chez les patientes traitées par des thérapies
anti-PD-(L)1 (164). En juin 2020, la FDA a approuvé |"utilisation du pembrolizumab chez
les patients atteints de tumeurs solides et présentant une charge mutationnelle
tumorale supérieure ou égale a 10. Cependant, dans le cancer du sein, les résultats
restent toujours controversés comme le montre une analyse réalisée dans plusieurs
types tumoraux et semble nécessiter de nouvelles études (165).

- Lamise en évidence du déficit dans le systeme de réparation des mésappariements de
I’ADN (MMR), est le second biomarqueur validé et cliniquement disponible afin de
prédire I'efficacité de I'immunothérapie dans les tumeurs solides. Cependant, cela
concerne moins de 2% des cancers du sein et nécessite de plus amples investigations
avant de I'envisager comme biomarqueur prédictif de réponse a I'immunothérapie
(155,166).

Deuxiéemement, I'association a un traitement permettant le recrutement et
I'activation des cellules immunitaires ou supprimant les signaux immunosuppresseurs
permettrait de surmonter la résistance acquise a 'immunothérapie.

Les résultats de cette association sont aujourd’hui plutét controversés. En effet,
d’aprés les deux études cliniques NeoTRIPaPDL1 (NCT02620280) (167) et GeparNuevo
(NCT02685059) (168), I'ajout d’inhibiteurs de PD-L1 a une chimiothérapie n’a pas donné
d’amélioration de la réponse pathologique compléte (pCR) chez les patientes présentant un
cancer CSTN de phase précoce. Néanmoins, les résultats a long terme de |'essai GeparNuevo
montrent un bénéfice en survie sans rechute et en survie globale pour les patientes ayant recu
du durvalumab, et ce malgré I'absence de bénéfice en pCR, et I'absence de phase adjuvante
comprenant du durvalumab en post opératoire (169). Les résultats de deux nouveaux essais
cliniques redonnent aujourd’hui de I'espoir dans la prise en charge du CSTN de phase précoce.
L'essai clinique de phase Il KEYNOTE-522 (NCT03036488) a montré Iefficacité du
pembrolizumab en traitement néo-adjuvant et associé a la chimiothérapie. En effet, 64,8%
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des patientes ont présenté une réponse pathologique compléte sous immunothérapie face a
51,2% sous placebo (170). Les premiers résultats de I'essai clinique |Mpassion031
(NCT03197935) ont été présentés au congres de I'ESMO 2020 et concordent avec les données
de I'essai précédant. Dans cet essai clinique de phase lll, I'efficacité de |’atezolizumab a été
évaluée dans le CSTN de phase précoce, en néoadjuvant et associé a un protocole de
chimiothérapie contenant le nab-paclitaxel suivi de la doxorubicine (DXR) et du
cyclophosphamide. Les résultats indiquent un taux de réponse pathologique compléte de
57,6% comparé a 41,1% avec le placebo. Cependant, lorsque I’'on sépare les patientes en sous-
groupes de tumeurs PD-L1+ ou PD-L1-, ces résultats restent inchangés quel que soit le statut
de PD-L1. Les résultats sur la sécurité et la toxicité de cette combinaison sont satisfaisants car
il n’a pas été retrouvé d’effets indésirables supérieurs (171). Basé sur ces différents résultats
d’essais cliniques, la FDA a récemment approuvé l'utilisation du pembrolizumab dans le
traitement en néoadjuvant pour les patientes atteintes d’un CSTN de stade précoce a haut
risque, en association avec une chimiothérapie puis en monothérapie aprés la chirurgie.
L’évaluation de I'efficacité de 'immunothérapie en adjuvant est désormais nécessaire. L'étude
ALEXANDRA/IMpassion030 (NCT03498716) est une étude de phase Ill actuellement ouverte
évaluant I'efficacité, I'innocuité et le profil pharmacocinétique de I'atezolizumab associé a une
chimiothérapie standard par rapport a la chimiothérapie seule, en adjuvant, dans le CSTN de
stade précoce (172). Ces derniers résultats sont donc prometteurs et permettent d’envisager
le traitement précoce de ces tumeurs empéchant donc I'arrivée au stade métastatique encore
plus complexe a traiter.

Effectivement, les données concernant I'efficacité de I'immunothérapie dans le CSTN
métastatique sont complexes. En 2018, I'étude de phase Il IMpassion130 (NCT02425891)
évaluant I'efficacité de I'atezolizumab plus nab-paclitaxel comparativement au nab-paclitaxel
seul a donné ses premiers résultats. L'immunothérapie permettrait I'augmentation de la PFS
de 5 a 7,5 mois dans le sous-groupe de patientes présentant un nombre de cellules
immunitaires PD-L1+ supérieur a 1% (173). A la suite de ces résultats, la FDA (US Food and
Drug Administration) et la Commission Européenne ont approuvé [I'utilisation de
I'atezolizumab plus nab-paclitaxel dans le traitement en premiére ligne du CSTN non résécable
localement avancé ou métastatique exprimant plus de 1% de cellules immunitaires PD-L1
positives. La seconde analyse intermédiaire parue en 2020 a confirmé le bénéfice de
I'association de I'atezolizumab au nab-paclitaxel uniquement chez les patientes présentant
une tumeur PD-L1 positive (174). L'autorisation temporaire d’utilisation dont bénéficiait
I'atezolizumab dans le traitement du CSTN métastatique a été remise en question suite aux
résultats de I’essai clinique IMpassion131 (NCT03125902). En effet, cet essai clinique ayant le
méme design que I'étude IMpassion130 mais évaluant le paclitaxel, n’a pas montré de
résultats significatifs en matiere de PFS sur la population globale ou PD-L1+. Cette différence
pourrait s’expliquer par une immunomodulation supérieure du nab-paclitaxel par rapport au
paclitaxel mais aussi du fait de I'ajout de corticoides en prémédication du paclitaxel. La
suspension d’ATU associée a I'avis défavorable rendu par la Haute Autorité de Santé en 2020
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pour le remboursement de ce traitement, ne donne désormais plus acces a I'immunothérapie
pour les patientes francaises atteintes de CSTN métastatique. Fin 2020, I'essai clinique de
phase Il KEYNOTE-355 (NCT02819518) évaluant [Iefficacité de I'association d’une
chimiothérapie avec le pembrolizumab versus placebo dans le CSTN métastatique, avait
présenté des résultats préliminaires satisfaisants en termes de survie sans progression. En
effet, chez les patientes présentant un score positif combiné (CPS) supérieur ou égale a 10
(PD-L1+), la médiane de survie sans progression était de 9,7 mois avec I'association chimio-
immunothérapie contre 5,6 mois pour le groupe placebo-chimiothérapie (175). Ces résultats
ont alors permis l'autorisation par la FDA du pembrolizumab en association avec une
chimiothérapie pour le traitement du CSTN localement avancé non résécable ou métastatique
dont les tumeurs expriment PD-L1. En juillet 2021, le laboratoire Merck/MSD a publié un
communiqué de presse annoncant les résultats positifs de survie globale de cet essai clinique.
L'association du pembrolizumab avec une chimiothérapie (paclitaxel, nab-paclitaxel ou
gemcitabine/carboplatine) aurait démontré «une amélioration statistiquement et
cliniguement significative de la survie globale par rapport a la chimiothérapie seule chez les
patientes atteintes de CSTN métastatique et dont les tumeurs expriment PD-L1 (CPS supérieur
ou égal a 10) » (176). Effectivement, lors du congres de 'ESMO 2021, les résultats finaux de
cette étude ont été exposés. La survie globale médiane des patientes atteintes de CSTNm avec
un CPS>10 a été de 23 mois pour le groupe traité par immunothérapie+chimiothérapie contre
16,1 mois dans le groupe placebo+chimiothérapie. Cette combinaison avec le pembrolizumab
a réduit le risque de déces de 27% et a permis un gain de survie sans progression de 4 mois
(177). Ces derniers résultats donnent finalement de I'espoir pour ces patientes mais souléve
I'obligation d’une meilleure sélection des patientes ainsi qu’une harmonisation des tests
d’analyse de PD-L1. Aujourd’hui, il est donc désormais possible de prescrire le pembrolizumab,
hors AMM, et apres justification de son utilisation.

Les conclusions cliniques de ces essais montrent donc que [efficacité de
I'immunothérapie sous forme d’anti PD-1/PD-L1 dans le CSTN est d’autant plus importante
gu’elle est utilisée précocement et en association avec la chimiothérapie. Dans le CSTN
métastatique ou le pronostic est particulierement sombre, il est donc crucial de déterminer
les molécules de chimiothérapie les plus a méme d’entrer en synergie avec les approches anti
PD-1/PD-L1.

V.  Effets immunologiques des thérapeutiques anti-cancéreuses

Depuis I'arrivée de I'immunothérapie dans le traitement anti-tumoral et I’évaluation
de son inefficacité dans certains types de cancers, I'objectif a été de trouver des solutions pour
sensibiliser les tumeurs résistantes a cette thérapeutique. Comme vu précédemment, les
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cellules tumorales sont instables du point de vue génétique avec une charge mutationnelle
variable au sein de leur génome, ayant pour conséquence, notamment, une prolifération
excessive et une survie favorisée. Néanmoins, c’est justement cette capacité de multiplication
gue les agents de chimiothérapies vont pouvoir venir cibler. De nombreuses chimiothérapies
appartenant a différentes classes thérapeutiques et ayant un mécanisme d’action distinct ont
été développées. Dans un contexte particulier, d’autres traitements, appelés thérapies
ciblées, peuvent aussi étre utilisés afin de cibler des protéines impliquées dans la transduction
du signal pro-oncogénique. En plus de l'effet cytotoxique pur, ces thérapeutiques anti-
cancéreuses peuvent aussi avoir des effets sur la modulation du systeme immunitaire. En
effet, par leur action sur les cellules tumorales via I'induction de I'antigénicité et/ou de
I'immunogénicité mais aussi sur les cellules immunitaires par la diminution de
I'immunosuppression, ces traitements peuvent arriver a sensibiliser les tumeurs a une
immunothérapie (178,179).

a. Antigénicité tumorale

L'antigénicité est la capacité d’une cellule a induire une réponse T par présentation
d’un antigéne du « non soi ». Ce phénomeéne implique la capacité de présentation antigénique
des cellules tumorales mais aussi celle de reconnaissance des cellules immunitaires. En effet,
I'antigénicité peut étre induite notamment par 'augmentation de I'expression du CMH
permettant I'amélioration de la capacité de présentation antigénique des cellules tumorales
(180).

L’augmentation de I'expression du CMH de classe | peut faire suite a I'induction de la
voie de signalisation STING via les IFN de type I. En effet, I'instabilité génomique induite par
certaines thérapies ciblées peut générer des fragments d’ADN doubles brins (ADNdb) capables
d’activer la voie des interférons. Par exemple, les inhibiteurs de PARP utilisés dans le
traitement du cancer du sein métastatique présentant des mutations germinales BRCA1/2
peuvent induire un nombre élevé de cassures de I’ADN. Il a été montré que |'olaparib, dans
des tumeurs murines ovariennes ainsi que des tumeurs humaines de CSTN mutées BRCA1,
pouvait induire une stimulation de la voie de IFN de type | dépendamment de
STING/TBK1/IRF3 dans les cellules présentatrices d’antigenes suite a la détection d’ADN
tumoral ainsi qu’une augmentation de la maturation et une capacité de présentation
antigénique de ces cellules (181,182). De plus, les inhibiteurs de PARP pourraient réguler a la
hausse I'expression de PD-L1 dans différents modeéles précliniques de cancer du sein et par
conséquent, la combinaison du blocage de PD-L1 et de PARP induirait une efficacité additive
contre la croissance tumorale (183). Les inhibiteurs de la voie oncogénique des MAP Kinase
semblent aussi capables de jouer sur I'expression du CMH et de PD-L1. Par exemple, les
inhibiteurs de MEK auraient la capacité d'augmenter I'expression du CMH |, CMH Il et de PD-
L1 via I'lIFNy, ainsi que de favoriser l'infiltration tumorale en T-CD8*, sensibilisant ainsi les
tumeurs a l'immunothérapie par anti-PD-(L)1 (184). Il a récemment été observé qu'une
combinaison d'anti-PD-(L)1 et du trametinib permettait une augmentation de I'expression du
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CMH de classe | de PD-L1 via STAT1, in vitro dans des cellules CSTN humaines et murines, ainsi
qu'in vivo chez la souris (185). Les inhibiteurs de CDK4/6 utilisés dans le traitement du cancer
du sein métastatique ont aussi montré un effet sur I'expression du CMH en plus de leurs effets
antiprolifératifs. En effet, il a été démontré que les inhibiteurs de la CDK4/6 peuvent
augmenter les niveaux d’ADNdb intracellulaire, notamment dans des modéles murins de
carcinomes mammaires, stimulant la production d’IFN de type Ill améliorant ainsi la capacité
de présentation antigénique. Cette augmentation d’antigénicité permet, entre autres, une
synergie anti-tumorale avec I'immunothérapie par anti-PD-L1 (186).

Le mécanisme « antigen spreading » est idéal pour augmenter I’antigénicité car
permet la diversification de la réponse des T contre des épitopes antigéniques différents de
I'épitope cible (187). Effectivement, une augmentation de la clonalité du TCR associée a une
infiltration en TILs ou un enrichissement en génes de I'inflammation et de I'immunité a été
retrouvée dans des lésions métastatiques aprés chimiothérapies et radiothérapie (188). Les
taux de réponses thérapeutiques étant associés a ces différentes inductions, ces résultats
donnent alors une preuve de I'amorgage des tumeurs pour la réponse a 'immunothérapie par
les chimiothérapies.

b. Immunogénicité tumorale

L'immunogénicité est la capacité d’une cellule tumorale a induire une réponse
immunitaire spécifique d’un ou plusieurs antigenes. Comme nous I’avons vu dans le chapitre
précédent, les cellules tumorales peuvent générer des signaux de danger permettant
I’activation des cellules immunitaires. Le concept de « mort cellulaire immunogéne » (ICD)
induit par des chimiothérapies a été démontré pour la premiére fois en 2005 par I'équipe du
Pr. Guido Kroemer. Les résultats dans un modele murin de cancer colique ont montré que la
doxorubicine (DXR) entraine une mort cellulaire par apoptose dépendante des caspases,
rendant certaines cellules tumorales mourantes immunogénes. La distinction entre nécrose
et apoptose est intéressante pour les analyses de mort immunogéene. En effet, 'apoptose,
contrairement a la nécrose, est une mort cellulaire programmeée permettant |'expression de
molécules impliquées dans la phagocytose (calréticuline). Ces corps apoptotiques peuvent
étre reconnus par des cellules de I'immunité telles que les cellules dendritiques et induire leurs
maturation et migration jusqu’aux ganglions lymphatiques. Les cellules nécrotiques vont
guant a elles jouer un role dans lI'inflammation avec la libération de facteurs nécrotiques
contenus dans les cellules tumorales mourantes permettant le recrutement et I'activation des
cellules immunitaires (ATP, HMGB1). La présence de ces signaux de stress mis en jeu lors des
étapes initiales de la mort immunogéne permet ensuite aux cellules dendritiques de
phagocyter les cellules tuées par la DXR et de les présenter aux cellules cytotoxiques. De plus,
un phénomene de mémoire immunitaire a été mis en évidence par le rechallenge de souris
syngéniques précédemment injectées par des cellules tumorales exposées a la DXR ne
développant pas de nouvelle tumeur aprés une seconde injection (189). L'induction d’une
mort immunogene fait appel a une cascade d’événements moléculaires ayant pour
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conséquence la stimulation d’une réponse immunitaire anti-tumorale, et I'induction d’une
réponse mémoire.

Le premier signal généré est I'exposition membranaire de la calréticuline (CRT) (190).
En effet, les especes oxygénées réactives produites par certaines chimiothérapies vont induire
un stress du réticulum endoplasmique (RE) dans les cellules tumorales. Ce stress du RE va
permettre la phosphorylation du facteur elF2a (eukaryotic initiation factor 2a) par la protéine
kinase PERK (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase). A la suite de cette
phosphorylation, le facteur de transcription ATF4 va étre traduit et induire I'expression des
genes cibles ISR (integrated stress response). L'induction de I'expression de ces génes tels que
Ddit3 codant pour la protéine CHOP mais aussi |'activation de caspases vont provoquer
I'activation du processus apoptotique. Tous ces événements moléculaires vont finalement
conduire au transport vésiculaire de la calréticuline de la membrane du RE vers la membrane
cytoplasmique de la cellule tumorale. La calréticuline va pouvoir se lier au récepteur CD91 des
CPA et favoriser leur maturation ainsi que la présentation antigénique des débris cellulaires
tumoraux aux cellules T. Une autre protéine endoplasmique associée a la CRT, appelée ERp57,
peut étre transloquée a la surface de la cellule et apparait comme un autre signal
d’engloutissement pour les cellules dendritiques. |l a été montré que ces deux protéines
apparaissaient a la surface des cellules tumorales pré-apoptotiques suite a I'exposition a des
chimiothérapies. Le blocage ou la perte de ces deux signaux va alors induire une perte
d’'immunogénicité pouvant aller jusqu’a l'induction d’une résistance a la mort cellulaire
immuno-induite par les traitements (190,191). En effet, toute cette voie immunogéne, partant
de l'induction d’espéces oxygénées réactives jouant sur le stress du RE, |'activation de
caspases jusqu’a I'exocytose de la CRT et de ERp57 sont impliquées dans I'efficacité anti-
tumorale de certaines chimiothérapies et de leurimmuno-modulation (192). La radiothérapie,
induisant des dommages létaux a ’ADN des cellules tumorales, a aussi montré I'induction
d’'une mort cellulaire immunogéne par notamment |'expression de la calréticuline a la
membrane cytoplasmique associée a l'augmentation de composants impliqués dans la
machinerie de traitement de I'antigene (193).

Le second événement est le relargage extracellulaire d’ATP via un processus
autophagique (194). L'ATP est redistribué des lysosomes aux autolysosomes et sécrété par un
mécanisme dépendant des caspases. L’ATP peut ensuite étre relargué dans le cytosol via la
protéine LAMP1 ou a |'extérieur de la cellule via la pannexine-1 (195). L’ATP va ainsi pouvoir
se fixer sur son récepteur P2RX7 situé sur les cellules dendritiques et induire la formation de
I'inflammasome NLRP3. NLRP3 va ensuite permettre I'activation de la caspase-1 et provoquer
le clivage et la sécrétion d’IL-1B et d’IL-18. Ces deux cytokines sont connues pour avoir
d’importantes propriétés inflammatoires ainsi qu’un réle dans le renforcement de I'immunité
médié par les cellules Thl (196,197). De plus, I’ATP peut stimuler la motilité des cellules
dendritiques. En effet, par une boucle de signalisation autocrine, I'ATP, par sa fixation a son
récepteur et associé aux canaux de pannexine 1, va augmenter la vitesse de migration des
cellules dendritiques (198). In vitro, il a été montré que la mort cellulaire induite par plusieurs
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chimiothérapies a été accompagnée de la libération d’ATP extracellulaire (199). NLRP3 et I'IL-
1B semblent essentiels pour I'immunogénicité de la mort cellulaire déclenchée par les
chimiothérapies contribuant ainsi a une réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T-
CD8 sécréteurs d’IFNy (200).

Le troisieme signal est le relargage de la protéine nucléaire HMGB1. HMGB1 est une
protéine nucléaire contenue dans de nombreux types cellulaires. Ce relargage peut faire suite
a plusieurs mécanismes comme |'apoptose ou la nécrose mais étre aussi impliqué dans
I'autophagie (201). HMGB1 peut étre relargué de maniere active ou passive. La sécrétion
active par des cellules inflammatoires fait suite a différents stimuli exogénes ou endogenes
tels que les CpG-ADN, le TNF-a, les interférons ou la production de radicaux oxygénés. Cet
environnement pro-inflammatoire va permettre la modification post-traductionnelle de
'HMGB1 qui va s’accumuler dans le cytoplasme des cellules puis étre sécrété via des
lysosomes. Cette sécrétion active est aussi caractérisée par I'interaction entre HMGB1 et CRM-
1 (Chromosome-Region Maintenance-1) qui va permettre le passage du noyau au cytosol. La
sécrétion passive tient compte du degré d’acétylation de ’'HMGB1 et de sa liaison avec I’ADN
double brin (202). En effet, en cas d’apoptose, 'HMGB1 sera hyper-acétylé et fortement fixé
a ’ADN double brin limitant ainsi sa libération dans le milieu extracellulaire. A contrario, en
cas de nécrose, I'hyper-acétylation de I’'HMGB1 associée a sa faible liaison a I’ADN va faciliter
sa sécrétion. C’est ainsi que 'HMGB1 est plutét défini comme un marqueur cellulaire
nécrotique (203). 'HMGBLI libéré dans le milieu extracellulaire va pouvoir étre retrouvé sous
trois formes redox différentes allant de la forme réduite, intermédiaire et oxydée. HMGB1
sous forme réduite lui procure ses capacités chemo-attractantes vis-a-vis des cellules
inflammatoires via sa fixation du CXCR4 (204). 'HMGB1 sous forme disulfure induit la
libération de cytokines pro-inflammatoires et agira comme une alarmine immunitaire (205). Il
peut se lier aux TLR, notamment au récepteur TLR4 présent a la surface des cellules
dendritiques. La liaison de 'THMGB1 au TLR4 va induire I'activation des cellules dendritiques
et faciliter leur capacité a présenter des antigenes tumoraux aux cellules T (50). De plus, cette
fixation peut ensuite activer une voie de signalisation dépendante de MyD88 améliorant le
traitement des antigénes tumoraux et est essentielle dans I'immunogénicité tumorale (206).
HMGB1 peut aussi stimuler la sécrétion de la chimiokine CXCL11 via I'activation de la voie NF-
kB et va permettre d’augmenter le recrutement des lymphocytes T-CD8* (207). Dans un
contexte apoptotique médié par la voie des caspases, le stress oxydatif est susceptible de
diminuer 'activité immunitaire d'HMGB1, notamment par I’oxydation de cette protéine (201).
De plus, cette protéine située dans le cytosol ou dans les mitochondries peut avoir un role
dans la régulation de I'autophagie des cellules cancéreuses par la protection contre le clivage
des protéines Beclin 1 et ATG5 contr6lant ainsi la balance entre apoptose et autophagie
durant le processus inflammatoire (208,209). En effet, en se liant aux récepteurs RAGE ou
TLR4, HMGB1 peut étre impliqué dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme
I'IL-6 (210). L'effet immuno-adjuvant de chimiothérapies et de la radiothérapie reposant sur
la libération d’HMGB1 a été mis en évidence dans différents modéles tumoraux. En effet,
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I’efficacité de ces traitements serait due, notamment, a l'interaction entre 'HMGB1 sécrété
par les cellules tumorales mourantes et le TLR4 sur les cellules dendritiques permettant
I'absorption et le traitement de I'antigéne tumoral (50).

Afin que les cellules immunitaires migrent avec succes vers les sites tumoraux il est
nécessaire que les cellules tumorales aient des effets immunostimulants. Par exemple, il est
important d’induire I'expression de cytokines attractantes pour les lymphocytes effecteurs
telles que CCL2,3,4,5 CXCL9 et CXCL10 (211). Les chimiothérapies peuvent induire I’expression
de ces chimiokines et de leur récepteur contrélant ainsi la progression tumorale tout en étant
associées a la survie des patients (212). Un des mécanismes mis en évidence dans I'induction
de ces cytokines étant I’activation de la voie des interférons de types I. En effet, les agents
cytotoxiques ciblant 'ADN/ARN peuvent stimuler I'expression de TLR3 (213). Suite a
I'activation de TLR3, les cellules tumorales peuvent exprimer et sécréter I'lIFNa et B. Les
interférons vont alors induire a leur tour, I'expression et la sécrétion de la chimiokine CXCL10
via leur récepteur membranaire IFNARI (214). CXCL10 est une chimiokine particulierement
importante dans l'activation de la réponse immunitaire anti-tumorale car elle permet
I'attraction des lymphocytes T effecteurs CXCR3* au niveau tumoral (215). Les chimiothérapies
immunogénes peuvent aussi agir sur d’autres axes cytokiniques comme celui de l'axe
CCL2/CCR2. L’'augmentation de I'expression de cette cytokine conduit alors au recrutement
des cellules dendritiques présentatrices d’antigenes fonctionnels directement au site tumoral
permettant ainsi la prolifération des lymphocytes T (216).

Un autre marqueur d’'immunogénicité est la libération des protéines chaperonnes de
la famille des protéines de choc thermique : HSP70 et 90 par les cellules tumorales pré-
apoptotiques. En effet, ces protéines peuvent aider a la présentation des antigenes tumoraux
via le CMH | aux lymphocytes T-CD8*. De plus, ces protéines peuvent étre relarguées par les
cellules tumorales et se lier aux TLR2/4 sur les cellules présentatrices d’antigénes. Cette liaison
va ensuite permettre la libération de cytokines pro-inflammatoires permettant de stimuler le
systeme immunitaire inné notamment les cellules NK (217). C'est ainsi que plusieurs
chimiothérapies ont montré leur impact sur I'intensité de I’expression des HSP et la corrélation
avec le taux de phagocytose des cellules tumorales mourantes par les cellules dendritiques
immatures (218).
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Figure 4: La mort cellulaire immunogéne. Certaines chimiothérapies dites immunogénes sont capables d’induire un stress du
RE favorisant le processus apoptotique. Cet événement conduit au transport de la calréticuline de la membrane du RE vers la
membrane des cellules tumorales mourantes ainsi que la libération des protéines HSPs vont agir comme un signal « mange-
moi » pour les cellules présentatrices d’antigéene. Il s’ensuit la libération d’ATP et d’HMGB1 dans I'espace extracellulaire et
I"activation d’une réponse intrinséque de type interféron de type | aboutissant a la production de chimiokines telle que CXCL10.
Ce processus le mort cellulaire immunogéne va finalement conduire au recrutement de cellules cytotoxiques ayant pour réle
de tuer les cellules tumorales persistantes. D’apres Galluzzi et al, 2016.

c. Impact sur I'immunosuppression

Dans le chapitre précédent nous avons parlé des différentes populations
immunosuppressives pouvant étre recrutées ou stimulées par le biais des cellules tumorales
et pouvant induire une résistance vis-a-vis de la réponse immunitaire anti-tumorale. Les
chimiothérapies peuvent elles aussi impacter ces populations notamment vis-a-vis de leur
prolifération ou de leur fonctionnalité. Prenons exemple du cyclophosphamide, plusieurs
études ont caractérisé les interactions de cette chimiothérapie vis-a-vis des lymphocytes T
régulateurs. Dans des modeéles murins, le cyclophosphamide a en effet montré sa capacité a
dépléter les T-reg dans les tumeurs coliques (219). Cette chimiothérapie a aussi permis de
diminuer les T-reg circulant ainsi que de restaurer la fonction effectrice des cellules NK et des
cellules T chez des patientes ayant un cancer avancé (220). De plus, la cytotoxicité de cette
chimiothérapie peut agir sur la fonctionnalité des T-reg en diminuant leur activité
immunosuppressive (221). Dans un modéle cellulaire de lymphome, le paclitaxel a permis lui
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aussi de diminuer le taux de lymphocytes T-reg ainsi que I'expression de Foxp3 affectant leur
fonction inhibitrice (222). L'utilisation de thérapies ciblées telles que les inhibiteurs de la voie
PI3K-AKT ont montré, dans différents modéles tumoraux in vitro et in vivo, I'inhibition
sélective du nombre mais aussi de |'activation des lymphocytes T régulateurs (223). La
gemcitabine et le 5-fluorouracile (5FU) ont montré une cytotoxicité assez sélective envers les
MDCSs dans un modele de carcinome thymique sans montrer d’effet significatif sur les cellules
anti-tumorales. Plus particuliéerement, la sensibilité du 5-FU envers les MDSCs, permettant
leur épuisement et la mort cellulaire, serait due a une faible expression de la thymidilate
synthase par ces cellules. Cet effet induirait une mort cellulaire apoptotique des MDSCs ce qui
permettrait d’augmenter la production d’IFNy par les T-CD8" infiltrant la tumeur (224). En
2017, notre équipe a montré la modulation de différentes populations immunosuppressives
par le schéma de traitement FOLFOX+bevacizumab dans le cancer colorectal métastatique.
Un des résultats majeurs a été la mise en évidence d’une diminution des gMDSC exprimant
des niveaux élevés de molécules immunosuppressives telles que PD-L1, CD39 et CD73 dans
les tumeurs traitées. Cependant, ces traitements ont aussi induit la modulation de I'équilibre
T-régulateurs/Th17 associant I'augmentation des Th17 a un mauvais pronostic (225).

Certaines molécules immunosuppressives peuvent aussi étre la cible de
thérapeutiques anti-cancéreuses permettant ainsi de restaurer l'efficacité du systeme
immunitaire médiée par I'immunothérapie. Par exemple, le ciblage des récepteurs de
I’adénosine semble étre synergique avec un anti-PD-1. En effet, dans un modeéle préclinique
de CSTN, I'efficacité de cette combinaison, dépendamment des cellules NK, de I'IFNy et des T-
CD8*, a permis de diminuer la charge tumorale métastatique et de prolonger la survie des
souris (226). Le ciblage du TGF-B peut aussi permettre de diminuer 'immunosuppression et
de limiter la formation de fibrose intra et péri-tumorale. L’inhibition du récepteur de type Il
du TGF-B dans différents modeles murins tumoraux, a permis I'induction d’une forte réponse
cytotoxique T, diminuant ainsi la capacité métastatique des tumeurs (227). Dans le modéle
murin de cancer du sein immuno-exclu EMT6, I'ajout d’un anticorps monoclonal bloquant le
TGF-B a un anti-PD-L1, restaure I'efficacité de I'immunothérapie par diminution de I'immuno-
exclusion des cellules T-CD8*. En effet, ce traitement va provoquer la reprogrammation des
fibroblastes du stroma péritumoral et permettre I'attraction et I'activation des cellules
cytotoxiques dans le coeur de la tumeur (81). Le M7824 ou bintrafusp alpha est une protéine
de fusion bifonctionnelle ciblant le TGF-B par mimétisme avec son récepteur le TGF-BRIl et
PD-L1. Cette molécule permet d’augmenter le recrutement, I’activation et la fonctionnalité
des cellules T cytotoxiques par rapport a la combinaison d’anticorps. En effet, cette molécule
va inhiber les deux formes d’immunosuppression induites par PD-L1 et le TGF-B mises en
évidence, notamment, par une réduction de I'expression de I'a-SMA, un marqueur de CAF, et
d’un remodelage des fibres de collagénes dans les tumeurs (228).

Malgré I'efficacité des chimiothérapies dans la lutte contre I'immunosuppression,
certaines d’entre elles, dans certains contextes, peuvent produire |'effet inverse et participer
au phénomeéne de résistance tumorale. Par exemple, il a été montré que la gemcitabine et le
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5-FU entrafnaient |'activation de l'inflammasome dans les MDSC, induisant a son tour
I'activation de I'IL-1 et conduisant a la production d’IL-1B. L'IL-1B8 produite par les MDSC
induisait alors la sécrétion d’IL-17 par les lymphocytes T-CD4 limitant ainsi |'efficacité anti-
tumorale de ces agents thérapeutiques (229). De plus, I'exposition chronique a certaines
chimiothérapies comme le cisplatine ou le paclitaxel peut engendrer une modification du
phénotype des cellules cancéreuses pulmonaires. Ces cellules devenues fusiformes ont alors
exprimé différents marqueurs de 'EMT et ces marqueurs mésenchymateux ont été associés
a une diminution de survie chez les patients traités par ces chimiothérapies (230). Ces
chimiothérapies peuvent aussi induire une résistance tumorale par augmentation de la voie
de signalisation du TGF-B. En effet, dans le CSTN, apres une réponse initiale a la chimiothérapie
certaines patientes peuvent récidiver et développer une maladie métastatique résistante aux
traitements. Les cellules tumorales résistantes ont été apparentées a des cellules souches
cancéreuses agressives, capables d’auto-renouvellement et associées a une signature génique
du TGF-B (231). En effet, I'évaluation de biopsies de patientes atteintes de CSTN avant et apres
traitement, montrent une augmentation des marqueurs de la voie du TGF-B tels que les génes
Tgfbr2, Tgfbr3 et Smad4. De plus, in vitro, le traitement au paclitaxel a augmenté la
phosphorylation de SMAD2 mais aussi I’expression de I'IL-8 dépendamment de SMAD4 (231).

Ces différents moyens permettant de moduler le systéme immunitaire semblent donc
aujourd’hui indispensables pour une utilisation efficace de I'immunothérapie. Dans le CSTN,
notamment métastatique, I’évaluation des effets immunologiques des chimiothérapies
utilisées est donc nécessaire afin de déterminer une combinaison chimio-immunothérapie
adéquate.

V. Sensibilisation a I'immunothérapie par les chimiothérapies du
CSTN

L'impact sur le systeme immunitaire des traitements habituellement utilisés dans le
CSTN tels que les anthracyclines et les taxanes est particulierement bien décrit dans la
littérature. Grace aux résultats prometteurs, leur association a I'immunothérapie a donc été
développée avec succes en phase précoce (néoadjuvant). Cependant, les effets sur le systéme
immunitaire d’autres traitements utilisés couramment dans le CSTN en phase métastatique
(comme les sels de platine ou I’éribuline) sont assez peu étudiés et pourraient avoir un intérét
en particulier chez les patientes ayant rechutées malgré |'utilisation en phase précoce des
taxanes et des anthracyclines.

Les anthracyclines sont une famille de chimiothérapies largement utilisée dans le
traitement du cancer du sein du fait de leur faible toxicité et de leur fort pouvoir anti-tumoral
via I'inhibition des topoisomérases de type Il et les cassures doubles brins d’ADN ainsi
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générées. Depuis les années 2000, les anthracyclines sont connues pour avoir un effet
immunomodulateur (232,233). Depuis cette date, de nombreuses études ont mis en lumiere
le role du systeme immunitaire dans I'efficacité de ces traitements. Dans un modéle humain
de cancer colorectal il a été montré que le paclitaxel et la doxorubicine, a de faibles doses,
augmentent |'expression intracellulaire de protéines impliquées dans le processus de
traitement des antigenes présentés par le CMH de classe I. De plus, les cellules tumorales
prétraitées par ces chimiothérapies génerent des antigenes plus susceptibles d’induire des
cellules T tres cytotoxiques (234). En effet, la doxorubicine provoquerait I'activation des ROS
en plus des dommages sur I’ADN. Ces phénomenes induiraient I’activation de la voie des ISR
comme les protéines ATF4, ATF3 et CHOP. Une augmentation de ’'lHMGB1 dans le surnageant
cellulaire et de I'expression de la calréticuline a aussi été retrouvées in vitro dans des lignées
humaines de CSTN (235). L'efficacité des anthracyclines implique aussi la libération d’ATP
permettant de stimuler des précurseurs granulocytaires et impliqués dans la présentation
antigénique (236). De plus, par les dommages a I’ADN induits par cette chimiothérapie, TLR3
peut induire I'expression des interférons de type I. Ces IFN | vont pouvoir se lier a leur
récepteur IFNARI et induire I'expression de CXCL10 permettant I'induction de la réponse
immunitaire anti-tumorale (214). Les lymphocytes T-CD8* et I'lFNy joueraient un réle clé dans
I’effet anti-tumoral de la doxorubicine. Ces résultats ont été démontrés dans des modeles de
tumeurs murines mammaires mais aussi sur 2 cohortes de femmes traitées pour un cancer du
sein (237). L'essai clinique TONIC confirme I'impact de la doxorubicine chez les patientes
présentant un CSTN métastatique en montrant I'induction tumorale de genes impliqués dans
I’axe PD-1/PD-L1 et dans la cytotoxicité des cellules T mais aussi par 'activation des voies de
I'inflammation, JAK-STAT et du TNFa (188). Dans un modele de cancer du sein HER2+ résistant
au trastuzumab, un conjugué anti-HER2 portant un dérivé d’anthracycline a permis d’induire
ce phénoméne de mort immunogene des cellules tumorales. Son association a un aPD-1 a
amélioré la régression tumorale aprés traitement (238). Par sa capacité de stimulation du
systéme immunitaire, la doxorubicine semble donc étre une molécule de chimiothérapie
idéale pour I'association a I'immunothérapie. Effectivement, nous pouvons retrouver de
meilleurs résultats en phase précoce (néoadjuvant) dans les essais ou ces molécules sont
présentes dans le protocole de traitement (IMpassion), par rapport aux essais réalisés sans
anthracyclines (NeoTRIPaPDL1).

Les taxanes, par leur action anti-mitotique interférent avec la dynamique des
microtubules induisant I'arrét de la division cellulaire en phase G2 ou M. En plus de leur effet
anti-néoplasique, les taxanes peuvent moduler la réponse immunitaire. Les dommages
cellulaires causés par le paclitaxel peuvent en effet augmenter I'expression du CMH de classe
| et du ligand Fas, décrit comme un inducteur d’apoptose, dans des cellules tumorales
ovariennes (180). Une augmentation d’HMGB1 dans le surnageant cellulaire et de I'expression
de la calréticuline a été retrouvée in vitro dans des lignées humaines de CSTN apres
I'incubation avec le paclitaxel (235). De maniére similaire aux LPS, via le TLR4, le paclitaxel
induirait la reprogrammation macrophagique du phénotype M2 en M1. Il permettrait ainsi
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I'activation des macrophages et leur sécrétion de cytokines comme le TNFa et I'lL-12 (239).
Ces cytokines produites vont pouvoir activer les cellules NK mais aussi les cellules dendritiques
et les lymphocytes T cytotoxiques afin d’éliminer les cellules tumorales (240). En effet, dans
un modele cellulaire humain de carcinome mammaire, le paclitaxel augmenterait I’expression
et la production de perforine par les cellules NK et activerait la voie inflammatoire de NF-
kappa B (241). Une augmentation d’autres cytokines telles que I'IFNy, I'IL-2 ou I'IL-6
impliquées dans les réponses Th1l ou Th2 a été mise en évidence dans des sérums de patientes
atteintes de cancer du sein avancé et traitées par du paclitaxel ou du docétaxel (242). De plus,
le docétaxel agirait sur I'immunosuppression par la diminution des MDSCs et I'augmentation
de I'activité des lymphocytes T-CD8* (243). Ces données permettent donc de bien comprendre
I'intérét d’utiliser ces molécules dans le traitement du CSTN et I'efficacité du paclitaxel et du
nab-paclitaxel associés a |'atezolizumab est en cours d’évaluation (essais Impassion131-130).

L’éribuline est un inhibiteur de la polymérisation des microtubules induisant un
blocage du fuseau mitotique prolongé et irréversible donnant lieu a une mort cellulaire par
apoptose (244). En phase préclinique, des résultats indiquent que I'éribuline conserverait son
activité sur des lignées cellulaires tumorales ovariennes présentant des mutations de la béta
tubuline et résistantes au paclitaxel (245). Tout comme les traitements ciblant la tubuline,
I’éribuline semble avoir également un effet anti-vasculaire. En effet, par I'évaluation
immunohistochimique du marqueur endothélial CD31, dans des lignées tumorales
mammaires humaines injectées dans des souris immunodéficientes, I'éribuline montre une
modulation morphologique de la vascularisation tumorale par I'augmentation de la micro-
vascularisation. Cet effet est associé a une induction de la perfusion tumorale suivant
I'injection de cette drogue (246). Une étude clinique comparant la réoxygénation des tumeurs
apres éribuline et bevacizumab, un anti-VEGF, montre une meilleure oxygénation tumorale
avec |'éribuline (247). De plus, environ une semaine aprés traitement, I'expression de génes
impliqués dans I'angiogenese diminue (246) ainsi que les concentrations plasmatiques de
VEGF et de TGF-B1 (247). Une autre fonction particulierement intéressante est envisagée dans
cette étude. L'éribuline, par I'augmentation de la micro-vascularisation et de la micro-
perfusion tumorale permettrait une meilleure délivrance d’un autre traitement administré par
la suite (248). En revanche, dans la littérature, peu de données existent sur I'impact de cette
molécule sur les cellules immunitaires dans le cancer du sein. Cependant, par la modulation
du microenvironnement vasculaire tumoral, son association avec une immunothérapie
pourrait permettre d’augmenter I'efficacité anti-tumorale, en favorisant par exemple la
migration des cellules T. Les résultats de l'essai clinique de phase Ib/Il ENHANCE1
(NCT02513472) sont encourageants notamment vis-a-vis de I'activité anti-cancéreuse de
I"association éribuline / pembrolizumab (anti PD-1) dans le CSTN métastatique en 1" et 2nd
ligne de traitement (249). Effectivement, les premiers critéres d’évaluation étaient la sécurité
de cette association ainsi que le taux de réponse objectif évalué par les criteres RECIST.
Aucune dose limite de toxicité n’a été observée dans cette étude et I'ORR évalué est de 23,4%.
De plus, comparativement aux études évaluant le pembrolizumab ou [éribuline en
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monothérapie, I'association de ces deux molécules semble étre prometteuse. Dans le groupe
de patientes n’ayant pas recu d’autres lignes de traitement, 'ORR est de 26% alors qu’il était
de 21% aprés pembrolizumab (250) ou de 10% apres traitement par éribuline seul (251). Apres
plusieurs lignes de traitement, nous retrouvons ce bénéfice avec un ORR de 22% pour
I’association contre 5-12% avec le pembrolizumab en monothérapie (252,253). Au niveau de
I’évaluation de la survie, chez les patientes présentant un statut PD-L1*, la SSP est de 4,2 mois
avec l'association contre 1,9 mois pour I'immunothérapie seule et I'OS de 16,2 mois contre
11,2 mois (254). Ces différents résultats suggérent donc une association prometteuse en
terme de sécurité et d’efficacité.

Le cisplatine a été le premier de la famille des sels de platine a étre approuvé par la
FDA en 1978 et a montré un intérét majeur dans le traitement de nombreux cancers tels que
les cancers du testicule, de 'ovaire, de la sphére ORL, de I'cesophage, etc. Cette petite
molécule contient seulement un atome de platine relié a 2 amides et 2 chlorides et va venir
se lier aux bases puriques de I’ADN aprés hydrolyse afin de former des adduits. Ces adduits
vont empécher la transcription et la synthése d’ADN (255). L’activation de la voie des caspases
induit alors I'apoptose de la cellule endommagée en cas de systéme de réparation de I’ADN
défectueux ou surpassé. Le cisplatine induit également les espéces oxygénées réactives
aboutissant aussi a I’élimination de la cellule cancéreuse (256). Dans un modele cellulaire de
cancer mammaire le cisplatine a permis I'induction de la sécrétion d’IFNB dans le surnageant
cellulaire mesuré par ELISA. De plus, cette molécule permet d’augmenter I'expression du CMH
declasse | (257). Peu de données dans le cancer du sein permettent donc de prédire |'efficacité
de cette chimiothérapie via I’activation du systéme immunitaire. Cependant, un essai clinique
de phase Il (NCT01287624) envisage le cisplatine comme une alternative au paclitaxel, en
association a la gemcitabine, en premiere ligne dans le CSTN métastatique. En effet, cette
association ne montre pas d’effet inférieur ou supérieur sur la PFS par rapport au
paclitaxel/gemcitabine (258). En 2019, I'essai clinique TONIC (NCT02499367) apporte de
nouveaux éléments sur l'impact du cisplatine sur l'immunomodulation du
microenvironnement tumoral dans le CSTN métastatique (188). Cette étude de phase Il évalue
I’efficacité de I'association du nivolumab avec différents traitements tels que la radiothérapie,
le cyclophosphamide, la doxorubicine ou le cisplatine. Le cisplatine a donné I'un des meilleurs
taux de réponse objectif évalué grace aux criteres RECIST avec un ORR de 23%. L’évaluation
des biopsies avant et apres traitement par cisplatine indique une augmentation de
I'infiltration en cellules T ainsi qu’un enrichissement en genes associés a I'immunité. En effet,
nous retrouvons une hyper régulation de genes associés a la cytotoxicité cellulaire T, a
I'inflammation ou encore de génes impliqués dans I’axe PD-1/PD-L1. Le cisplatine permettrait
donc de préparer les tumeurs a la réponse a I'inhibiteur de PD-1, c’est pourquoi, a la suite de
ces résultats, I'essai clinigue TONIC-2 (NCT04159818) a été ouvert et est aujourd’hui en cours
de recrutement. Cet essai clinique de phase Il aura pour but d’évaluer la réponse immune liée
au cisplatine en association avec le nivolumab dans le CSTN métastatique.
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Fort de ces données précliniques et cliniques issues de la littérature, en particulier :

1) Llimportant besoin médical pour les patientes atteintes de CSTN métastatique
résistant aux taxanes/anthracyclines du fait de rechutes aprés traitement a visée
curative.

2) Les résultats pour le moment compliqués a évaluer des anti-PD-L1 en association
aux taxanes en premiere ligne du CSTN métastatique.

3) L'importance du choix du partenaire de chimiothérapie pour synergiser au mieux
avec I'immunothérapie anti PD-1/PD-L1 dans le CSTN.

Il nous est donc apparu intéressant d’étudier les effets immunologiques potentiels de
chimiothérapies majeures du CSTN, et dont les interactions avec la réponse immunitaire anti
tumorale sont encore peu décrites a I’heure actuelle : le cisplatine et I’éribuline. Nous avons
souhaité combiner ces deux chimiothérapies car I'association semble étre potentiellement
faisable chez I’lhomme et permettrait d’augmenter I'efficacité anti-tumorale. A partir de ces
résultats précliniques, nous avons voulu étudier la facon la plus rationnelle d’administrer ces
traitements en association avec I'immunothérapie de fagon a synergiser de la maniere la plus
optimale avec ce traitement. Ici seront présentés les résultats obtenus au cours de ma these
et pour lesquels un article est actuellement en cours d’écriture.

De plus, nous avons effectué une revue de la littérature afin de répertorier les
traitements ayant un impact sur le micro-environnement immunitaire des tumeurs
mammaires et pouvant potentiellement permettre d’améliorer la réponse a une
immunothérapie par anti-PD(L)1. Cette revue, intitulée « Therapeutic associations comprising
anti-PD-1/PD-L1 in breast cancer: clinical challenges and perspectives », a été acceptée et est
en cours de publication dans le journal « Cancers ». Cette revue est présentée en annexe 11
du manuscrit.

56



OBJECTIFS

Comme nous l'avons vu précédemment, le CSTN est fréquemment résistant a un
traitement par immunothérapie anti PD-(L)1 utilisé en monothérapie, c’est pourquoi
Iutilisation de chimiothérapies « immunogéenes » pourrait avoir un intérét synergique afin de
sensibiliser les tumeurs aux inhibiteurs de points contréle immunitaire.

L’objectif principal de ce travail est la caractérisation des effets immunologiques, en
particulier sur la réponse immunitaire anti-tumorale, de deux chimiothérapies fréquemment
utilisées en clinique dans le CSTN métastatique : I’éribuline et le cisplatine, dont nous avons
évalué les effets en monothérapie et/ou en combinaison. En effet, les effets immunologiques
de I’éribuline ayant été peu évalués dans la littérature, et le cisplatine, identifié comme une
nouvelle chimiothérapie immunostimulante par I'essai TONIC, semblent étre des
chimiothérapies adéquates. De plus, leur association, potentiellement faisable chez ’homme,
pourrait permettre d’augmenter I'efficacité anti-tumorale. Nous avons utilisé le modeéle murin
de cancer du sein caractéristique de nombreuses tumeurs de CSTN métastatique : le modéle
« froid » immunologiquement et résistant a I'immunothérapie 4T1. Afin de valider ces
résultats sur un autre modele de cancer du sein ayant un phénotype différent des tumeurs
4T1, nous avons utilisé le modeéle immuno-exclu EMT6.

a) Premiérement, nous avons souhaité étudier les effets thérapeutiques et
immunologiques de cette combinaison de chimiothérapies in vivo dans les modeéles
4T1 et EMT®6. Pour cela, nous avons mis en évidence leur impact sur les différentes
populations immunitaires présentes au niveau intra-tumoral par des analyses
transcriptomiques, de cytométrie en flux et d'immunohistochimie.

b) Deuxiemement, afin d’expliquer les effets immunologiques précédemment retrouvés
in vivo, il a été nécessaire d’évaluer I'effet des chimiothérapies sur les lignées
cancéreuses murines 4T1 et EMT6 in vitro. Tout d’abord, nous avons caractérisé
Iefficacité in vitro des chimiothérapies, afin d’établir un profil de dose a utiliser pour
les futures expériences et permettant de caractériser autant de cellules vivantes que
mourantes. Grace a ces données de viabilité cellulaire, nous avons réalisé plusieurs
expériences in vitro dans nos deux modeles murins permettant d’évaluer I'effet des
chimiothérapies sur les différents marqueurs de mort immunogene tels que la
translocation de la calréticuline a la membrane cytoplasmique, la sécrétion d’ATP et
d’HMGB1. De plus, nous avons étudié les voies inflammatoires/CXCL10 ainsi que
I'antigénicité des cellules tumorales (expression des molécules de classe 1 et des
protéines associées a la présentation antigénique).

c) A la suite de ces résultats, nous avons pu proposer une combinaison rationnelle
d’association de ces chimiothérapies avec une immunothérapie, pouvant servir de
base de réflexion a une telle association en cliniqgue humaine chez les patientes
atteintes de CSTN métastatique.

57



d) Cependant, malgré [l'utilisation de cette association prometteuse, certains

e)

f)

mécanismes d'immuno-résistance semblent se mettre en place aprés |'utilisation de
ces traitements. Nous avons donc ensuite mis en évidence certains de ces
phénomeénes par cytométrie en flux et par coloration histochimique.

Apres avoir fait ressortir le TGF-B comme cible potentiel pour lutter contre cette
immuno-résistance, nous avons souhaité valider notre hypothese et évaluer son
expression par RTgPCR dans différentes populations cellulaires intra-tumorales
précédemment isolées.

Enfin, aprés avoir validé l'efficacité de I'association éribuline/cisplatine et des
immunothérapies ciblant PD-L1 et le TGF-B, nous avons analysé leur impact sur les
différents signaux d’antigénicité et d’'immunogénicité ainsi que sur les populations
immunitaires anti-tumorales et immunosuppressives présentes dans les tumeurs 4T1.

58



MATERIELS ET METHODES

Culture cellulaire in vitro

Nous avons utilisé les lignées cellulaires murines de cancer du sein 4T1, EMT6 et TS/A
provenant de I’American Type Culture Collection (ATCC). Les lignées cellulaires 4T1 et EMT6
sont cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640 de chez
D.Dutscher) et supplémentée avec 10% de sérum de veau feetal (SVF de PAN Biotech) plus 1%
d’un cocktail d’antibiotiques (Pénicilline, Streptamycine et amphotéricine B de chez
D.Dutscher) et la lignée TS/A dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM de
chez D.Dutscher) 10% SVF et 1% PSA. Ces lignées sont cultivées dans une étuve a 37°C
contenant 5% de CO2 en atmosphére humide. L'ensemencement s’effectue apres trypsination
des cellules puis comptage au microscope dans une covaslide afin d’avoir un nombre
identique de cellules par puits. La concentration cellulaire utilisée a été trouvée a la suite
d’expériences de prolifération au MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (Thermo Fisher Scientific) et correspond a un nombre de cellules par puits en phase
de croissance apres 48 heures de culture.

Expériences in vivo

Les expériences de croissance tumorale et d'immunomonitoring ont été effectuées
dans un modele de souris femelles immunocompétentes Balb/cByJ et/ou immunodéficientes
Nude NMRI dgées de 6 semaines et fournies par I'élevage Charles River. Les souris MMTV-
PyMT ont été fournies par « The Jackson Laboratory ». Les souris MMTV-PyMT ont été
génotypées par le personnel du centre de zootechnie de l'université de Bourgogne afin d’isoler
les souris porteuses du transgene MMTV-PyVmT. Les animaux sont logés dans une zone EOPS
dont les conditions environnementales et alimentaires sont rigoureusement controlées.

Les cellules 4T1, EMT6 et TS/A ont été injectées a la concentration de 100 000
cellules/100 uL de NaCl 0,9% en orthotopique, au niveau de la glande mammaire abdominale
droite. Le volume tumoral est calculé a partir de mesures 2 a 3 fois par semaine au pied a
coulisse et grace a la formule suivante : volume tumoral (mm3) = (largeur? * longueur) /2. La
randomisation a été réalisée en moyenne 7 a 10 jours aprés l'injection des cellules tumorales,
lorsque la tumeur atteint 40 mm3. Le poids des animaux est mesuré quotidiennement afin de
contréler une trop forte toxicité des traitements, caractérisée par une perte de poids
supérieure a 20%. Cette perte de poids correspond a un point éthique limite qui nécessite le
sacrifice de I'animal.
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Traitements

Traitements in vitro:

Les concentrations thérapeutiques utilisées in vitro ont été choisies a la suite
d’expériences de croissance cellulaire au MTT aprés un effet dose de chimiothérapies. Les
résultats des courbes de viabilité cellulaire nous ont permis de mettre en évidence la
concentration inhibitrice permettant d’atteindre 50% de cytotoxicité cellulaire (IC50) a 48h
(figure 4B). La doxorubicine a été ajoutée en tant que contrdle positif induisant I’expression
des différents marqueurs de mort immunogéne. L'interféron 1 (10nM) et le TGF-B1 (2nM)
ont été utilisés comme contrdles positifs d’activation de leur voie de signalisation.

Le galunisertib (LY215729, Selleckchem) a été repris dans du DMSO (10 mM) puis a été
utilisé aux concentrations de 10 nM, 100 nM et 1 uM.

Traitements in vivo :

L’éribuline a été injectée par voie intraveineuse dans la veine de la queue a la
concentration de 1 mg/kg, diluée dans du NaCl 0.9%. Deux injections d’éribuline ont été
réalisées dans un intervalle de 4 jours. Le cisplatine a été injecté une seule fois en
intrapéritonéale a la concentration de 6 mg/kg, dilué dans du NaCl 0.9%. L’anticorps anti-PD-
L1 (BioXcell® BE0101 B7-H1), I'anticorps anti-TGF-B1 (BioXcell® BE0O057 1D11.16.8) et la
solution d’isotype contréle IgG2a (BEOO89 BioXcell® IgG2a isotype control anti-trinitrophenol)
ont été administrés en intrapéritonéale, a la dose de 10 mg/kg et dilués dans du NaCl 0.9%.
Ces traitements ont été injectés une fois par semaine pendant 4 semaines. L'anticorps anti-
CD8a (BioXcell® BEO0O61 2.43) a été injecté en intrapéritonéale, a la dose de 10 mg/kg et dilués
dans du NaCl 0.9%, un jour avant I'injection des cellules tumorales, 24 heures aprés |'injection
tumorales puis deux fois par semaine pendant 3 semaines.

Test de viabilité cellulaire

Détermination de la viabilité cellulaire par activité enzymatique :

Aprés 24h ou 48h de traitement, les cellules vivantes sont mises en contact avec 110
puL d’une solution contenant le sel de tétrazolium (MTT) pendant 4 heures a I'étuve. Cette
solution est obtenue par la dilution de 5 mg de sel de tétrazolium dans 1 mL de PBS 1X puis
dans 10 mL de milieu sans rouge de phénol. L'’enzyme mitochondriale déshydrogénase
présente dans les cellules vivantes et témoin de I'activité métabolique cellulaire va permettre
la réduction du sel de tétrazolium et former un produit coloré: le formazan. Apres
solubilisation dans 100 pL d’une solution de HCl 0.01M pendant une nuit a I'étuve,
I’'absorbance est lue a 570 nm.

Caractérisation du type de mort cellulaire par cytométrie en flux (CMF) :

Aprés 24 ou 48h de traitement, le surnageant et les cellules sont récupérées apres
trypsination. Aprés le lavage des cellules dans du tampon contenant du Ca?* (Annexin V
binding Buffer - Miltenyi Biotech), les cellules sont marquées par 2 uL d’annexine V couplée
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au fluorochrome FITC (Miltenyi Biotech) pendant 15 minutes a 4°C et dans le noir afin de
mettre en évidence les cellules mourantes (apoptotiques). L’ajout de 1 pL/puits de DAPI (4'6-
diamino-2-phénylindole - Miltenyi Biotech), un intercalant de ’ADN, va ensuite permettre la
caractérisation des cellules apoptotiques ou nécrotiques. Les cellules sont enfin analysées
dans un cytomeétre en flux CytoFlex® (Beckman Coulter).

Expériences de mort cellulaire immunogene

Marguage membranaire de la calréticuline par CMF :

Aprés 24 ou 48h de traitement, le surnageant et les cellules sont récupérées dans du
tampon FSB aprés trypsination. Les cellules sont ensuite marquées par une solution
d’anticorps primaire anti-calréticuline (clone FMC 75, 1 uL/ puits, abcam) et incubées pendant
30 minutes a 4°C dans le noir. Apres avoir lavé les cellules dans du tampon FSB, I'anticorps
secondaire anti-calréticuline couplé a un fluorochrome Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher
Scientific) dilué & 1/1000°™¢ est ajouté et incubé pendant 15 minutes a température ambiante.
Un lavage dans du tampon FSB est ensuite réalisé. Afin d’éliminer les cellules mortes a
I’analyse, une solution contenant 1 uL/puits de DAPI est ajoutée et les cellules sont passées
au cytometre en flux pour étre analysées.

Marguage membranaire de H2Kd, H2Dd et PD-L1 par CMF :

Apres 24 ou 48h de traitement, le surnageant et les cellules sont récupérées dans du
tampon FSB aprés trypsination. Les cellules sont ensuite marquées par une solution
d’anticorps anti-H2Kd/H2Dd couplé au FITC (clone 34-1-2S, 2 uL/ puits, Biolegend) et anti-PD-
L1 couplé au PE (clone B7-H1, 2 uL/ puits, Biolegend) et incubées pendant 15 minutes a
température ambiante dans le noir. Afin d’éliminer les cellules mortes a I'analyse, une solution
contenant 1 plL/puits de DAPI est ajoutée et les cellules sont passées au cytometre en flux
pour étre analysées.

Libération d’ATP par dosage colorimétrique :

Aprés 24 ou 48h de traitement, le surnageant des cellules 4T1 est récupéré et le kit
CellTiter-Glo® (Luminescent Cell Viability Assay — Promega) est utilisé selon les
recommandations du fournisseur. La luminescence a été mesurée au luminometre et la
concentration d’ATP présente dans le surnageant cellulaire a été déterminée grace a une
gamme d’étalonnage.

Relargage d’'HMGB1 par dosage immuno-enzymatique ELISA:

Apres 24 ou 48h de traitement, le surnageant des cellules 4T1 est récupéré et le kit de
détection HMGB1 (Chondrex) est utilisé selon les recommandations du fournisseur.
L'absorbance a été lue a 450nm par spectrophotométrie et la concentration d’HMGB1
présente dans le surnageant cellulaire a été déterminée grace a une gamme d’étalonnage.
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Western Blot

Aprés 24 ou 48h de traitement, les cellules du surnageant et les cellules adhérentes
sont récupérées par grattage dans du PBS 1X. Les cellules récupérées sont ensuite lysées dans
du tampon RIPA (Sigma), contenant des inhibiteurs de protéases, de phosphatases et
d’ATPases, afin d’extraire les protéines totales. Apres centrifugation a 20 000g pendant 20
minutes a 4°C, le surnageant est récupéré. Les protéines sont dosées selon la méthode de
Lowry grace au kit Protein Assay Reagent (BIO-RAD) avec lecture de I'absorbance a 690nm. La
concentration est ensuite calculée grace a une gamme d’étalonnage d’albumine sérique
bovine. Les protéines sont ensuite dénaturées dans un tampon de charge 4X contenant 37%
de sodium dodécyl sulfate (SDS, Sigma), 29.5% de glycérol (Sigma), 18,5% de Tris-HCI 1M ph
6.8 (Euromedex), 14.8% de B-mercaptoéthanol (Sigma) et quelques cristaux de bleu de
Bromophénol (Sigma), puis chauffées a 95°C pendant 5 minutes. 14 ug de protéines
dénaturées sont déposés par puits et vont pouvoir migrer sur un gel d’acrylamide a 10% par
électrophorese. Le transfert sur une membrane de nitrocellulose a été réalisé avec un
ampérage de 0.40 A pendant 1h30. Les membranes sont ensuite saturées pendant 1 heure
dans une solution de lait 5% tris-buffered saline Tween 0,1% (T-TBS) avant I’ajout d’anticorps
primaire. Les membranes sont incubées avec les différentes solutions d’anticorps primaires
(annexe 1) pendant toute la nuit a 4°C. La détection immunologique des protéines d’intérét
est effectuée grace a I'incubation des membranes avec un anticorps secondaire couplé a une
peroxydase (anti-IgG goat anti-rabbit, anti-lgG goat anti-mouse, Jackson Immuno Research®).
L'activité de la peroxydase est révélée par une réaction de chimioluminescence observée en
temps réel par un automate (ChemoDoc TM XRS imaging system - Bio-rad).

RT-qPCR

In vitro, les cellules tumorales ont été lysées dans 250 uL de Trizol® (Fischer Scientific).
Le matériel tumoral in vivo a été dissocié par 1 mL de Trizol® contenu dans des tubes a billes
(Precellys Lysing Kit — Bertin instrument) et par minilyse 5*20 secondes. Du chloroforme est
ajouté et permet d’acidifier la phase aqueuse afin de séparer les protéines, I’ADN et I’ARN. Les
échantillons sont ensuite vortexés puis centrifugés a 12 000g pendant 15 minutes. La phase
chloroformique supérieure contenant les ARN est récupérée. Les ARN sont ensuite précipités
grace a une solution d’isopropanol (100%). Apres 15 minutes de précipitation a température
ambiante, les échantillons sont centrifugés a 12 000g pendant 15 minutes a 4C°. Les culots
d’ARN sont ensuite lavés deux fois par de I’éthanol (75%). Une fois I’éthanol vidé, les culots
sont séchés puis repris et réhydratés dans de I’eau ultra pure.

Une analyse quantitative des ARN de chaque échantillon est effectuée par mesure de
la densité optique a 260nm au spectrophotometre Nanodrop2000 et permet de régulariser
les quantités d’ARN afin d’avoir une concentration identique a 100 ng/mL. Une premiére étape
de transcription inverse est réalisée (kit M-MLV Reverse Transcriptase - Invitrogen®) afin de
synthétiser une chaine d’acide désoxyribonucléique monocaténaire complémentaire (ADNc)
a partir d’'une chaine monocaténaire d’ARN. La réaction de polymérisation en chaine
guantitative en temps réel (RT-qPCR) est ensuite réalisée (kit Power SYBER Green PCR Master
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Mix — Applied Biosystem) afin de synthétiser le brin complémentaire d’ADNc mais aussi de
I’amplifier de fagon exponentielle. Les amorces murines spécifiques des génes d’intérét sont
résumées en annexe 2. La réaction de gPCR est réalisée sur un appareil Quant Studio™ 5 real-
time PCR system (Applied Biosystem). Les valeurs d’ARNm obtenus sont normalisées par
rapport a un géne de référence, I'actine-B puis I'expression relative est calculée grace a la
formule 27(-X)*100 000 et rapportée aux cellules non traitées.

Analyse par NanoString

L'ARN purifié provenant des tumeurs murines et utilisé pour ['analyse
transcriptomique a été extrait par le protocole précédemment décrit. 100 ng d’ARN sont
ajoutés a la solution d’hybridation contenant 8 uL de Reporter CodeSet dilué dans 70 plL
d’hybridation buffer et 2 uL de Capture ProbSet. Cette solution est ensuite placée dans un
thermocycleur afin d’effectuer I’hybridation pendant 16 heures a 65°C. Aprés I’hybridation,
les échantillons sont ajoutés dans une cartouche puis celle-ci est chargée dans I'appareil
NanoString nCounter Analyser. Le panel de genes analysés a été établi en amont par notre
équipe et est retrouvé en annexe 4.

Cytomeétrie en flux in vivo

Les tumeurs murines sont récupérées et digérées grace a un mix enzymatique (tumor
dissociation kit mouse - Miltenyi) dans un automate Gentle Macs (Miltenyi). Les échantillons
sont ensuite centrifugés 7 minutes a 300g puis repris dans 20 mL de RPMI. Apres avoir passé
chaque tumeur dissociée sur un filtre de 70 um, les échantillons sont de nouveau centrifugés
5 minutes a 300g. Les tumeurs sont alors reprises dans 1 mL de RPMI puis 10 L sont ajoutées
a une solution contenant 89 pL de FSB + 1 pL de DAPI. Les cellules sont ensuite analysées par
CMF afin de dénombrer les cellules vivantes présentes dans nos échantillons tumoraux. Aprés
centrifugation 5 minutes a 300g, les cellules sont reprises dans un volume de RPMI calculé afin
d’avoir un nombre équivalent de 1.10%6 cellules par puits pour les futurs marquages. 50 uL de
chaque solution cellulaire sont alors répartis dans les puits de différentes plaques 96 puits a
fonds V.

Afin d’analyser I'activation lymphocytaire, les cellules du panel « cytokines » sont tout
d’abord restimulées par 100 pyL de milieu RPMI complet contenant de la PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate; 20 ng/ml; Sigma-Aldrich), ionomycine (1 pg/ml; Sigma-Aldrich) et
brefeldine A (2 pl/ml; eBioscience) pendant 3 heures a 37°C.

Les cellules des différents panels sont ensuite incubées dans une solution de 100 pL de
FSB contenant les différents anticorps souhaités pendant 15 minutes a température ambiante
(Annexe 3). De plus, une sonde de viabilité est ajoutée dans chaque mix d’anticorps afin de
pouvoir analyser les cellules vivantes. Les cellules sont ensuite centrifugées a 300G pendant 5
minutes puis lavées par du FSB et re-centrifugées a 300G pendant 5 minutes.
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Les cellules marquées par les anticorps du panel lymphoide et cytokines sont ensuite
fixées et perméabilisées grace au kit Foxp3 staining buffer set (Miltenyi Biotech) selon les
recommandations du fournisseur. Les cellules sont ensuite centrifugées a 300G pendant 5
minutes puis lavées par le tampon Foxp3 staining buffer et re-centrifugées a 300G pendant 5
minutes. Les marquages intracellulaires des anticorps du panel lymphoide et cytokines sont
ensuite réalisés et les cellules sont incubées pendant 30 minutes a 4°C. Les cellules sont
centrifugées a 300G pendant 5 minutes puis lavées par le tampon Foxp3 staining buffer et re-
centrifugées a 300G pendant 5 minutes. Les cellules marquées par les différents panels
d’anticorps sont finalement reprises dans le FSB et analysées par cytométrie en flux.

Les stratégies d’analyses des panels lymphoide, cytokines, myéloide et CAF sont
présentées en annexes 5, 6, 7 et 8.

Isolation des populations intra-tumorales

Les étapes de dissociation des tumeurs sont identiques a celles décrites
précédemment.
Les culots cellulaires ont été repris afin d’obtenir une suspension cellulaire a 20*1076 cellules
/ mL. Le schéma récapitulatif des différentes étapes d’isolation des populations intra-
tumorales est retrouvé en annexe 9.

La suspension est ensuite passée sur un filtre de 30 uM (Miltenyi) puis 1/3 de la
suspension tumorale est utilisée pour la purification des cellules tumorales et 2/3 pour celle
des CD45* et des CAFs.

Isolation des cellules CD45* :

Apres une centrifugation a 300G pendant 5 minutes, le culot est repris dans 90 uL de
tampon (MACS® BSA Stock Solution diluée au 1/20 dans du PBS) et 10 uL de CD45 (TIL)
Microbeads mouse (Miltenyi) sont ajoutés. Les puits sont incubés pendant 15 minutes dans le
noir a 4°C. 400 uL de tampon sont ensuite rajoutés.

La séparation des cellules est réalisée grace a un automate MultiMACS Cell24
Separator plus et a l'utilisation de plaque Multi-24 Column Block (Miltenyi). Aprés avoir
équilibré les colonnes avec 2 mL de tampon, les cellules sont passées a travers les colonnes et
sont récupérées (fraction A). Les colonnes sont ensuite lavées par du tampon et cette fraction
sortante est associée a la fraction A. La fraction positive est alors éluée par du tampon et sera
composée des cellules CD45".

Les cellules CD45* isolées sont ensuite triées dans un trieur FACS ARIA Ill puis
récupérées dans du formol pour la future analyse transcriptomique.

Isolation des CAFs :

Les cellules contenues dans la fraction A sont centrifugées a 300G pendant 10 minutes
puis resuspendues dans 80 pL de tampon associé a 20 pL du cocktail de déplétion (Non Tumor
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Associated Fibroblast Depletion Cocktail, mouse, Miltenyi) puis incubées pendant 15 minutes
au noir a 4°C. 400 uL de tampon sont ensuite rajoutés.

Apres avoir équilibré les colonnes avec 2 mL de tampon, les cellules sont passées a
travers les colonnes et sont récupérées car contenant les cellules non marquées et donc pré-
enrichie en CAF. Les colonnes sont ensuite lavées par du tampon et cette fraction sortante est
associée a la fraction pré-enrichie.

Cette fraction est ensuite centrifugée 300G pendant 10 minutes puis le culot est
resuspendu dans 80 pL de tampon associé a 20 uL de billes marquées CD90.2 (Kit Tumor
Associated Fibroblast, MicroBeads, mouse, Miltenyi). Les cellules sont incubées 15 minutes au
noir a 4°C. 400 pL de tampon sont ensuite rajoutés.

Apres avoir équilibré les colonnes avec 2 mL de tampon, les cellules sont passées a
travers les colonnes. La fraction positive est alors éluée par du tampon et sera composée des
CAFs.

Isolation des cellules tumorales :

Les 1/3 de la suspension tumorale sont centrifugés a 300G pendant 10 minutes puis
resuspendus dans 80 plL de tampon associé a 20 pL du cocktail de déplétion (Non-Tumor Cell
Depletion Cocktail, mouse, Miltenyi). Les cellules sont incubées 15 minutes au noir a 4°C.

Apres avoir équilibré les colonnes avec 2 mL de tampon, les cellules sont passées a
travers les colonnes et sont récupérées (fraction C). Les colonnes sont ensuite lavées par du
tampon et cette fraction sortante est associée a la fraction composée des cellules tumorales.

Elimination des cellules mortes :

Les cellules tumorales contenues dans la fraction C sont centrifugées a 300G pendant
10 minutes. Le culot est resuspendu dans 100 yL de Dead Cell Removal MicroBeads mouse
(Miltenyi) puis incubé pendant 15 minutes a température ambiante.

Apres avoir équilibré les colonnes avec 2 mL de tampon, les cellules sont passées a
travers les colonnes et sont récupérées (fraction D). Les colonnes sont ensuite lavées par du
tampon et cette fraction sortante est associée a la fraction composée des cellules tumorales
sans cellules mortes.

Marquage immunohistochimique et coloration

Les tumeurs ont été récupérées 8 jours aprés la randomisation, fixées dans du PFA
(formol) et incluses dans de la paraffine. Des coupes de 4 um ont été réalisées grace a un
microtome rotatif Leica (RM2145) et déposées sur lames silanées.

Marquage CDS8 :

Pour commencer les lames sont déparaffinées dans un automate PT link (Agilent) par
un tampon pH9 pendant 50 minutes a 95°C, puis les lames sont lavées dans du tampon
(Agilent) deux fois pendant 5 minutes. Le marquage est ensuite réalisé dans un Autostainer
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48 (Agilent). Le blocage de la peroxydase est réalisé grace a une solution S2023 (Agilent)
pendant 5 minutes. La saturation est ensuite effectuée par du sérum de chévre normal (kit
MP-7451-50 Vector Laboratories) pendant 20 minutes. Les lames sont incubées avec
I’anticorps anti-CD8 spécifique de souris (1/100 polyclonal HS-361 00, Sysy Ab) pendant 30
minutes a température ambiante. Aprés deux étapes de lavage des lames, le polymére
Immpress HRP de chevre (MP-7451-50 kit Vector Laboratories) a été ajouté pendant 15
minutes. Les lames sont ensuite incubées pendant 2 minutes avec la DAB (SM803), et apres
deux nouveaux lavages, I'hématoxyline (Enzo) est ajoutée pendant 20 minutes. Les lames sont
finalement montées a I'aide d’une colleuse de lamelles automatisé Leica.

Coloration trichrome :

La coloration des lames de coupe tumorale via Iutilisation du Kit Trichrome de Goldner
(DIAPATH) fait suite au déparaffinage et au marquage CD8 préalablement décrit.

Les lames sont tout d’abord recouvertes d’acide picrique solution alcoolique saturée
pendant 5 minutes. Un lavage est effectué a I'eau distillée pendant 30 secondes. De la fuchine
Ponceau selon Masson est ensuite ajoutée pendant 10 minutes. Aprés avoir été égoutées, les
lames sont recouvertes d’acide phosphomolybdique selon Masson pendant 4 minutes. Enfin,
apres avoir été une nouvelle fois égouttées, une solution de vert lumiére selon Goldner est
ajoutée sur les lames pendant 2 minutes. Les lames sont finalement montées a I'aide d’une
colleuse de lamelles automatisée Leica.

Quantification des cellules CD8* en IHC

La quantification des cellules CD8* a été réalisée par le logiciel QuPath. A I'aide d’un
script préalablement établi, le logiciel est d’abord capable de reconnaitre I'ensemble des
noyaux colorés par I’hématoxyline puis dans un second temps, le marquage CD8 par 'intensité
du DAB dans les cellules préalablement détectées. Aprés avoir défini 5 zones de tailles
équivalentes et représentatives de la lame entiére, le logiciel génére un fichier TXT contenant
le nombre de cellules CD8* par mm?.

Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel GraphPad Prism (n.s, p >0.05 ;
* p<0.05; **% p<0.01; *** p<0.001 et **** p <0.0001). La distribution des variables a
été exprimée en fonction de la médiane et des écarts interquartiles. Les comparaisons
intergroupes on fait appel a un test de Mann-Whitney bilatéral non paramétrique. Les
données de survie ont été analysées par la méthode de Kaplan-Meier et le test log-rank.
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RESULTATS

Evaluation de |'effet thérapeutique et immunologique des
chimiothérapies in vivo

L'objectif de cette premiére partie a été tout d’abord d’évaluer ['efficacité
thérapeutique puis immunologique des chimiothérapies en monothérapie et en association
dans nos deux modeles de cancer du sein représentatifs du large spectre phénotypique
retrouvé dans les cancers du sein humains.

a. Evaluation de I'efficacité thérapeutique des chimiothérapies

Une fois les cellules tumorales injectées en orthotopique dans des souris
immunocompétentes et apres l'injection d’éribuline, de cisplatine ou de la combinaison des
deux chimiothérapies (figure 5A), nous avons réalisé un suivi de croissance tumorale ainsi
gu’une mesure de poids réguliere afin de mettre en évidence une potentielle toxicité des
chimiothérapies (figure 5).

Nous remarquons tout d’abord I'efficacité anti-tumorale des deux monothérapies
dans les deux modéles murins (figure 5B). Cependant, le cisplatine semble avoir un effet anti-
tumoral supérieur a Iéribuline, notamment dans le modele 4T1. Etonnamment, la
combinaison de ces deux traitements n’apporte pas d’efficacité anti-tumorale supplémentaire
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Figure 5: Evaluation de I'efficacité thérapeutique des chimiothérapies. Schéma représentatif des expériences réalisées in vivo
(A). Les cellules 4T1 et EMT6 ont été injectées en orthotopique dans des souris Balb/c. La randomisation a été effectuée 7
jours aprés l'injection des cellules tumorales. Les souris ont été traitées le jour de la randomisation par éribuline en intra-
veineuse, cisplatine en intrapéritonéale, les deux chimiothérapies ou par du NaCl 0.9%. 4 jours aprés la randomisation, les
souris ont regu une seconde injection d’éribuline ou de NaCl 0.9% (A). La croissance tumorale des cellules 4T1 et EMT6 (B)
ainsi que le poids des souris Babl/c traitées par les différentes chimiothérapies (B) ont été suivi. Les résultats représentent la
médiane et les écarts interquartiles (n.s, p > 0.05 ; *, p < 0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 et **** p <0.0001).
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par rapport aux monothérapies et quel que soit le modele tumorale utilisé. De plus, la toxicité
de la combinaison de chimiothérapies est acceptable avec une diminution modérée du poids
des souris (figure 5C). Cependant, cette toxicité semble étre due uniquement au cisplatine et
n’est pas supérieure a celle de la monothérapie.

Afin d’évaluer les effets immunologiques des chimiothérapies, nous avons prélevé les
tumeurs aux différents temps de traitement et réalisé des analyses transcriptomiques par
NanoString, d'immunomonitoring par cytométrie en flux (CMF) et d’'immunohistochimie (IHC)
(figure 6A).

b. Exploration des signaux d’antigénicité et d'immunogénicité chimio-induits

Les ARN extrait a partir des tumeurs récupérées aprées 8 jours de traitement ont été
analysés par la technologie NanoString (figure 6). Cette analyse permet de mettre en évidence
des signaux d’antigénicité, par lI'expression de genes impliqués dans les voies de la
présentation antigénique et des cellules dendritiques, ainsi que des signaux d’'immunogénicité
par I'expression de génes liés aux chimiokines, aux interférons de type | et aux lymphocytes
NK, T-CD8* et T-CD4".

Nous pouvons tout d’abord remarquer une trés faible induction de signaux
d’antigénicité et d’'immunogénicité avec Iéribuline dans les tumeurs 4T1 (figure 6B). Dans les
tumeurs EMT6, la plupart des signaux semblent au contraire réprimés par rapport aux
tumeurs contréles mais de maniere non significative (figure 6C). A la différence de I’éribuline,
le cisplatine induit I'expression génique de multiples marqueurs d’'une immunostimulation
dans les tumeurs 4T1 auparavant « froides » immunologiquement. Par exemple, le cisplatine
permet I'induction de génes associés au CMH de classe Il tels que H2ab1 et H2aa, ainsi que de
génes associés aux molécules de co-stimulation comme Cd40, Cd80 et Cd86. Le cisplatine va
aussi permettre l'induction de genes retrouvés en aval (Irf) et en amont (/fit) de la voie des
interférons de type I. De plus, le cisplatine va induire I'expression génique des cytokines
chimioattractantes Cxcl9, Cxcl10 et Ccl5. Ces cytokines vont permettre le recrutement de
cellules immunitaires anti-tumorales telles que les NK caractérisés ici par I'expression génique
de Nkg7, ainsi que des récepteurs inhibiteurs et activateurs (KIrd1/Kirc1 et Kirk1) ou les T-CD8*
par I'expression de Cd8a et Cd3e. L’augmentation significative des génes Gzmb, Gzma, Prf1 et
Tnfa sont les preuves d’une forte cytotoxicité de ces cellules immunitaires anti-tumorales
(figure 6B). Dans le modele EMT®, le cisplatine induit non significativement la plupart des
signaux excepté I'expression génique du Cd80, Cd40Ig, Itgae, Cd101 et Tnfb (figure 6C). Ces
résultats sont en accord avec les résultats de croissance tumorale. Le traitement par cisplatine
en monothérapie a une efficacité anti-tumorale supérieure a I’éribuline, surtout dans le
modele 4T1, ce qui peut étre expliqué, en partie, par I'activation de I'immunité anti-tumorale.
Dans les deux modeéles murins, la combinaison de chimiothérapies augmente la significativité
des inductions associées au cisplatine par rapport aux tumeurs controles. Cependant, nous
pouvons tout de méme remarquer l'augmentation de |’expression génique d’autres
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chimiokines telles que Ccl24, Ccl17, Cxcl2, Cxcl3 et Cxcl16 dans les tumeurs 4T1 marquant la
forte inflammation (figure 6B). Les expressions géniques des marqueurs des T-CD8" ainsi que
des molécules cytotoxiques vont étre encore plus fortement et significativement induits. De
plus, I'induction fortement significative de nouveaux génes comme Icaml, associé a
I’'adhésion des cellules T, et Slamf6, associé a I'’épuisement des cellules, sont d’autres preuves
du recrutement et de l'activation de ces populations immunitaires anti-tumorales (figure
6B,C). Lorsque I'on compare les tumeurs traitées par le cisplatine seul ou associé a I’éribuline,
les expressions des différents génes étudiés sont peu voir pas augmentées (figure 6B,C). Ceci
correspond a ce que nous avons remarqué précédemment in vivo. En effet, les tumeurs
traitées par cette association de traitements ne montrent pas d’efficacité supérieure sur la
croissance tumorale par rapport a la monothérapie de cisplatine et ceci pourrait s’expliquer
par une expression de signaux d’antigénicité et d'immunogénicité comparable.
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Figure 6: Exploration des signaux d’antigénicité et d’immunogénicité chimio-induits. Schéma représentatif des expériences
d'immunomonitoring. 4, 8 et 14 jours apres la randomisation, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs 4T1 et EMT6 ont été
récupérées afin de réaliser des analyses d’IHC, de CMF ou d’expressions géniques (A). Les analyses transcriptomiques ont été
réalisées via la technologie NanoString a partir d’ARN tumoraux récupérés dans les tumeurs murines 4T1 (n=6) (B) et EMT6
(n=6) (C) apres 8 jours de traitement.
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c. Caractérisation des populations immunitaires intra-tumorales

Nous avons ensuite évalué l'infiltration tumoral en cellules immunitaires telles que les
populations lymphocytaires cytotoxiques (T-CD8* et NK) et les cellules T-CD4*. Apres avoir
analysé cet infiltrat nous avons caractérisé ces populations par la mise en évidence de
cytokines impliquées dans la réponse anti-tumorale (TNFa, IFNy et le granzyme B) ainsi que
dans I'épuisement lymphocytaire (PD-1, Tim3). Ces analyses ont été réalisées par des
expériences de cytométrie en flux et d'immunohistochimie.

Tout d'abord, nous pouvons valider |'efficacité cytotoxique des monothérapies mais
aussi de la combinaison éribuline-cisplatine par la diminution du nombre de cellules tumorales
dans les tumeurs murines (figure 7A).

Parallelement a la diminution du nombre de cellules tumorales, nous pouvons
remarquer une augmentation des leucocytes CD45" infiltrants la tumeur (TILs) a J4 et J8. Le
cisplatine permet en effet de recruter ces cellules immunitaires par rapport aux tumeurs
controles et aux tumeurs traitées par éribuline. Aprés 8 jours de traitement, la combinaison
éribuline-cisplatine est associée a une augmentation significative de l'infiltration en TILs par
rapport aux monothérapies. Parmi les TlLs analysés, nous retrouvons les lymphocytes T-CD8*,
T-CD4" et NK.

Le recrutement des lymphocytes T-CD8* va étre influencé par les traitements au
cisplatine. En effet, I'analyse par CMF indique que la mono et la bithérapie induisent le
recrutement des lymphocytes T-CD8* aprés 8 jours de traitement (figure 7A). Les résultats
d’'IHC semblent aussi en accord avec ces résultats puisque nous retrouvons cette
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Figure 7: Exploration de l'infiltration des populations lymphocytaires intra-tumorales. Les tumeurs 4T1 ont été récupérées
apres 4 (n=6), 8 (n=9) ou 14 jours de traitement (n=11) puis les cellules ont été marquées par un panel d’anticorps et analysées
par CMF (A). Le nombre de cellules T-CD8* a été évalué par IHC dans les tumeurs 4T1 aprés 8 jours de traitements (B). Les
photos représentent différentes tumeurs traitées et la mise en évidence des cellules T-CD8* par le logiciel d’analyse (B). Le
« heat map » de gauche représente le z-score calculé a partir des résultats de CMF. Le « heat map » de droite représente les
résultats statistiques (n.s, p >0.05; * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001).
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augmentation a J8 par le cisplatine. Cependant, c’est avec la combinaison d’éribuline et de
cisplatine que I'on dénombre le plus de cellules T-CD8* par mm? dans les tumeurs murines
(figure 7B). Fait intéressant, aprés 14 jours de traitement, seule la combinaison permet le
maintien de cette population immunitaire cytotoxique (figure 7A).

Les infiltrations intra-tumorales des 2 autres populations lymphocytaires (T-CD4" et
NK) sont elles aussi augmentées. L’analyse par CMF nous indique qu’aprés 8 jours de
traitement, le cisplatine en monothérapie et en combinaison permet l'infiltration intra-
tumorale en cellules NK ainsi qu’en lymphocytes T-CD4* (figure 7A).

Apres avoir analysé cet infiltrat nous avons caractérisé ces populations par la mise en

évidence de cytokines impliquées dans la réponse anti-tumorale (TNFa, IFNy et le granzyme
B) (figure 8).

Dans les cellules T-CD8*, a J8, nous retrouvons une augmentation significative de TNFa,
associé a l'inflammation, de granzyme B, témoin de I'activité cytotoxiques, et d’IFNy. L'IFNy
exprimé dans ces cellules joue un r6le important dans I'augmentation de la capacité de
présentation des antigenes tumoraux et est la preuve de leur activation (figure 8A). Les

lymphocytes T-CD8* semblent donc bien activés par ces chimiothérapies permettant de jouer
leur réle anti-tumoral.

Dans les cellules T-CD4", le cisplatine va aussi induire I'expression de TNFa ainsi que
d’IFNy témoin de leur différenciation en Th1 aprés 8 jours de traitement (figure 8B).

Dans les cellules NK, le cisplatine, mais surtout la combinaison de chimiothérapies,
vont permettre l'induction d’une forte cytotoxicité via le granzyme B aprés 8 jours de
traitement (figure 8C).

L'analyse de I'expression des molécules PD-1 et Tim3 présentes sur les cellules T-CD8*
permet d'établir un profil phénotypique de cette population (figure 8D). En effet, I'expression
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Figure 8: Exploration de la fonctionnalité des cellules lymphocytaires. Les tumeurs 4T1 ont été récupérées apres 4 (n=6), 8
(n=9) ou 14 jours de traitement (n=11) puis les cellules ont été marquées par un panel d’anticorps et analysées par CMF.
Expression des cytokines TNFa, granzyme B et IFNy dans les cellules T-CD8* (A), T-CD4* (B), NK (C). Expression des marqueurs
PD-1 et Tim3 dans les cellules T-CD8* (D). Les « heat map » de gauche représentent le z-score calculé a partir des résultats de

CMF. Les « heat map » de droite représentent les résultats statistiques (n.s, p >0.05; *, p <0.05; ** p<0.01; *** p <0.001
et **** p <0.0001).
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conjointe de ces deux marqueurs reflete un état d'épuisement de cette population caractérisé
par la diminution de leur prolifération et de leur production de cytokines telles que I'lL2, le
TNFa ou I'IFNy. Dans notre modeéle, nous pouvons voir I'acquisition de ces deux molécules au
cours du temps et quel que soit le traitement regu. Cependant, les tumeurs traitées avec du
cisplatine ou la combinaison de chimiothérapies acquerront plus rapidement un phénotype
PD-1* Tim3*, comprenant des lymphocytes T épuisés mais caractéristique de leur forte
activation. Apres 14 jours de traitement par la combinaison de chimiothérapies, ces tumeurs
seront majoritairement composés de lymphocytes T-CD8* PD-1* Tim3", comprenant des
lymphocytes effecteurs et épuisés, tandis que dans les autres tumeurs ces lymphocytes seront
majoritairement épuisés (figure 8D).

Comme retrouvé en clinique, I'éribuline et le cisplatine ont une efficacité anti-tumorale
concréte mais plutot limitée au cours du temps. Etonnamment, leur association ne semble pas
synergique d’un point de vue anti-tumorale et quel que soit le modele utilisé. Cependant,
grace aux différentes analyses, nous remarquons que cette association est intéressante d’un
point de vue immunologique. En effet, elle permet I'induction de signatures inflammatoires
ainsi que de chimiokines. Elle est aussi impliquée dans I'augmentation du recrutement des
populations lymphocytaires anti-tumorales associée a leur activation et a I'induction de leur
fonctionnalité. Ces effets synergiques immunologiques de la combinaison de chimiothérapies
pourraient alors s’expliquer par I'induction d’une mort cellulaire immunogéne.

Il. Caractérisation de la mort cellulaire immunogene in vitro

L'objectif de cette deuxieme partie a été d’évaluer I'effet immunogéne in vitro de
I’éribuline et du cisplatine dans les lignées cellulaires murines 4T1 et EMT6. Nous avons tout
d'abord déterminé les concentrations a utiliser in vitro puis, a I'aide de ces résultats, nous
avons réalisé des expériences afin de mettre en évidence différents marqueurs de mort
immunogene.

a. Evaluation de la mortalité cellulaire chimio-induite

Une analyse de la mort cellulaire a été effectuée afin de trouver une concentration en
chimiothérapie permettant les futures analyses des marqueurs de la mort immunogéne et de
I’antigénicité in vitro (figure 9). Les concentrations induisant une mortalité cellulaire de 50%
apres 48 heures de traitement ont été choisies (IC50) afin d’avoir une toxicité moyenne
permettant d’avoir un nombre équivalent de cellules vivantes et mourantes (figure 9A). Le
choix de I'lC50 permettra de caractériser les effets immunogeénes des chimiothérapies en plus
de leur toxicité cellulaire. Différentes analyses ont été réalisées telles que des effets dose via
des tests au MTT et des analyses par cytométrie en flux (CMF). Cette derniere permet de
mettre en évidence le type de mort induite par les chimiothérapies grace a I'annexine V et au
DAPI. A partir de I'analyse de I'effet dose réalisé par le test au MTT, I'lC50 de I'éribuline, du
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cisplatine et de la doxorubicine établies sont de 300 nM, 4 uM et 500 nM respectivement,
pour les cellules 4T1 et de 90 nM, 2 uM et 400 nM et pour les cellules EMT6 (figure 9B). Un
effet dose combiné de I'éribuline et du cisplatine permet ensuite de mettre en évidence le
taux de mortalité associé a la combinaison de nos deux chimiothérapies d’intérét (figure 9C).
Apres avoir choisi les IC50 des chimiothérapies, nous avons effectué des analyses de mort
cellulaire (figure 9D). L’analyse par cytométrie en flux permet de différencier deux types de
mort : I'apoptose et la nécrose des cellules tumorales. En effet, I'annexine V marquée par un
fluorophore FITC permet de mettre en évidence la phosphatidylsérine contenue dans la
membrane cytoplasmique. Durant le processus apoptotique, la phosphatidylsérine,
initialement retrouvée du coté intracellulaire, va étre transloquée et se retrouver du coté
extracellulaire de la membrane cytoplasmique. L’anticorps va donc pouvoir se fixer a sa cible
et marquer les cellules mourantes. Le DAPI est un second marqueur de viabilité ayant comme
fonction de permettre la distinction entre une mort cellulaire nécrotique ou apoptotique.
Celui-ci va pouvoir colorer I’ADN des cellules lorsqu’elles seront perméabilisées, c’est-a-dire
pendant la nécrose. Des cellules doublement positives seront donc en état de mort cellulaire
par nécrose alors que les simples positives a I'annexine V seront catégorisées en état
d’apoptose. Ces deux types de mort cellulaire vont étre caractérisés par I'expression de
signaux de mort cellulaire immunogene tel que le relargage d’HMGB1 ou d’ATP lors d’un
processus nécrotique et d’expression de la calréticuline en cas d’apoptose. Les résultats de
cytométrie montrent une augmentation significative de la mortalité par apoptose des cellules
4T1 induite avec les chimiothérapies notamment apres 48h de traitement. Il en est de méme
pour les cellules EMT6, les chimiothérapies induisent fortement I'apoptose des cellules
tumorales aprées 48h de traitement. Les chimiothérapies vont aussi induire de la nécrose mais
cette augmentation sera moins importante que I'induction d’un état apoptotique (figure 9D).

Une fois I'IC50 des chimiothérapies établie, nous avons caractérisé les effets
immunogenes des chimiothérapies (figure 10A).
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Figure 9: Evaluation de la mortalité cellulaire chimio-induite. Les cellules 4T1 et EMT6 ont été traitées par un effet dose
d’éribuline, de cisplatine, de la combinaison des deux ou de doxorubicine. Les cellules ont été récupérées apres 24h ou 48h de
traitement pour étre analysées (A). Les courbes effet-dose représentent le pourcentage de cellules viables analysées par MTT
apres 48h de traitement par éribuline, cisplatine et doxorubicine (B). Les « Heat map » représentent le pourcentage de cellules
vivantes analysé par MTT et traitées par un effet-dose combiné d’éribuline et de cisplatine aprées 48h de traitement. L’IC50
choisie est entourée en noire (C). Le pourcentage de mortalité cellulaire analysée par CMF est défini par les marqueurs

annexine VV+DAPI+ ou annexine V+DAPI- aprés 48h de traitement (D). Les résultats représentent la médiane et les écarts
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interquartiles de 2 expériences réalisées en triplicat (n.s, p >0.05 ; *, p <0.05 ; ** p<0.01; *** p <0.001 et **** p <0.0001).

b. Evaluation du stress du RE et de |'exposition membranaire de la
calréticuline

Les chimiothérapies peuvent induire un stress du réticulum endoplasmique (RE) dans
les cellules tumorales et provoquer une cascade d’événements moléculaires induisant tout
d’abord la translocation de la calréticuline a la membrane cytoplasmique. C’'est ce que nous

avons étudié dans cette partie (figure 10).

Aprés 24h de traitement, nous observons que ['éribuline, le cisplatine et la
combinaison des deux molécules ont déja activé les voies du stress du réticulum
endoplasmique dans les deux modeles tumoraux. En effet, nous pouvons remarquer une
augmentation de la phosphorylation de la sérine 51 d’EIF2a mise en évidence par western
blot. A 48h, cette phosphorylation est maintenue avec toutes les chimiothérapies dans les
cellules 4T1 et EMT®6 (figure 10B). Associé a cela, dans les cellules 4T1, les geénes Atf4 et Ddit3
vont voir leur expression génique augmenter a 24h avec les monothérapies et de maniere plus
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importante avec la combinaison. A 48h de traitement, seul I'expression du géne Atf4 est
influencée par les chimiothérapies. Par les RT-qPCR nous mettons en évidence ’ARNm d’ATF4
et non la protéine en elle-méme. Cependant, c’est bien la protéine ATF4 qui va induire
I’expression génique de Ddit3. Un lapse de temps est donc nécessaire entre la phosphorylation
de la sérine 51 d’EIF2a, I'augmentation de I'expression génique d’Atf4, sa synthese protéique
puis I'induction de I'expression génique de Ddit3. C'est donc peut-étre pour cette raison que
nous ne retrouvons pas d’induction a 48h de I'expression du gene Ddit3. Dans les cellules
EMT6 nous retrouvons un maintien de I'induction de I'expression de ces deux genes avec
I’éribuline en mono et bithérapie apres 24 et 48h de traitement. Le cisplatine induit plus
tardivement I'expression d’Atf4 et Ddit3 dans ces cellules. Apres 24h de traitement par la
combinaison de chimiothérapies, I'expression de ces deux genes est augmentée de maniére
équivalente a celle induite par I’éribuline. Au bout de 48h de traitement, cette induction
semble plus influencée par le cisplatine et ne semble pas supérieure aux monothérapies
(figure 10C).

Ces différents événements vont conduire au transport antérograde de la calréticuline
(CRT) du RE a la membrane cytoplasmique des cellules mourantes (figure 10D). Dans les
cellules 4T1, aprés 24h de traitement, le cisplatine en mono et bithérapie augmente
significativement le pourcentage de cellules DAPI" CRT*, c’est-a-dire les cellules vivantes et
apoptotiques exprimant la CRT a la membrane cytoplasmique. L’éribuline induit I’expression
de la CRT plus tardivement et de maniére moins importante que le cisplatine. Dans les cellules
EMTS6, les deux chimiothérapies induisent I'expression de la CRT a la membrane plasmique
mais de maniére moins importante avec I'éribuline. Aprés 48h de traitement, dans les deux
lignées cellulaires, toutes les chimiothérapies vont permettre I'exposition de la calréticuline a
la membrane cytoplasmique sans avoir d’effet supérieur avec la combinaison de
chimiothérapies (figure 10D).
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Figure 10: Evaluation du stress du RE et de la translocation a la membrane de la calréticuline. Schéma représentatif des
expériences in vitro : les cellules 4T1 et EMT6 ont été traitées par I'IC50 d’éribuline, de cisplatine, de la combinaison des deux
ou de doxorubicine. Les cellules ont été récupérées aprés 24h ou 48h de traitement pour étre analysées (A). Le western blot
représente les protéines P-EIF2a (Ser51), EIF2a et HSC70 dans les cellules 4T1 et EMT6 aprés 24h et 48h de traitement (B). Les
expressions géniques d’Atf4 et de Ddit3 relatives aux cellules non traitées ont été analysées par RT-gPCR apres 24h et 48h de
traitement (C). Le pourcentage de cellules DAPI négatives exprimant la calréticuline membranaire a été analysé par CMF apres
24h et 48h de traitement. Les histogrammes représentent les données de MFI| aprés 48h de traitement (D). Les résultats
représentent la médiane et les écarts interquartiles de 2 expériences réalisées en triplicat (n.s, p > 0.05; * p <0.05; ** p <
0.01; *** p < 0.001 et **** p <0.0001).

c. Exploration des autres signaux de la mort immunogene

D’autres signaux peuvent étre analysés comme la présence des différentes formes de
la protéine LC3, la sécrétion d’ATP et d’HMGB1 (figure 11).

La visualisation de la forme non lipidée et lipidée de la protéine LC3 (LC3-I et II) est
réalisée par western blot, permettant la mise en évidence d’'un phénoméne autophagique
(figure 11A). Dans la lignée 4T1, nous pouvons remarquer une augmentation de LC3-Il,
caractéristique de son association aux autophagosomes, a 24h, avec toutes les
chimiothérapies mais plus intensément avec le cisplatine en mono ou bithérapie. A 48h, cette
induction est maintenue quel que soit le traitement utilisé. Dans les cellules EMT6, I'inverse
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se produit avec une augmentation plus important avec I'éribuline en mono et bithérapie
(figure 11A).

L’étude du relargage d’ATP qui peut suivre le processus autophagique ou aprés rupture
de lintégrité membranaire, est un second évenement moléculaire témoignant d’une
induction de mort immunogeéne (figure 11B). Dans les cellules 4T1, le dosage de I’ATP permet
de visualiser une différence entre nos chimiothérapies d’intérét. En effet, c’est seulement
apres 48h de traitement que I'éribuline induira significativement et faiblement le relargage
d’ATP. Le cisplatine, lui, va permettre une trés nette augmentation d’ATP plus précocement
et se maintiendra apres 48h de traitement. Contrairement au cisplatine, la doxorubicine
induira fortement la sécrétion a 24h mais diminuera apres 48h de traitement. Dans les cellules
EMTS, I'effet des chimiothérapies est plus tardif avec une induction aprés 48h de traitement
par I'éribuline, le cisplatine et leur combinaison. Dans ce modéle tumoral, et a ce deux temps
de traitement, la doxorubicine ne semble pas induire de relargage d’ATP (figure 11B).

Le relargage extracellulaire d’HMGB1 est un troisieme signal mis en place plus
tardivement car nécessitant la perméabilisation nucléaire et cytoplasmique (figure 11C). En
effet, d’aprés les résultats de dosage dans le surnageant cellulaire des cellules 4T1, nous
pouvons remarquer une augmentation significative de la concentration, a 48h, avec
I’éribuline, le cisplatine et la combinaison mais non significativement avec la doxorubicine.
Dans le modele EMT6, seul le cisplatine en monothérapie induit le relargage de ce signal de
danger apres 48h de traitement (figure 11C).
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Figure 11: Exploration des autres signaux de mort immunogéne. Le western blot représentent les protéines LC3-I, Il et
I'actineB dans les cellules 4T1 et EMT6 aprés 24h et 48h de traitement (A). La concentration d’ATP extracellulaire a été dosée
par colorimétrie dans le surnageant des cellules 4T1 et EMT6 aprées 24h et 48h de traitement (B). La concentration d’HMGB1
extracellulaire a été dosée par ELISA dans le surnageant des cellules 4T1 et EMT6 aprés 24h et 48h de traitement (C). Les
résultats représentent la médiane et les écarts interquartiles de 2 expériences réalisées en triplicat (n.s, p >0.05 ; *, p <0.05;
** p<0.01; *** p<0.001et **** p<0.0001).
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d. Etude des voies de signalisation inflammatoires associées a la chimiokine
CXCL10

Apres induction du stress génotoxique, les signaux de danger vont induire I'activation
des voies de signalisation inflammatoires telles que la voie des interférons de type | médiée
par STAT1 et la voie de NF-kB (figure 12A).

Par western blot, nous avons pu mettre en évidence I'activation de ces voies de
signalisation via la phosphorylation de certaines protéines (figure 12B). Tout d’abord, nous
avons analysé la phosphorylation de TBK1, une protéine au carrefour de la signalisation
cellulaire induite apres I'activation des TLRs, NLRs et/ou des senseurs a ’ADN et a I’ARN
(cGAS/STING). Dans les cellules 4T1, a 24h, seuls les traitements par le cisplatine, la
combinaison et la doxorubicine augmentent la phosphorylation de TBK1, mais a 48h, toutes
les chimiothérapies I'induisent. Dans les cellules EMT6, la phosphorylation de TBK1 semble
plus intense précocement avec toutes les chimiothérapies et diminue légerement apres 48h
de traitement. Deux voies vont pouvoir ensuite étre induites : la voie des IRFs, permettant
I'induction de I'expression des IFN de types |, ou la voie pro-inflammatoire NF-kB. Les
chimiothérapies induisent, a 24 et 48h, I'acétylation sur la lysine 310 de la sous-unité p65
témoin de l'activation de cette voie de signalisation dans les deux lignées cellulaires.
Cependant, l'activation de cette voie de signalisation semble plus importante avec la
doxorubicine qu’avec les autres chimiothérapies aprés 24h de traitement. Les IFN de types |
peuvent aussi induire une réponse immunitaire inflammatoire. L'évaluation de la
phosphorylation de STAT1 dans les cellules 4T1, permet de mettre en évidence |'activation du
récepteur IFNAR1 suite a sa liaison avec les IFN I. Seul le cisplatine a 24h ainsi que la
doxorubicine a 48h induisent la phosphorylation de STAT1, ce qui est en accord avec
I'induction des IFN | par les monothérapies mais pas par la combinaison de traitements. Dans
les cellules EMT6, toutes les chimiothérapies induisent la phosphorylation de STAT1 a 24h et
a 48h mais la doxorubicine ne semble pas avoir d’effet supérieur comme dans les cellules 4T1
(figure 12B).

79



A la suite de I'activation ces voies de signalisation, la chimiokine CXCL10 peut étre
exprimée puis libérée. Nous avons donc évalué I'expression génique de cette chimiokine dans
les cellules tumorales par RT-qPCR (figure 12C). Dans les cellules 4T1, aprés 24h de traitement,
toutes les chimiothérapies induisent significativement son expression mais a des taux
différents. La doxorubicine et le cisplatine ont le plus d’impact sur I'expression du Cxc/10 suivi
par I"éribuline. La combinaison des deux chimiothérapies a un effet significativement
supérieur par rapport aux monothérapies. Aprés 48h de traitement, I'éribuline, le cisplatine
et la combinaison induisent significativement I'expression de Cxcl/10 a des taux équivalents. La
doxorubicine, reconnue dans la littérature pour son effet immunostimulant, permet bien
I’augmentation importante de cette chimiokine a 48h (figure 12C). La sécrétion de CXCL10
dans le surnageant cellulaire a été dosée par technique ELISA (figure 12D). Aprés 24h de
traitement par le cisplatine, la combinaison et la doxorubicine, la quantité de chimiokine est
significativement augmentée par rapport aux cellules non traitées. Aprés 48h, toutes les
chimiothérapies induisent significativement la sécrétion de CXCL10. Contrairement a
I'expression génique, la sécrétion de CXCL10 n’est pas supérieure apres traitement par la
combinaison des deux chimiothérapies (figure 12D). Dans le modeéle EMT6, I'induction
précoce de la combinaison de
chimiothérapies. Apres 48h de traitement, toutes les chimiothérapies vont alors augmenter
cette expression mais a un niveau inférieur avec I'éribuline. De plus, contrairement aux

I'expression de Cxc/l10 aura lieu seulement avec

cellules 4T1, et en accord avec les résultats sur la phosphorylation de STAT1, la doxorubicine
n’induit pas I'expression de cette chimiokine de fagon majeure comme le controle IFN (figure
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Figure 12: Etude des voies de signalisation inflammatoires associées a la chimiokine CXCL10. Schéma représentatif des voies
de signalisation pouvant étre induites par les chimiothérapies et impliquées dans I'inflammation et dans I’expression de CXCL10
par la cellule tumorale (A). Les westerns blot représentent les protéines P-TBK1 (Ser172), TBK1, Ac-NF-kB p65 (Lys310), NF-kB
p65, P-STAT1 (Tyr701), STAT1 et actineB dans les cellules 4T1 et EMIT6 aprés 24h et 48h de traitement (B). L’expression génique
de Cxcl10 relative aux cellules non traitées a été analysée par RT-qPCR dans les cellules 4T1 et EMT6 aprés 24h et 48h de
traitement (C). La concentration de CXCL10 extracellulaire a été dosée par ELISA dans le surnageant des cellules 4T1 et EMT6
aprés 24h et 48h de traitement (D). Les résultats représentent la médiane et les écarts interquartiles de 2 expériences réalisées
en triplicat (n.s, p>0.05; * p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001 et **** p <0.0001).
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12C). La sécrétion de CXCL10 est plus complexe a évaluer dans cette lignée cellulaire car nous
ne retrouvons pas d’augmentation significative avec le traitement par les chimiothérapies
pouvant laisser supposer d’un délai d’induction par les chimiothérapies plus important que
dans les cellules 4T1 (figure 12D).

e. Analyse de I'antigénicité des cellules tumorales

Nous avons ensuite évalué la capacité de présentation antigénique des cellules
tumorales suite au traitement par les chimiothérapies. Pour cela, nous avons étudié
I’expression génique des allo-antigénes du CMH de classe | ainsi que des protéines impliquées
dans cette présentation (figure 13).

Seule la combinaison de chimiothérapies permet une augmentation significative de
I’expression de I'allo-antigéne H2dd au temps 24h (figure 13A). Lorsque I'on met en évidence
la présence des deux allo-antigenes H2Dd et H2Kd par cytométrie en flux, nous remarquons
leur augmentation aprés 48h sous cisplatine et doxorubicine. L’éribuline n’induit pas
d’augmentation quel que soit la durée de traitement et I'effet de la combinaison n’est pas
supérieur au cisplatine seul (figure 13B). L'expression génique du transporteur Tapl,
permettant le transport des peptides antigéniques a travers la membrane du RE, n’est pas
influencée par les traitements quel que soit la durée de traitement (figure 13C). Apres 24h de
traitement par cisplatine et doxorubicine, I'expression génique de la glycoprotéine Tapasine,
associée au transporteur TAP1, est augmentée par rapport aux cellules non traitées mais
I’effet n’est plus visible a 48h (figure 13C). Dans le modele EMT6, toutes les chimiothérapies
induisent I'expression de I’allo-antigene H2dd a 24 et 48h de traitement mais la combinaison
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Figure 13: Analyse de I'antigénicité des cellules tumorales. Les expressions géniques de H2dd (A), Tap1 et Tapasine (C) relatives
aux cellules non traitées ont été analysées par RT-gPCR dans les cellules 4T1 et EMT6 aprés 24h et 48h de traitement. L’intensité
moyenne de fluorescence d’H2Dd et H2Kd relative aux cellules non traitées a été analysée par CMF dans les cellules 4T1 et EMT6
aprés 24h et 48h de traitement. Les histogrammes représentent les données de CMF apres 48h de traitement (B). Les résultats

représentent la médiane et les écarts interquartiles de 2 expériences réalisées en triplicat (n.s, p >0.05 ; *, p <0.05;

#*% p < 0.001 et **** p < 0.0001).
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de chimiothérapies permet d’augmenter I'expression par rapport aux monothérapies a 48h
(figure 13A). Par cytométrie en flux, nous retrouvons une augmentation des allo-antigénes a
24 et a 48h de traitement par les chimiothérapies. Comme dans la lignée 4T1, cette induction
est tres nettement supérieure avec la doxorubicine (figure 13B). Cependant, dans le modele
EMT®6, I'expression des molécules impliquées dans la présentation antigénique est augmentée
avec les chimiothérapies apres 24 et 48h de traitement (figure 13C).

f. Evaluation de 'immunostimulation par les cellules tumorales

Pour finir, nous avons étudié I'effet des chimiothérapies sur la capacité des cellules
tumorales a présenter les ligands activateurs du récepteur NKG2D présent sur les cellules
immunitaires T mais surtout sur les NK. Pour cela, nous avons analysé I'expression de deux
ligands activateurs de NKG2D : Rae-1 et Mutl-1. L’activation de ce récepteur va induire une
cytotoxicité anti-tumorale (figure 14).

Dans le modele 4T1, I'éribuline n’induit pas I'expression génique de Rae-1 et de Mult-
1 et quel que soit le temps d’incubation. Le cisplatine va permettre d’augmenter
significativement leurs expressions géniques apres 24h de traitement pour Rae-1 et plus
intensément aprés 48h pour les deux genes. La combinaison de traitement ne semble pas
augmenter ces inductions par rapport a la monothérapie de cisplatine. Dans le modéle EMT6,
I’éribuline agit sur I'induction de I'expression génique du ligand Rae-1. Tout comme la lignée
4T1, le cisplatine va permettre d’augmenter I'expression génique des deux genes notamment
apres 48h de traitement et la combinaison de chimiothérapies n’aura pas d’effet supérieur
gue les monothérapies (figure 14).
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Figure 14: Evaluation de I'immunostimulation par les
cellules tumorales. Les expressions géniques de Rae-1
et Mult-1 relatives aux cellules non traitées ont été
analysées par RT-gPCR dans les cellules 4T1 et EMT6
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Figure 15: Résumé des différents signaux immunogenes exprimés par les cellules cancéreuses 4T1 et EMTG6 et induits aprés
24h ou 48h de traitement par éribuline, cisplatine ou par la combinaison des chimiothérapies.

Les différents résultats des expériences de mort immunogéne réalisées sur les lignées
4T1 et EMT6 ont été résumées dans la figure 15. Dans la lignée 4T1, le cisplatine semble donc
étre une drogue plus immunogéne que I'éribuline qui induit moins de signaux permettant le
recrutement et 'activation des cellules immunitaires. En effet, les signaux de mort cellulaire
immunogene tels que la sécrétion d’ATP et la translocation de la calréticuline a la membrane
cytoplasmique sont augmentés avec le sel de platine. L’activation des voies de signalisation
inflammatoires ainsi que I'laugmentation de I'antigénicité des cellules tumorales sont d’autres
preuves de cette immunostimulation. La combinaison de chimiothérapies permet I'induction
de plus de signaux que le cisplatine apres 24h de traitement, mais cet additivité
immunologique semble transitoire dans la mesure ou aprés 48h, la combinaison de
chimiothérapies ne semble pas avoir d’effet remarquablement supérieur au cisplatine seul.
Ces résultats concordent avec ceux retrouvés dans les tumeurs in vivo. En effet, I’éribuline
induit peu de signaux contrairement au cisplatine et la combinaison de chimiothérapies ne
permet pas d’augmenter significativement les signaux d’antigénicité et d'immunogénicité par
rapport au cisplatine seul. Dans le modele EMT6, I'éribuline semble avoir plus d’effets
immunostimulants in vitro que dans le modele 4T1 et de maniere plutét équivalente au
cisplatine. Cependant, la combinaison de chimiothérapies permet d’augmenter
significativement plus de signaux que les monothérapies mais, tout comme dans les cellules
4T1, cet effet semble transitoire. En effet, aprés 48h, le cisplatine en monothérapie est le
traitement permettant d’induire le plus de sighaux immunostimulants. In vivo, I'antigénicité
et I'immunogénicité induite par les monothérapies étaient faibles contrairement a ce que
nous retrouvons in vitro. Ces différences peuvent étre dues aux populations étudiées : in vivo,
la totalité des cellules du microenvironnement tumoral, sans distinction, sont étudiées
contrairement a in vitro ou seules les cellules tumorales EMT6 sont analysées. De plus, nous
avons évalué les différentes expressions géniques dans les tumeurs murines récupérées apres
8 jours de traitement, cependant le phénoméne de mort cellulaire immunogéne est un
phénoméne intervenant plutét rapidement aprés l'injection de chimiothérapies. Il est donc
possible que ces signaux d’antigénicité et d’immunogénicité soient retrouvés plus
précocement.
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La combinaison de chimiothérapies n’est donc pas synergique en termes de mort
immunogene et I'efficacité immunologique constatée in vivo ne semble finalement pas liée a
ce phénomeéne immunitaire. Cependant, I’association éribuline-cisplatine induit un meilleur
recrutement de cellules immunitaires activée ainsi que leur maintien dans la tumeur qui
pourraient étre les causes de cette efficacité immunologique.

IIl.  Association chimiothérapies et immunothérapie

Par suite de ces résultats, nous pouvons penser que |'efficacité thérapeutique de la
combinaison est due, en plus de I'effet cytotoxique pur, au recrutement et a |'activation de
ces populations lymphocytaires, en particulier les cellules T-CD8* cytotoxiques.

a. Evaluation de I'efficacité thérapeutique T-dépendante des chimiothérapies

Afin de vérifier cette hypothese, nous avons réalisé un suivi de croissance tumorale
dans un modéle murin immunocompétent (WT), immunocompétent mais déplété en T-CD8*
et immunodéficient (Nude NMRI) (figure 16A).

Apres 25 jours de suivi de croissance tumorale nous ne retrouvons pas de différence
significative entre les modeles immunocompétent et immunodéficients et cela quel que soit
le traitement utilisé (figure 16B,C). Ces résultats indiquent que I'effet thérapeutique n’est pas
influencé par la présence de lymphocytes T-CD4* ou CD8*. En effet, du fait d’'un thymus non
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Figure 16: Evaluation de I'efficacité thérapeutique T-dépendante des chimiothérapies. Schéma représentatif des expériences
in vivo réalisées dans un modéle murin immunocompétent (WT Balb/c) et immunodéficient (Nude NMRI) (A). 10 jours apres
avoir injecté les cellules 4T1 en orthotopique, les souris WT et Nude ont été randomisées et traitées par éribuline, cisplatine
ou la combinaison des 2 chimiothérapies. Les injections d’anti-CD8a dans les souris Balb/c ont été effectuées 1 jour avant
I'injection des cellules tumorales 4T1, 1 jour aprés, puis 2 fois par semaine pendant 3 semaines (A). Le suivi de croissance
tumorale a été évalué pendant 4 semaines (B). Représentation du pourcentage d’inhibition de croissance d’une tumeur
traitée par rapport a la taille tumorale médiane des souris contréles (C). Les résultats représentent la médiane et les écarts
interquartiles (n.s, p >0.05; * p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001 et **** p <0.0001).

fonctionnel, le modéle Nude NMRI est déplété en lymphocytes T mais n‘impacte pas les
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cellules NK. Ces résultats sont confirmés par les résultats aprés déplétion en lymphocytes T-
CD8*. Effectivement, I’élimination de cette population ne permet pas non plus de perdre une
partie de I'efficacité anti-tumorale des chimiothérapies (figure 16B,C).

Malgré l'infiltration lymphocytaire des tumeurs murines retrouvée dans les résultats
précédents, un phénoméne de résistance vis-a-vis de la réponse immunitaire doit donc
inalement se mettre en place ne permettant pas aux cellules T de jouer leur réle anti-tumoral.
final t tt I ttant llulesTd I le anti-t I

En conclusion, malgré la capacité a « réchauffer » immunologiquement une tumeur
« froide » immunologiquement comme 4T1, les effets anti tumoraux de la combinaison
éribuline-cisplatine ne semblent pas influencés par la présence ou non d’'un systéme
immunitaire intégre, pouvant expliquer I'absence de synergie anti-tumorale observée dans
nos modeles. Ces résultats laissent aussi entrevoir la possibilité de mécanismes de résistance
a la réponse immunitaire induite et favorisée par cette association chez les animaux
immunocompétents.

Nous avons ainsi cherché a savoir si de tels mécanismes
d’immunoédition/immunosubversion pouvaient se mettre en place dans notre modeéle
consécutivement au traitement par chimiothérapie. Une des premiéres hypothéses que nous
avons testées, est I'augmentation de I'expression de ligands inhibiteurs des cellules T, en
particulier le marqueur PD-L1. En effet, nous avons précédemment remarqué une
augmentation de PD-1 sur les lymphocytes T-CD8* au cours du temps et plus précocement
avec la combinaison de chimiothérapies. L’association du ligand PD-L1 et de son récepteur PD-
L1 va induire I'inhibition de I'activité anti-tumorale des lymphocytes T-CD8* ce qui pourrait
expliquer les résultats retrouvés chez les souris immunocompétentes/immunodéficientes.

Nous avons donc souhaité évaluer I'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales 4T1
in vitro et in vivo apres exposition par les différents traitements. Les résultats des RT-qPCR
représentés sur la figure 17A indiquent une augmentation de I'expression génique de Cd274,
codant pour la protéine PD-L1, avec le cisplatine et la combinaison de traitements a 24h et a
48h dans les cellules tumorales. Nous retrouvons I'expression induite de la protéine par
cytométrie en flux, sur les cellules tumorales, aprés 48h de traitement par |'éribuline, le
cisplatine et la combinaison (figure 17B). Cet effet du cisplatine et la combinaison se confirme
dans les tumeurs murines. En effet, I'expression protéique de PD-L1 sur les cellules tumorales
issues des tumeurs murines est significativement augmentée avec le cisplatine et d’autant
plus avec la combinaison éribuline-cisplatine (figure 17C).
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Figure 17: Evaluation de I'expression de PD-L1 et de son géne Cd274 dans les cellules tumorales in vitro et in vivo. L’expression
génique de Cd274 relatives aux cellules non traitées a été analysée par RT-qPCR dans les cellules 4T1 in vitro aprés 24h et 48h
de traitement (A). Les intensités moyennes de fluorescence de PD-L1 relatives aux cellules non traitées ont été analysées par
CMF dans les cellules 4T1 in vitro aprés 24h et 48h de traitement. Les histogrammes représentent les données de CMF apreés
48h de traitement (B). Le pourcentage de cellules tumorales issues de tumeurs murines exprimant PD-L1 a été analysée par
CMF apres 4 (n=6), 8 (n=9) ou 14 jours de traitement (n=11). Les histogrammes représentent les données de CMF aprés 48h
de traitement (C). Les expériences in vitro on été réalisées 2 fois en triplicat. Les résultats représentent la médiane et les écarts
interquartiles (n.s, p > 0.05; *, p<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001 et **** p <0.0001).

Comme nous avons pu le voir, les cellules T-CD8* recrutées et activées par I'effet
immunogénique de la combinaison de chimiothérapies sont inhibées par un mécanisme de
résistance chimio-induit. Effectivement, ces traitements induisent l'augmentation de
I’expression génique et protéique de PD-L1 dans les cellules tumorales. Cette induction peut
étre due a un effet propre lié aux chimiothérapies mais aussi potentiellement a un effet médié
par la réponse immunitaire. Effectivement, la combinaison éribuline-cisplatine permet
I’activation d’une réponse immunitaire T qui va pouvoir induire 'augmentation de PD-L1 via
I"IFNy. L'immunothérapie ciblant I'axe PD-1/PD-L1 permettrait donc de lever I'inhibition de
I'activité lymphocytaire et de potentiellement de restaurer I'efficacité des chimiothérapies.

b. Association a une immunothérapie par anticorps anti-PD-L1

Nous avons réalisé un suivi de croissance tumorale dans le modele 4T1 aprés
traitement par éribuline, cisplatine ou la combinaison, en association, ou non, a une
immunothérapie par anticorps anti-PD-L1 (figure 18A).
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Dans le modeéle 4T1, nous pouvons remarquer que cette association thérapeutique ne
fonctionne pas quel que soit la chimiothérapie utilisée. En effet, le contréle tumoral associé
aux chimiothérapies n’est pas augmenté par I'ajout d’un anticorps ciblant PD-L1 (figure 18B).
Le modele 4T1 est donc bien semblable aux tumeurs généralement retrouvées chez les
patientes. En effet, ce modele est résistant a 'immunothérapie et le traitement par un anti-
PD-L1 ne fonctionne pas.
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Figure 18: Evaluation de Iefficacité anti-tumorale de I'immunothérapie anti-PD-L1. Schéma représentatif de I'expérience in
vivo (A). 7 jours aprés avoir injecté les cellules 4T1 en orthotopique, les souris ont été randomisées et traitées par éribuline,
cisplatine ou la combinaison des 2 chimiothérapies en association avec un anti-PD-L1 injecté 1 fois par semaine pendant 4
semaines (A). Le suivi de croissance tumorale a été réalisé aprés traitement par éribuline, cisplatine ou leur combinaison, en
association avec une immunothérapie par aPD-L1 (B). Les résultats représentent la médiane et les écarts interquartiles (n.s,
p>0.05;%* p<0.05;**% p<0.01; *** p<0.001 et **** p<0.0001). Ctrl, aPD-L1: n=12 / Eri, CDDP, Eri/CDDP : n=7 / Eri+aPD-
L1, CDDP+aPD-L1, Eri/CDDP+aPD-L1 : n=9.

Dans nos modeles de cancer du sein, la combinaison de chimiothérapies comprenant
I’éribuline et le cisplatine parait induire une mort cellulaire immunogéne capable d’activer la
réponse immunitaire anti-tumorale. Cependant, I'induction en paralléle de PD-L1 par les
cellules tumorales provoque une résistance vis-a-vis de ces cellules immunitaires. Malgré
I'utilisation d’un traitement immunogéne, |'efficacité de 'immunothérapie par un anticorps
anti-PD-L1 n’est pas restaurée, indiquant que des mécanismes d’immunosubversion
complémentaires pourraient s’étre mis en place par les cellules tumorales. Nous avons ainsi
cherché a savoir si de tels mécanismes d’échappement, particulierement les mécanismes
d’immunosuppression et de modulation du stroma tumoral pouvaient exister dans notre
modele consécutivement au traitement par les chimiothérapies.
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IV.  Evaluation des phénomenes d’'immuno-résistance chimio-induits

Des mécanismes d’immunosélection/subversion et/ou d’immuno-exclusion médiés
par les cellules tumorales se mettent probablement en place au niveau du
microenvironnement tumoral afin d’échapper a la réponse immunitaire induite par la
combinaison de chimiothérapies. Les hypotheses avancées dans ce travail sont tout d'abord
I'induction d'une immunosuppression via certaines cellules de l'immunité telles que les
cellules myéloides immunosuppressives (MDSCs), les macrophages et les lymphocytes T-reg.
Ces cellules peuvent créer un microenvironnement tumoral immunosuppressif bloquant ainsi
I'activité des cellules immunitaires anti-tumorales. Notre deuxiéme hypothése est I'induction
un phénomeéne mécanique par modulation du stroma tumoral/ péri-tumoral. Les lymphocytes
T-CD8* recrutés et activés suite au traitement par l'association éribuline-cisplatine peuvent
étre séquestrés au front tumoral et ne pourront donc pas étre au contact des cellules
cancéreuses pour jouer leur réle anti-tumoral. Cette hypothése d'immuno-exclusion peut étre
liée a l'induction d'une fibrose péri-tumorale composée de fibres de collagénes pouvant
bloquer la progression des lymphocytes.

a. Evaluation des différentes populations immunosuppressives intra-
tumorales

Les expériences d'immunomonitoring ont permis d’analyser les différentes
populations cellulaires immunosuppressives présentes dans le microenvironnement tumoral
(figure 19).

Tout d’abord, nous pouvons remarquer une augmentation des cellules CD11b",
représentant les cellules immunosuppressives totales, avec la combinaison éribuline-
cisplatine au temps le plus précoce. A partir de cette population générale, nous pouvons
différencier la population des MDSCs (monocytaires (Mo-MDSCs) et polymorphonucléaires/
granulocytaires (PNN-MDSCs)), des macrophages (TAM1 et TAM2) (figure 19A).

D’aprés les résultats de cytométrie nous pouvons remarquer une augmentation
significative des MDSCs monocytaires apres 4 jours de traitement par la combinaison de
chimiothérapie ainsi que leur persistance jusqu’a 8 jours de traitement. La deuxiéme
population de cellules myéloides, les PNN-MDSCs, n’est pas impactée par les différents
traitements. Ceci peut s’expliquer par I’environnement cytokinique plus a méme de recruter
les précurseurs monocytaires que granulocytaires mais aussi par |'effet direct des traitements
exercant une pression de sélection différente entre ces populations (figure 19A).

La population macrophagique immunosuppressive apparait aussi impactée par cette
combinaison de chimiothérapies. En effet, au temps J4, nous pouvons aussi remarquer une
augmentation des TAM2 avec la combinaison de traitements (figure 19A).
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La troisieme population immunosuppressive analysée est celles des lymphocytes T
régulateurs (T-reg) (figure 19B). Dans les résultats précédents, nous avons pu remarquer une
augmentation des cellules T-CD4* par la combinaison de traitement. Par le marquage de
Foxp3, nous pouvons différencier 2 sous catégories de lymphocytes T-CD4*: les T-CD4*
conventionnels (CD4*/Foxp3") et les T-régulateurs (CD4*/Foxp3*). Ces deux types cellulaires
vont avoir des effets différents sur le microenvironnement tumoral. Par CMF, nous pouvons
voir que les T-CD4* conventionnels ne sont pas augmentés avec les traitements contrairement
aux lymphocytes T-reg. Nous pouvons donc conclure que l'infiltration en T-CD4* est
majoritairement composée de la population des lymphocytes T-régulateurs aprés 8 jours de
traitement par la combinaison (figure 19B).

ﬂ
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Ces différents résultats s’accordent donc avec I’hypothése d’'une immunosubversion
via le recrutement de cellules immunosuppressives dans le microenvironnement tumoral
telles que les Mo-MDSCs, les TAM2 et les T-reg pouvant contrecarrer la réponse immunitaire
cytotoxique induite.

b. Analyse de la modulation structurelle du microenvironnement tumoral

Aprés avoir mis en évidence les populations immunosuppressives chimio-induites,
nous avons évalué la modulation du microenvironnement tumoral pouvant aussi étre a
I'origine de cette résistance tumorale a la réponse immune chimio-induite (figure 20).

89



Nous avons tout d’abord cherché a évaluer la fibrose tumorale par une coloration des
coupes tumorales au trichrome de Goldner. Cette analyse a permis de mettre en évidence,
par une coloration en bleu/vert, les fibres de collagéne présentes au sein de la tumeur mais
aussi au pourtour de celle-ci. De plus, I'association de cette coloration au marquage
enzymatique des T-CD8* nous informe sur la localisation de cette population. En effet, cette
population immunitaire cytotoxique peut étre séquestrée a la périphérie tumorale par la
présence d’'une capsule fibrotique empéchant donc le contact avec les cellules tumorales.
L’évaluation visuelle des différentes conditions de traitement semble montrer que les T-CD8*
sont assez bien dispersés dans la tumeur et ne sont donc pas séquestrés a la périphérie
tumorale quel que soit le traitement utilisé (figure 20A). Néanmoins, il est intéressant de voir
gu’une augmentation de la fibrose intra-tumorale survient apres traitement par cisplatine. En
effet, les fibres de collagénes semblent étre plus nombreuses et plus épaisses que dans les
tumeurs contréles. La combinaison ne semble pas induire plus de fibrose que la monothérapie
par cisplatine. Les tumeurs traitées par éribuline seule ne paraissent pas fibrotiques et les
fibres de collagéne sont restreintes au niveau la périphérie tumorale (capsule fibrotique)
(figure 20B).
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Figure 20: Analyse de la modulation du microenvironnement tumoral et de la localisation des cellules T-CD8*. Les coupes
tumorales issues de tumeurs récupérées aprés 8 jours de traitement ont été marquées par un anticorps anti-CD8a puis
colorées par un trichrome de Goldner. Les fibres de collagénes sont colorées en bleu/vert, les noyaux cellulaires en rouge et
les cellules T-CD8* en marron. Les photos représentent les cellules CD8* marquées par I'anticorps anti-CD8, localisées a la
périphérie ou dans le cceur tumoral, sur une lame de tumeur contréle et traitée par I'association éribuline-cisplatine. Echelle :
125 um. Les fléches rouges indiquent les cellules T marquées par I'anticorps anti-CD8, échelle 50 um (A). Les photos
représentes les fibres de collagénes intra-tumorales marquées par le trichrome de Goldner. Echelles : 1.25 mm et 62.5 um
(B). Les tumeurs ont été récupérées aprés 4 (n=6), 8 (n=9) ou 14 jours de traitement (n=11) puis les cellules tumorales ont été
marquées par un panel d’anticorps et analysées par CMF (C). Le « heat map » de gauche/haut représente le z-score calculé
a partir des résultats de CMF. Le « heat map » de droite/bas représente les résultats statistiques (n.s, p > 0.05; *, p < 0.05;
** p<0.01; *** p <0.001 et **** p<0.0001).
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D’aprés ces résultats, le cisplatine semble bien induire I'augmentation des fibres de
collagene intra-tumorales mais cette fibrose ne semble pas immuno-exclure notre population
immunitaire T-CD8* chimio-induite.

Dans un contexte tumoral, les cellules principalement impliquées dans la production
de collagéne ou d’éléments de la matrice extracellulaire sont appelés fibroblastes associés au
cancer (CAF). La présence de ces cellules ont été analysées par CMF dans les tumeurs 4T1
(figure 20C). Nous pouvons remarquer qu’apres 8 jours de traitement, les CAF sont diminués
dans les tumeurs traitées par le cisplatine et la combinaison de traitement. Ces résultats sont
donc inversement corrélés avec la présence de collagene visualisée par la coloration au
trichrome de Goldner. Cependant, nous pouvons supposer que les CAF résistants au
traitement vont avoir une activité pro-tumorale et pro-fibrotique plus importante (figure 20C).

L'immunogénicité induite par I’association de I’éribuline et du cisplatine promeut le
recrutement et |'activation des lymphocytes T-CD8* dans le microenvironnement tumoral.
Cependant, I'efficacité thérapeutique de ces chimiothérapies ne semble pas étre influencée
par la présence de ces cellules immunitaires pouvant s’expliquer par la génération d’un
mécanisme de résistance. Effectivement, I'expression du ligand inhibiteur des cellules
immunitaires PD-L1 est induite suite au traitement par le cisplatine. Néanmoins, |’association
d’un anticorps bloquant PD-L1 aux chimiothérapies, ne permet pas de diminuer la croissance
tumorale dans notre modele de CSTN. Un second mécanisme de résistance chimio-induit
semble donc se mettre en place dans les tumeurs murines. Tout d’abord, nous avons
remarqué l'induction de cellules immunitaires immunosuppressives telles que les MDSCs
monocytaires, les TAM?2 et les T-reg apres traitement par la combinaison de chimiothérapies.
Ces cellules vont avoir la capacité d’inhiber la fonction anti-tumorale des cellules T-CD8*
précédemment recrutées. Ensuite, nous avons évalué la modulation du microenvironnement
tumoral pouvant étre associé au mécanisme de résistance. Le cisplatine semble induire
I'augmentation de la fibrose tumorale sans pour autant immuno-exclure les lymphocytes T-
CD8* du cceur tumoral. A linverse, cette chimiothérapie va permettre de diminuer la
population des CAF laissant supposer une augmentation de I'activité intrinseque des cellules
résistantes au cisplatine.

Le point commun entre ces phénomenes de résistance (immunosuppression et fibrose
intra-tumorale) peut étre le TGF-B. En effet, dans un contexte cancéreux, cette molécule aura
un effet pro-tumoral en favorisant la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT),
I'angiogenese, le remodelage de la matrix extracellulaire ainsi que I'augmentation des
capacités d’'immunosuppression des cellules du microenvironnement tumoral (MDSCs, TAM?2,
T-reg, et CAF).
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V. Exploration de la voie du TGF-3

Afin de valider notre hypothese sur le réle du TGF-B dans I'induction de la résistance
a I'association des chimiothérapies et de I'anti-PD-L1, nous avons évalué son expression dans
les tumeurs murines suite aux différents traitements de chimiothérapie (figure 21).

a. Evaluation de I'expression du TGF-B chimio-induite

D’apres les résultats de la RT-qPCR sur les échantillons tumoraux, I’expression génique
du Tgf61 est induite avec la combinaison de chimiothérapies au temps le plus précoce dans
les deux modeles tumoraux par rapport aux tumeurs non traitées et aux monothérapies
(figure 21A).

Le TGF-B peut étre produit par différentes populations cellulaires notamment les
cellules tumorales et sous I'action des chimiothérapies. Nous avons donc évalué |'expression
du Tgf81, in vitro, dans les cellules tumorales. Le cisplatine et la combinaison de
chimiothérapies induisent I'expression du Tgf61 par les cellules tumorales 4T1 et EMT6 apreés
24h et 48h de traitement (figure 21B).

Le TGF-B est produit sous forme de TGF-B latent, c’est-a-dire inactif. Celui-ci aura donc
besoin d’étre activé pour pouvoir pour étre fonctionnel. Afin de vérifier I’état d’activation du
TGF-B1 induit par la chimiothérapie, nous avons analysé |'expression génique de la Serpinel,
un gene inductible par le TGF-B actif (figure 21B). D’aprés les résultats de la figure 21B, le
cisplatine induit aussi en paralléle du Tgf61, 'augmentation de I'expression de la Serpinel
dans les deux modeéles tumoraux. Toujours dans le but de vérifier que le TGF-B produit est
biologiquement actif, nous avons bloqué, in vitro, le récepteur du TGF-B (TGFBR-1) par un effet
dose d’inhibiteur de tyrosine kinase : le galunistertib (figure 21C). Nous avons ensuite analysé
I'expression génique de la Serpinel aprées 48h de traitement par le cisplatine ou apres
incubation avec du TGF-B en tant que contréle positif. Nous retrouvons l'induction de
I'expression génique de la Serpinel avec le cisplatine par rapport aux cellules non traitées,
ainsi que par I'ajout de TGF-B actif dans le surnageant. L’expression génique de la Serpinel,
induite par le cisplatine et le TGF-, est de plus en plus diminuée par des doses croissantes de
galunisertib (figure 21C). Ces différentes expériences indiquent que le TGF-B produit est bien
fonctionnel et passe par la voie de signalisation en aval du TGFBR-1.
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Figure 21: Evaluation de I'expression et de la sécrétion du TGF-6. Les tumeurs murines 4T1 et EMT6 ont été récupérées apres
4 (n=8), 8 (n=12) ou 14 jours de traitement (n=15) par éribuline, cisplatine ou la combinaison des chimiothérapies puis les
cellules tumorales ont été lysées et I’ARN a été extrait. L’expression génique du TgfB1 dans les tumeurs murines 4T1 et EMT6
apreés traitements a été analysée par RT-qgPCR (A). Les cellules tumorales 4T1 et EMT6 ont été traitées par I'IC50 d’éribuline,
de cisplatine, de la combinaison des deux ou de doxorubicine. Les cellules ont été récupérées aprés 24h ou 48h de traitement
et ’expression génique du TgfB1 et de la Serpinel ont été analysées par RT-qPCR (B). In vitro, les cellules 4T1 ont été traitées
par un effet dose de Galunisertib (10 nM, 100 nM, 1 uM) seul ou en association avec le cisplatine ou le TGF-6 pendant 48h
puis I'expression génique de la Serpinel a été analysée par RT-qgPCR (C). Les expériences in vitro ont été réalisées 2 fois en
triplicat. Les résultats représentent la médiane et les écarts interquartiles (n.s, p > 0.05; *, p < 0.05; ** p <0.01; *** p <
0.001 et **** p < 0.0001).

Ces résultats confirment donc bien les données in vivo. En effet, dans la combinaison
de chimiothérapies, le cisplatine induit bien I'expression de TGF-B actif pouvant promouvoir
la résistance tumorale a la réponse immune induite parallélement. De plus, in vitro, nous
mettons en évidence un TGF-B chimio-induit actif et produit par les cellules tumorales. Nous
pouvons donc nous demander quelles cellules (en plus des cellules tumorales) sont
susceptibles de produire le TGF-B chimio-induit in vivo dans les tumeurs, et quelles cellules
seront susceptibles d’étre réceptives a cette signalisation médiée par le TGF-f.

Afin d’évaluer les cellules pouvant étre impliquées dans I'expression ou la
reconnaissance du TGF-B, nous avons mis au point une expérience d’isolation de différentes
populations (cellules tumorales, cellules immunitaires CD45*, et fibroblastes associés au
cancer (CAF) retrouvées dans le microenvironnement tumoral, a partir de tumeurs murines
4T1 traitées par les monothérapies ou la combinaison éribuline-cisplatine (figure 22). Une fois
les populations séparées, nous avons récupéré les cellules CD45* et réalisé une analyse
guantitative de 4 populations par tri cellulaire : les Mo-MDCS, PNN-MDSC, TAM1 et TAM2. A
partir des 7 populations isolées, nous avons réalisé des expériences de RT-gPCR afin de mettre
en évidence I'expression de genes tels que le Tgf61, la Serpinel, et les récepteurs au TGF-
(TgfBR2, TgfBR3) (figure 22).
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Nous pouvons tout d’abord remarquer que les 7 populations isolées expriment
naturellement le Tgf61 (figure 22A). Lorsque I'on traite les tumeurs avec le cisplatine ou la
combinaison de chimiothérapies, cette expression est induite a différents taux en fonction de
la population étudiée. En effet, nous pouvons remarquer que les cellules tumorales et les
fibroblastes associés au cancer (CAF) sont les populations plus influencées par ces traitements
car I'expression génique du TgfB1 est quasiment multipliée par deux par rapport aux souris
contréles. Cependant, la combinaison semble induire une expression plus faible du Tgf61 dans
les CAF contrairement au cisplatine. A des taux relativement plus faibles, nous remarquons
que le cisplatine et la combinaison éribuline-cisplatine induisent aussi I’expression génique de
Tgf61 dans les populations immunosuppressives : Mo-MDSC, PNN-MDSC et les TAM?2 (figure
22A).

Ensuite, nous pouvons remarquer que les cellules tumorales, CD45*, Mo-MDCS, PNN-
MDSC, TAM1 et TAM2 expriment le gene de la Serpinel a des taux plus ou moins équivalents
contrairement aux CAF qui I'expriment a des taux nettement supérieurs aux autres
populations (figure 22A). Ces résultats semblent indiquer que le TGF-B induit par les
chimiothérapies va étre capable d’induire a son tour I'expression d’autres génes cibles pro-
fibrotiques/pro-tumoraux de cette cytokine.

L’évaluation de I'expression du TgfbR2, le récepteur liant le TGF-B, permet d’évaluer
les populations capables de répondre a la stimulation par le TGF-B actif (figure 22B). Les
résultats de RTgPCR mettent en évidence I'expression de ce récepteur dans toutes les lignées
évaluées mais a des taux particulierement important dans les CAF. De plus, nous pouvons
remarquer l'induction de I'expression génique par le cisplatine et la combinaison de
chimiothérapies dans ces cellules. Le TGF-BR3 est un co-récepteur du TGF-BR2 et nous
confirme I'expression induite par le cisplatine et la combinaison de traitement dans les CAF
mais aussi dans les cellules tumorales (figure 22B).
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La combinaison de traitements éribuline-cisplatine s"accompagne d’un recrutement de
cellules immunosuppressives ainsi que d’une modulation du microenvironnement tumoral. Le
point commun entre ces deux mécanismes pourrait étre le TGF-B, une cytokine impliquée
dans la prolifération et la progression tumorale. Effectivement, in vivo, nous retrouvons
I'augmentation de I'expression du gene TgfB1 sous l'action de la combinaison de
chimiothérapies dans les deux modeles tumoraux. Par des expériences in vitro, nous avons
mis en évidence une induction de I'expression du géne TgfB1 par les cellules tumorales 4T1
suite au traitement par cisplatine et la combinaison. De plus, I'analyse du géne de la Serpinel
et du blocage du récepteur au TGF-B1 prouve 'activation de cette cytokine chimio-induite.
Apres isolation de plusieurs populations cellulaires, nous remarquons que les cellules
tumorales et les CAF semblent étre les populations les plus impliquées dans le processus
d’'immunorésistance induite par le cisplatine. D’aprés les résultats de CMF précédents nous
avions remarqué la diminution des CAF par aprés traitement au cisplatine. Ces nouveaux
résultats laissent entrevoir le fait que les CAF résistants a cette chimiothérapie pourraient étre
plus actifs et plus a méme de sécréter du TGF-B. De plus, pour la premiere fois, nous pouvons
remarquer un effet moindre de la combinaison de chimiothérapies en terme d’induction
I’expression du TgfB1 et de la Serpinel par rapport au cisplatine seul dans la population des
CAF.

Afin d’explorer I'imputabilité du TGF-B dans la résistance a la réponse immune induite
par I'association éribuline-cisplatine, nous avons traité les animaux porteurs de tumeurs CSTN
avec des associations chimiothérapies-immunothérapie-anti-TGF-p.

b. Evaluation de I'efficacité thérapeutique d’une association avec un
traitement ciblant le TGF-B

Afin de vérifier I'efficacité de cette association d'immunothérapies par anti-PD-L1 et
d’un traitement anti-TGF-B (DI) a la combinaison de chimiothérapies, nous avons réalisé un
nouveau suivi de croissance tumorale dans différents modeéles murins : 4T1, EMT6, TS/A et
PyMT-MMTV (figure 23A).

Dans le modele 4T1, nous retrouvons tout d’abord I'efficacité anti-tumorale de la
combinaison de chimiothérapies par rapport aux souris non traitées. La combinaison d’un
anti-PD-L1 et d’anti-TGFB permet d’induire deux types de réponses semblables aux données
cliniques. En effet, dans le CSTN, I'immunothérapie par anti-PD-L1 ne fonctionne pas chez la
majorité des patientes et peu d’entre elles sont répondeuses. Dans ce groupe de traitement,
3 souris sur 7 semblent répondre a I'immunothérapie tandis que les autres ont des courbes
de croissance tumorale comparables a celles des souris contréles (figure 23B). Comme
attendu, d’aprés nos résultats précédant, associer la combinaison de chimiothérapies
éribuline-cisplatine a une monothérapie d’anti-TGF-f ou d’anti-PD-L1 ne donne pas de
meilleurs résultats que la combinaison de chimiothérapies seule (annexe 9). Ceci est justifié

95



par I'induction de mécanismes de résistance vis-a-vis des cellules immunitaires. Tout d’abord
par l'induction du ligand inhibiteur PD-L1 puis par l'augmentation de cellules
immunosuppressives et la modulation du stroma tumoral via le TGF-B. Cependant, lorsque
nous associons I’éribuline, le cisplatine, un anti-TGF-B et un anti-PD-L1, la croissance tumorale
est significativement ralentie par rapport aux autres traitements et la survie des souris traitée
est prolongée (figure 23A).

Afin de vérifier I'efficacité de cette association de chimiothérapie par rapport aux
monothérapies, nous avons comparé les croissances tumorales de ces traitements avec
I’association anti-PD-L1 / anti-TGF-B (Annexe 9). Comme attendu, nous ne retrouvons pas
d’intérét a associer I'éribuline seule a cette association. Effectivement, I"éribuline ne
permettant pas le recrutement de cellules immunitaires anti-tumorales, ni I'induction du PD-
L1 ou du TGF-B, n’a pas d’intérét a étre associée a un anti-PD-L1 / anti-TGF-B. D’apres les
résultats in vitro et in vivo, I'association éribuline-cisplatine semble étre une combinaison
immunogene mais induisant en contrepartie PD-L1 et le TGF-B. Ces informations expliquent
donc pourquoi nous retrouvons une efficacité importante de cette combinaison de
chimiothérapies associées a un traitement ciblant PD-L1 et le TGF-B (figure 23B, Annexe 10).

Comme nous l'avons vu précédemment, le modéle EMT6 est partiellement sensible a
I'immunothérapie. En effet, nous retrouvons une prolongation de la survie chez les souris
traitées par la double immunothérapie (anti-PD-L1 + anti-TGF-B) par rapport aux souris
contrOles et traitées par la combinaison de chimiothérapies. Malgré la capacité de la
chimiothérapie a permettre le recrutement des cellules cytotoxiques, la résistance via
I’expression de points de contréle immunitaires et de TGF-B induite en retour ne permet pas
une augmentation significative de la survie avec ces seuls traitements. Dans ce modele,
I'association de I’éribuline, du cisplatine, I'anti-PD-L1 et I'anti-TGF-B permet une importante
augmentation de la survie allant jusqu’a permettre la rémission de certaines souris, car, en
association a I'effet immunogene de la combinaison de chimiothérapies, les stigmates de
résistance sont levés notamment I'immuno-exclusion (figure 23C).

Le modele TS/A est une autre lignée murine d’adénocarcinome mammaire
ressemblant au modele 4T1 par sa faible immunogénicité et sa forte capacité métastatique
(259). Dans ce modele, 'immunothérapie ne fonctionne pas comme I'on peut le remarquer
dans la figure X. La double chimiothérapie ne permet pas non plus de prolonger la survie des
souris traitées. Par contre, en associant les différents traitements, I'immunogénicité induite
par les chimiothérapies combinées a la double immunothérapie permet d’augmenter la survie
de ces souris (figure 23D).

Le modeéle MMTV-PyMT est un modele murin transgénique de cancer du sein. Ce
modele est semblable aux tumeurs humaines de sous-type luminal B et est généralement
utilisé pour évaluer la progression et la capacité métastatique des tumeurs mammaires.
Précocement ces tumeurs vont étre plutét « froides » immunologiquement et c’est apres 10
a 14 semaines que l'infiltration en populations immunitaires sera la plus grande (260). D’apres
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la littérature, ces tumeurs répondraient faiblement a I'immunothérapie par anti-PD-L1. En
effet, nous pouvons tout d’abord remarquer que I'immunothérapie n’est pas efficace dans ce
modele car les courbes de survie sont semblables a celles des souris contrdles. L’association
de chimiothérapies permet de prolonger la survie des souris traitées par rapport aux souris
controles. La quadrithérapie, par rapport aux chimiothérapies seules, prolonge plus
faiblement la survie des souris traitées (figure 23E).
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Figure 23: Evaluation de I'efficacité thérapeutique d’une association avec un anti-TGF-8 dans différents modeles murins de
cancer du sein. Schéma représentatif de I'expérience in vivo (A). Un traitement par une immunothérapie anti-PD-L1 et anti-
TGF-8 a été réalisé en combinaison, 1 fois par semaine pendant 4 semaines, avec I’éribuline, le cisplatine ou la combinaison
des deux chimiothérapies. La randomisation a été réalisée environ 7 jours apres I'inoculation en orthotopique des cellules
tumorales (A). Un suivi de croissance tumorale 4T1 (B), EMT6 (C), TS/A (D) a été réalisé ainsi qu’une analyse de survie des
souris dans les différents modeles tumoraux ainsi que dans le modéle PyMT-MMTV (E). Les résultats représentent la médiane
et les écarts interquartiles (n.s, p > 0.05; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 et **** p < 0.0001). DI=Double
immunothérapie: anti-PD-L1 + anti-TGF-8

Ces résultats préliminaires soulignent que le TGF-B, induit en réponse a la
chimiothérapie immunogene, participe a la résistance a la réponse immune spontanée créée
par une chimiothérapie immunogéne, ainsi qu’a I'immunothérapie par anti-PD-L1. La
combinaison de chimiothérapies par éribuline et cisplatine induit parallelement un
phénoméne immunitaire anti-tumoral ainsi que des mécanismes de résistances pro-
tumoraux. L’association d’inhibiteurs de PD-L1 et du TGF- avec ces chimiothérapies permet
finalement lever en partie ces résistances et d’induire une meilleure réponse thérapeutique
dans les différents modeles de cancer du sein. L’étude du microenvironnement immunitaire
apres ces différents traitements pourrait expliquer cette efficacité thérapeutique.
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VI.  Evaluation du microenvironnement immunitaire induit par la

combinaison de chimiothérapies et la double immunothérapie in

VIVO

Afin de mieux comprendre les effets synergiques anti tumoraux de la combinaison de
chimiothérapies avec 'immunothérapie anti-PD-L1 et le ciblage du TGF-B, nous avons analysé
le microenvironnement immunitaire des tumeurs traitées par cette association (figure 24A).

a. Evaluation des signaux d’antigénicité et d'immunogénicité chimio-induits

A partir de tumeurs récupérées 8 jours apres traitement par la double association
chimiothérapies-immunothérapies, nous avons réalisé de nouvelles analyses d’expression
génique a l'aide de la technologie NanoString afin de mettre en évidence les différents signaux
d’antigénicité et d'immunogénicité chimio-induits (figure 24B).

Dans le modeéle 4T1, nous retrouvons tout d’abord comme précédemment I'induction
de nombreux genes immunostimulants avec I’association éribuline-cisplatine (figure 24A). Par
rapport aux tumeurs controles, nous pouvons remarquer l'induction des signaux
d’antigénicité avec la combinaison d'immunothérapies avec I'augmentation de I’expression
génique de Cd40, Cd86, H2t23, H2d1, H2eb1 ou de Tapl. De plus, ces immunothérapies vont
induire I'expression de certains genes Ifit, Irf et Stat1 impliqués dans la voie des interférons
de type | et activés par I’ARN double brin (Oas2,3) mais aussi des chimiokines telles que Ccl5,
Ccl19, Cxcl5 ou Cxcl13. Cette association d’'immunothérapies semble avoir effectivement un
effet immunostimulant avec I'induction de I'expression géniques d’autres chimiokines comme
Cxcl9 et Cxcl10 ainsi que des genes associés aux T-CD4* et aux NK. De plus, 'augmentation des
genes associés a la cytotoxicité cellulaire prouvent I'induction de I’activation des cellules
cytotoxiques. Tandis que la moitié des genes étudiés ne ressortent pas significativement
induits avec les bithérapies, nous pouvons remarquer que I'association de chimiothérapies et
d’immunothérapies augmente intensément et significativement la plupart des génes étudiés.
En effet, de nombreux génes associés aux CMH de classe | (H2t23, H2d1) et Il (H2ab1, h2eb1,
H2aa) et aux cellules dendritiques sont augmentés. De plus, cette association permet
d’induire fortement I'activation de la voie des interférons de type | ainsi que de nombreuses
chimiokines. De plus nous pouvons voir une forte augmentation des genes associés au T-CD8*
et NK ainsi qu’a leur cytotoxicité. Afin de visualiser I'intérét de la double association
d’immunothérapies et de chimiothérapies par rapport a la combinaison de chimiothérapies
seule ou d'immunothérapies, nous avons comparé les expressions géniques de ces deux
groupes de traitement. Cette analyse nous permet de mettre en évidence une l'induction de
I’'expression génique de la plupart des signaux par la quadrithérapie versus les bithérapies. En
effet, les expressions géniques de molécules impliquées dans la présentation antigénique et
dans la fonctionnalité des cellules dendritiques seront significativement induites. De plus,
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nous pouvons remarquer I'amplification de I'expression génique de nombreuses chimiokines
par rapport aux bithérapies. Ces différentes augmentations vont finalement étre impliquées
dans I'induction de genes associées aux populations anti-tumorales telles que les T-CD8*, T-
CD4* et NK mais aussi dans leur fonctionnalités avec des signaux cytotoxiques Prfl, Gzma,
Gzmb et Tnfa (figure 24B). Ces résultats sont donc bien en accord avec I'efficacité anti-
tumorale retrouvée dans les expériences précédentes : I'association de chimiothérapies et
d’'immunothérapies permet d’amplifier les signaux d’immunostimulation médiés par la
combinaison éribuline-cisplatine.

Tumor immunomonitoring
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Figure 24: Exploration des signaux d’antigénicité et d’immunogénicité chimio-induits. Schéma représentatif des expériences
d'immunomonitoring. 4, 8 et 14 jours aprés la randomisation, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs 4T1 ont été
récupérées afin de réaliser des analyses d’IHC, de CMF ou d’expressions géniques (A). Les analyses transcriptomiques ont été
réalisées via la technologie NanoString a partir d’ARN tumoraux récupérés dans les tumeurs murines 4T1 (n=6) (B).

b. Caractérisation des populations immunitaires intra-tumorales

Afin de mettre en évidence les différentes populations présentes dans le
microenvironnement tumoral nous avons réalisé des expériences de cytométrie en flux et
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d’immunohistochimie a partir des tumeurs récupérées apres 4, 8 et 14 jours de traitement
(figure 25).

Dans le modele «froid » immunologiquement 4T1, nous pouvons tout d’abord
remarquer |'efficacité des chimiothérapies aprés 4 jours de traitement avec un pourcentage
de cellules tumorales d’environ 50% dans les tumeurs contréles et traitées par la double
immunothérapie (figure 25A). En effet, 23% de cellules tumorales sont retrouvées dans les
tumeurs traitées par la combinaison de chimiothérapies et seulement 12% dans les tumeurs
traitées par la quadrithérapie. Cette efficacité se prolonge aprés 8 jours de traitement mais
avec un taux nettement inférieur de cellules tumorales dans les tumeurs traitées par les
immunothérapies. Cependant, tandis que les tumeurs traitées par les chimiothérapies voient
leur nombre de cellules tumorales augmentées, la quadrithérapie permet de maintenir un
taux toujours tres faible de 14%. Apres 14 jours de traitement la quadrithérapie ne permet
plus d’avoir une efficacité anti-tumorale aussi nette que précédemment avec 40% de cellules
tumorales versus 48% pour les tumeurs controles, 43% pour les tumeurs traitées par la
combinaison éribuline-cisplatine et 46% pour la double immunothérapie (figure 25A).

En paralléle du taux de cellules tumorales, nous avons mis en évidence les populations
immunitaires CD45* (figure 25A). Dans les cellules immunitaires CD45* totales nous
retrouvons les cellules anti-tumorales et les cellules immunosuppressives CD11b*. Aprés 4
jours de traitement, les chimiothérapies permettent le recrutement de nombreuses cellules
immunosuppressives et anti-tumorales dans les tumeurs. L’ajout de I'immunothérapie permet
d’augmenter cette infiltration avec 28% de cellules immunosuppressives et 51% de cellules
anti-tumorales pouvant expliquer le faible taux de cellules tumorales. Aprés 8 jours de
traitement, l'immunothérapie va permettre le recrutement de plus de cellules
immunosuppressives telles que les PNN-MDSC et anti-tumorales que dans les tumeurs
controbles et permettant ainsi la diminution du pourcentage de cellules tumorales. Les tumeurs
traitées par les chimiothérapies seront toujours plus infiltrées en populations anti-tumorales
gue les tumeurs contréles et traitées par la double immunothérapie seule, en particulier par
les TAML1. La combinaison chimiothérapies-immunothérapies va permettre le maintien de cet
infiltration avec en particulier les T-CD8* et les T-CD4* conventionnels. Ces résultats vont étre
confirmés par les marquages immunohistochimiques mettant en évidence les T-CD8* dans les
tumeurs murines récupérées aprés 8 jours de traitement (figure 25B). Cependant, le
pourcentage de cellules immunosuppressives sera lui aussi plus important que dans les autres
traitements avec, en particulier, une augmentation du taux de Mo-MDSC. Apres 14 jours de
traitement, I'immunothérapie va maintenir un pourcentage important de cellules anti-
tumorales avec en particulier les T-CD8*. Les chimiothérapies vont induire le recrutement de
cellules immunosuppressives telles que les PNN-MDSC mais perdre des cellules anti-
tumorales. La combinaison de chimiothérapies et d'immunothérapie va alors regrouper les 2
phénoménes : la diminution des populations immunosuppressives et le maintien des cellules
anti-tumorales comme les T-CD8* ce qui expliquerai I'efficacité de cette association de
traitements (figure 25A).
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Afin d’étudier la modulation du microenvironnement tumoral, deux autres
populations cellulaires ont été analysées par CMF : les cellules endothéliales et les CAF (figure
25A). Nous pouvons tout d’abord remarquer que les différents traitements ne semblent pas
avoir d’effet sur la vascularisation tumorale évaluée par le marqueur CD31. Cependant,
précédemment nous avons remarqué I'impact des chimiothérapies sur les CAF apres 8 jours
de traitement. Dans cette nouvelle analyse, nous retrouvons la diminution de moitié de cette
population avec la combinaison de chimiothérapies aux temps les plus précoces et une perte
d’efficacité apres 14 jours de traitement avec des taux semblables aux tumeurs contréles.
Néanmoins, la quadrithérapie permet d’éviter cette perte d’efficacité et de maintenir un taux
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Figure 25: Exploration de l'infiltration des populations lymphocytaires intra-tumorales. Les tumeurs 4T1 ont été récupérées
aprés 4 (n=5), 8 (n=10) ou 14 jours de traitement (n=4) puis les cellules tumorales ont été marquées par un panel d’anticorps
et analysées par CMF. Représentation du pourcentage de cellules positives dans les tumeurs totales (A). Le nombre de cellules
T-CD8* a été évalué par IHC dans les tumeurs 4T1 apres 8 jours de traitements. Les photos représentes différentes tumeurs
traitées et la mise en évidence des cellules T-CD8* par le logiciel d’analyse (B) (n.s, p >0.05; *, p <0.05; ** p<0.01; *** p
<0.001).
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suffisamment bas de CAF dans les tumeurs pouvant alors jouer sur I'efficacité anti-tumorale
des autres populations immunitaires (figure 25A).

L’analyse transcriptomique suivie de la mise en évidence des différentes populations
cellulaires intra-tumorales semblent expliquer [I'efficacité de cette combinaison de
traitements. En effet, les différents signaux d’antigénicité et d'immunogénicité induits par la
combinaison de chimiothérapies dans un modéle tumorale auparavant « froid »
immunologiquement. Ces signaux vont alors permettre la stimulation du systeme immunitaire
et induire le recrutement et l'infiltration en cellules cytotoxiques dans les tumeurs murines.
Cependant, plusieurs phénomeénes d’immuno-résistance chimio-induits vont alors se mettre
en place et limiter I'efficacité anti-tumorale de la combinaison éribuline-cisplatine. Le ciblage
du point de contréle immunitaire PD-L1 permet de limiter le contr6le immunitaire et de
restaurer |'efficacité cytotoxique des cellules anti-tumorales infiltrées. En paralléle, le ciblage
du TGF-B permettrait de contrecarrer plusieurs phénomeénes de résistances chimio-induits
notamment par la diminution des CAF ayant des capacités immunosuppressives et pro-
fibrotiques. Ces différents traitements vont finalement permettre de restaurer et d’amplifier
I'efficacité anti-tumorale de I'association de chimiothérapies éribuline-cisplatine.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans notre modele préclinique de cancer du sein triple négatif, le cisplatine se révele
étre une drogue fortement immunogene tandis que I’éribuline ne semble induire que peu de
signaux de danger. Pourtant, la combinaison de ces deux molécules induit le recrutement et
I'activation de cellules cytotoxiques telles que les lymphocytes T-CD8* et les NK. Les
mécanismes de la synergie immunologique de ces deux chimiothérapies restent donc a
établir. Cependant, au sein de cette association prometteuse du point de vue immunologique,
nous avons montré que le cisplatine induit en contrepartie I'expression de TGF-B. Par son
action pro-tumorale sur l'immunosuppression et la modulation structurelle du
microenvironnement tumoral, cette cytokine parait étre une bonne cible ; cependant des
analyses supplémentaires sont nécessaires afin de comprendre quelles cellules sont
impliquées dans ces processus.

Exploration de I'immunité chimio-induite

Les tumeurs de CSTN pouvant étre considérées comme immunologiquement inertes
nécessitent [l'utilisation de traitements immunogénes permettant de « réchauffer »
immunologiquement des tumeurs. Dans ce travail, nous avons utilisé différents modeles
précliniqgues permettant de représenter les différents phénotypes pouvant étre a 'origine de
la résistance a I'immunothérapie : le modele 4T1 fortement immuno-ignoré et associé a une
forte charge immunosuppressive, le modeéle immuno-exclu EMT6, le modele TS/A faiblement
immunogeéne ainsi qu’'un modele de cancer du sein spontané. Dans chacun de ces modeles
précliniques, cette combinaison de chimiothérapies a permis de restaurer I'efficacité anti-
tumorale de I'immunothérapie et de prolonger la survie des souris traitées. Cependant, il
semble aussi nécessaire de valider I'efficacité de cette combinaison de chimiothérapies et
d’immunothérapies dans des lignées humaines de CSTN. Les effets de ces différents
traitements vont prochainement étre investigués sur les lignées MDA-MB-231 et MDA-MB-
468. Par ailleurs, dans le but de confirmer ces résultats sur un jeu de données indépendant,
nous analysons a I’heure actuelle des données transcriptomiques issues de lignées cellulaires
de CSTN traitées ou non, in vitro, par cisplatine. Enfin, nous souhaitons analyser des données
biologiques issues de CSTN traités par cisplatine chez des patientes ayant eu des biopsies
tumorales avant et aprés administration de chimiothérapie. Ces données biologiques existent
mais sont tres rares. Des contacts ont été pris avec des équipes de recherche Européennes
afin d’avoir acces a ces cohortes.

L'utilisation de chimiothérapies dans le but de « réchauffer » les tumeurs « froides »
immunologiquement est depuis plusieurs années investiguée dans le but d’améliorer la
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réponse a 'immunothérapie. Dans le CSTN, les deux principales familles de chimiothérapies
utilisées : les taxanes et les anthracyclines, ont été largement étudiées. Leurs différents effets
sur le systéeme immunitaire ont été décrits dans la littérature et synthétisés dans I'introduction
de ce manuscrit. Les anthracyclines sont considérées comme la chimiothérapie immunogéne
standard et c’est pourquoi nous I'avons utilisé en tant que contréle dans nos expériences in
vitro. Dans nos expériences in vitro, nous avons mis en évidence un effet immunogene du
cisplatine au moins équivalent voire supérieur a celui de la doxorubicine. Ces résultats sont en
accord avec ceux de |'essai clinique TONIC ou il a été démontré que le cisplatine et les
anthracyclines étaient capables d'induire des signes intra-tumoraux de réponse immunitaire,
favorisant ainsi la réponse clinique observée apres I'administration d'un anti PD-1 dans le
CSTN métastatique (188).

Dans ce travail, le cisplatine se révele étre une drogue fortement immunogeéne tandis que
I’éribuline ne semble induire que peu de signaux de danger. Pourtant, la combinaison de ces
deux molécules induit le recrutement et I'activation de cellules cytotoxiques telles que les
lymphocytes T-CD8* et les NK. Les mécanismes de la synergie immunologique de I'éribuline
avec le cisplatine restent donc a établir. Dans les premiéres expériences d'immunomonitoring,
nous avons pu remarquer une diminution significative du marqueur des cellules endothéliales
CD31 par CMF dans les tumeurs murines traitées par cette chimiothérapie (données non
montrées). Ce résultat est concordant avec la littérature car I’éribuline semble avoir un effet
anti-angiogénique et permettrait de diminuer I’hypoxie tumorale (247,248). L'induction d’'une
fibrose tumorale engendrant un microenvironnement hypoxique et/ou la sécrétion de ROS
par le cisplatine pourrait donc étre contrecarrée par I'effet de I'éribuline. Cependant, ces
résultats n’ont pas réussi a étre reproduits et I’évaluation de marqueurs tels que la carbonique
anhydrase ou le VEGF n’ont pas donné d’informations concordantes. De plus, d’apres la
littérature, son action sur les micro-vaisseaux permettrait d’assurer une meilleure délivrance
d’une seconde chimiothérapie jusqu’au coeur tumoral (248). Dans notre étude, nous avons
mesuré les niveaux de platine intra-tumoraux aprés les différents traitements par ICP-MS
(spectrométrie a plasma a couplage inductif). Les données obtenues n’ont pas permis de
démontrer que le co-traitement avec I'éribuline permettait une meilleure administration du
cisplatine associé. De méme, bien qu'il ait été suggéré qu'une partie de I'effet anti-tumoral de
I'éribuline puisse étre lié a l'inhibition de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT),
peut-étre via une régulation négative de la voie TGF-B/Smad (261), nous n'avons révélé aucun
effet modulateur de I'éribuline sur la voie du TGF-B dans les modeéles testés dans notre étude.
L'induction du TGF- semble étre uniquement liée au traitement par cisplatine. Aujourd’hui,
le role de I’éribuline dans I'efficacité de cette combinaison n’est donc pas clairement identifié.

Nous avons vu qu’au sein de cette combinaison thérapeutique, le cisplatine induisait
directement et indirectement I'expression intra-tumorale de PD-L1 et c’est pourquoi une
immunothérapie ciblant ce ligand était proposée. De plus, les résultats des différents essais
cliniques rapportant l'efficacité de I'immunothérapie contre PD-L1 dans le CSTN sont
actuellement les plus complexes a interpréter et nécessitent de plus amples études. En effet,
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les résultats des essais cliniques IMpassion130 et 131 sont discordants tandis que ceux de
I'essai KEYNOTE-355 semblent révéler le bénéfice de I'immunothérapie ciblant PD-1.
L’évaluation de I'efficacité de la combinaison de chimiothérapies éribuline-cisplatine, d’un
inhibiteur du TGF-B et d’'une immunothérapie par anti-PD-1 pourrait cependant s’avérer étre
intéressante afin d’améliorer la prise en charge des patientes atteintes de CSTN
métastatiques. D’autres points de contrble pourraient aussi étre ciblés, comme CTLA-4. En
effet, cette protéine est présente sur les lymphocytes T-régulateurs et contribue a leur
fonction inhibitrice (262). Dans notre modele murin, la combinaison de chimiothérapies
augmente I'expression et le nombre de cellules CD4* Foxp3*, c’est pourquoi utiliser cette
immunothérapie pourrait s’avérer efficace. Dans un modele de tumeurs spontanées CSTN
BRCA muté, I'association du cisplatine a une immunothérapie par anti-PD-L1 et anti-CTLA-4 a
montré une augmentation de 'immunité anti-tumorale et de la survie (263). L’étude clinique
DART évaluant I'efficacité de la double combinaison anti-PD-1 anti-CTLA-4 dans un modele de
cancer du sein difficilement traitable semble montrer des réponses cliniques prometteuses et
durables (264).

Il. Exploration de la voie du TGF-f3

Dans ce travail, les résultats des expériences in vitro ont permis de mettre en évidence
une expression induite de TGF-B par les cellules tumorales. Cependant, I’évaluation de la voie
d’induction de I'expression et de la sécrétion de cette cytokine dans le microenvironnement
tumoral n’a pas encore été établie alors que plusieurs pistes peuvent étre envisagées.

D’aprés nos résultats in vitro, nous avons remarqué I'induction de I'expression du TGF-
B par l'interféron B1. D'apres la littérature, I'efficacité des anthracyclines est liée a aux
interférons de type | et a la chimiokine CXCL10. L’ARN libéré par les cellules mourantes apres
traitement active TLR3 qui induit I’expression et la sécrétion d’IFN | permettant la production
de CXCL10. Ce mécanisme immunologique est indispensable a I'efficacité de cette famille de
chimiothérapies (265). En bloquant le récepteur aux interférons de type I, IFNaR1, nous
pourrions donc vérifier si le cisplatine induit le TGF-B par la voie des IFN de type I. En effet, si
I’expression du TGF-B est diminuée aprés I'ajout d’un anti-IFNaR1, nous pourrons conclure a
I'implication de cette voie de signalisation. De plus, il serait nécessaire d’étudier les voies en
amont du récepteur aux interférons. Le cisplatine induit des dommages a I’ADN qui va étre
retrouvé dans le cytoplasme des cellules et étre reconnu comme signal de danger par le
senseur de I’ADN cytosolique cGAS (266). Ce senseur a I’ADN va ensuite activer la voie de
signalisation STING/TBK1 qui aura pour finalité d’induire I'expression des génes codant pour
les interférons de types | ou des cytokines pro-inflammatoires via IRF3 ou NF-kB. Les TLRs sont
un autre mécanisme de reconnaissance des acides nucléiques. Plus précisément, le TLR9,
localisé dans les endosomes va reconnaitre I’ADN et recruter le facteur de transcription IRF7
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ou NF-kB (267). L'ARN extracellulaire retrouvé aprés la lyse de la cellule tumorale sera lui
reconnu par le TLR3 (214). Comme pour la voie de signalisation STING/TBK1, ces deux facteurs
vont induire la production d’IFN de type | ou des réponses cytokiniques pro-inflammatoires.
Afin de mettre en évidence le senseur impliqué dans la reconnaissance de I’ADN détérioré par
le cisplatine et permettant I'expression génique du TGF-B, des inhibiteurs de la voie
CGAS/STING et des TLR pourraient étre utilisés. En effet, si le blocage d’une des voies associée
au traitement par cisplatine diminue I'expression du TGF-B nous pourrions valider
I'implication de celle-ci. L'ajout d’inducteurs pourra aussi nous informer sur le type de ligand
impliqué dans I'expression du TGF-B. Dans des lignées murines de cancer de I'ovaire, il a été
établi qu’un traitement par cisplatine activait et régulait la voie cGAS/STING lors de traitement
répétés (268). D’autres ligands chimio-induits peuvent étre reconnus et activer différents
TLRs. Nous avons vu que le cisplatine augmentait la sécrétion d'HMGB1 dans notre modele
murin de cancer du sein triple négatif. HMGB1 est I'un de ces signaux de danger et va se lier a
son récepteur TLR4 situé sur les cellules dendritiques. Cette protéine induirait la prolifération
des fibroblastes dermiques en jouant sur les molécules pro-fibrogéniques telles que le
collagene, I'élastine, la fibronectine mais aussi le TGF-f et sa voie de signalisation (269).

La toxicité cellulaire du cisplatine peut aussi provenir de la dysfonction mitochondriale
avec I'induction des ROS et des dommages a I’ADN mitochondrial. Les molécules de cisplatine
peuvent aussi s’accumuler dans les mitochondries et former des adduits avec I'ADN
mitochondrial. Par son action sur cet organite, cette chimiothérapie va induire fortement des
espéces réactives de I'oxygene (ROS) (270). Les ROS mitochondriaux sont utiles pour produire
de I'énergie par phosphorylation oxydative, cependant, lorsqu’ils sont produits en exces, ils
peuvent provoquer des lésions et la mort cellulaire (271). Le TGF-B est une cytokine impliquée
dans le processus fibrotique et la littérature a mis en évidence un lien entre la dysfonction
mitochondriale et I'activation de la voie de signalisation du TGF-$3 (272). Les ROS sont eux aussi
directement impliqués dans I'activation du TGF-B par le relargage de la forme active du TGF-
B apres séparation au complexe latent contenant les polypeptides LAP et LTBP. C’est une
boucle d’auto-activation qui est mis en place entre les ROS et le TGF-f car cette cytokine peut
a son tour induire I'expression des enzymes productrices de ROS ainsi que supprimer
I’expression d’enzymes anti-oxydantes (273). L'ADN mitochondrial et les ROS peuvent ensuite
activer la voie de l'inflammasome et de I'IL-1B impliquée dans l'inflammation. L’ADN
mitochondrial oxydé cytosolique active I'inflammasome NLRP3 et va permettre I'activation et
le clivage de la caspase 1 qui pourra a son tour activer I'IL-1p. Cette signalisation peut hyper-
réguler les voies de signalisation telles que MAPK p38, JNK ou ERK1/2 donnant lieu a une
augmentation de I'expression du TGF-B puis des genes impliqués dans le processus fibrotique
(274). L'étude de I’ADN mitochondrial, des ROS ou encore de I'inflammasome pourrait donc
nous donner de plus amples informations sur la voie d’induction du TGF-B.

Aprées avoir exploré les voies d’induction potentielles du TGF-B, nous sommes
actuellement en train d’explorer les aspects pronostiques de cette voie dans les CSTN, en
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particulier par I'analyse des transcriptomes tumoraux de grosses séries publiques de cancers
du sein (TCGA, METABRIC), dans le but de savoir si I'activation de la voie du TGF-B existe de
facon basale dans certains cancers du sein, savoir dans quels sous types de cancers du sein
cette voie est la plus présente, et enfin déterminer si elle a un impact sur I'immunologie de
ces tumeurs (relation avec les signatures immunes, ou les infiltrats en cellules immunitaires),
et in fine un éventuel impact sur la survie des patientes.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence I'effet du cisplatine sur I'induction de
TGF-B. Cependant, d’autres traitements utilisés dans le cancer du sein peuvent étre associés
a ce mécanisme d’'immuno-résistance.

L’'exemple le plus concret est la radiothérapie, qui peut étre utilisée en association avec
la chirurgie dans le traitement du cancer du sein. Dans ce type de traitement, le TGF- peut
étre impliqué dans le phénoméne de résistance mais aussi dans I'induction d’une toxicité
tissulaire radio-induite. En effet, I’exposition aux rayonnements ionisants peut donner lieu a
une mort cellulaire de type apoptose ainsi que d’un processus de sénescence des cellules
irradiées induisant la libération de TGF-B dans le micro-environnement tumoral (275). Le TGF-
B va alors jouer son role de régulateur des cellules immunitaires anti-tumorales notamment
en favorisant les populations immunosuppressives telles que les CAF, les T-reg ou les TAM2.
Comme vu précédemment, ces différentes populations immunosuppressives vont alors
limiter I'action des cellules anti-tumorales et provoquer une résistance aux traitements (275).
Le ciblage du TGF-B par le fresolizumab, un anticorps monoclonal anti-TGF-B, a deux doses
différentes et en association a la radiothérapie chez des patientes atteintes de cancer du sein
métastatique, a montré l'induction d’une réponse immunitaire systémique favorable chez les
patientes traitées par la plus haute dose (276). De plus, le TGF- semble jouer un réle dans les
mécanismes de réparation de I’ADN par I'induction de la phosphorylation d’enzymes telles
que ATM et p53 provoquant ainsi I'adaptation des cellules tumorales a la mortalité radio-
induite. En effet, il a été montré que le ciblage du TGF-B permettait de limiter la réparation
des dommages a I’ADN radio-induits et de sensibiliser les cellules de CSTN a la radiothérapie
(277). Afin de limiter la résistance tumorale a la radiothérapie, une augmentation de dose
peut s’avérer nécessaire. Cependant, une augmentation des rayonnements ionisants peut
provoquer une toxicité tissulaire important. De plus, cette toxicité peut aussi étre due a
I'atteinte des tissus sains et de certains organes plus radiosensibles que d’autres. La toxicité
liée au TGF-B et la plus communément retrouvée est I'induction d’une fibrose radio-induite.
En effet, au niveau de la lésion, le TGF-B peut induire la prolifération et I'activation des
fibroblastes augmentant ainsi la production de tissus fibreux, inhiber la prolifération des
cellules épithéliales ainsi que la dégradation de la matrice extracellulaire (278,279).
L'utilisation d’un inhibiteur des récepteurs I/Il au TGF-B a permis de limiter I'effet pro-
fibrotique, pro-inflammatoire et pro-angiogénique de la radiothérapie. En réduisant ainsi
I'inflammation et la fibrose pulmonaire, la survie des souris traitées a été prolongée (280). La
radiothérapie pouvant permettre I'induction d’'une immunité anti-tumorale, I'association a
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I'immunothérapie semble pouvoir étre envisagée. Cependant, l'inhibition du TGF-B en
paralléle pourrait permettre d’éviter la résistance radio-induite. Dans les modéles murins peu
immunogénes 4T1 et TS/A, il a été montré que les rayonnements associés au blocage du TGF-
B ont permis de générer des lymphocytes T-CD8* efficaces et capables de provoquer une
régression tumorale et métastatique. De plus, I'association a une immunothérapie anti-PD-1
a permis de prolonger la survie obtenue par cette combinaison de traitements (281).

D’aprés la littérature, le TGF-B peut aussi étre induit par d’autres chimiothérapies
utilisées dans le traitement du cancer du sein et provoquer une résistance acquise. Par
exemple, apres I'analyse de biopsies avant et apres traitement néoadjuvant contenant des
anthracyclines et des taxanes, la chimiothérapie semble induire I'expression de génes associés
a la voie de signalisation du TGF-B (231). Plus précisément, in vitro, sur des lignées murines de
CSTN, le paclitaxel a montré son implication dans I'augmentation de la signalisation du TGF-
associée a I'expansion des cellules souches cancéreuses résistantes a la chimiothérapie. De
plus, 'utilisation du galunisertib, un inhibiteur du récepteur | au TGF-B, en association au
paclitaxel a permis de maintenir une inhibition de la croissance tumorale soutenant
I’hypothése de I'implication du TGF-B dans la résistance chimio-induite par le paclitaxel dans
le CSTN (231). Dans ce travail, nous avons étudié les effets du cisplatine, cependant, d’autres
sels de platine peuvent étre utilisés en fonction de I'état physiologique du malade. Le
carboplatine fait partie de cette famille de chimiothérapies et semble induire lui aussi le TGF-
B. En effet, dans une étude sur le cancer du poumon non a petites cellules, I'oxalipatine a
montré son implication dans l'induction de I'expression génique de Tgfb et de marqueurs de
la transition épithélio-mésenchymateuse. De plus, I'expression de PD-L1 semblerait étre
régulée a la hausse par le TGF-B laissant entrevoir I'intérét d’associer 'immunothérapie avec
cette chimiothérapie immuno-modulatrice (282).

IIl.  Evaluation de la faisabilité clinique

Nous pouvons désormais nous interroger sur la faisabilité clinique de cette association
de chimiothérapies. En effet, ces deux chimiothérapies sont connues pour avoir des toxicités
importantes chez certains patients. Le principal effet indésirable rapporté de I’éribuline est sa
toxicité hématologique notamment au niveau des polynucléaires neutrophiles. Ces
neutropénies de grade IV ou fébriles peuvent engendrer une modification de traitement voire
méme étre un facteur de comorbidité contournable par I'utilisation de G-CSF. Le cisplatine
présente une toxicité rénale pouvant provoquer une insuffisance rénale définitive. De plus,
cette molécule est la plus neurotoxique des sels de platine engendrant des neuropathies
sensorielles périphériques (283). Un essai clinique dans les tumeurs solides (NCT00415324) a
eu pour but de déterminer la dose maximale tolérée d’éribuline et de cisplatine, ainsi que
d’évaluer la toxicité, la sécurité de cette association. Les doses recommandées pour cette
association sont de 1.2 mg/m? (jours 1 et 8 par cycle de 21 jours) et de 75 mg/m? (jour 1 par
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cycle de 21 jours), respectivement pour I'éribuline et le cisplatine. Les effets indésirables les
plus importants retrouvés sont : les neutropénies et les anémies dues a la toxicité des deux
molécules sur la moelle osseuse. Il n’a pas été retrouvé d’augmentation de l'incidence des
neuropathies mais cela peut étre di a la durée de traitement assez courte. Les autres effets
indésirables retrouvés n‘ont pas été supérieurs a ceux rapportés dans d’autres études
cliniques. L'éribuline est éliminée essentiellement par le systeme hépatique (284) et pas par
le systeme rénal ce qui pourrait étre une preuve de la faisabilité de cette association.
Néanmoins, une étude chez des patients atteints d’insuffisance rénale a différents stades a
montré une diminution de la clairance de cette molécule ainsi qu’'une augmentation de
I’exposition. Cette étude recommande d’abaisser la dose a 1.1 mg/m? (habituellement 1.4
mg/m?) chez les patients atteints d’insuffisance rénale modérée ou sévere (285). L’étude dans
les cancers solides n’a cependant pas établi de modifications particulieres de la
pharmacocinétique lors de la co-administration de ces deux molécules de chimiothérapie.
D’apres le profil toxicologique établi, cette combinaison de chimiothérapies semble donc étre
envisageable. Un essai clinique de phase Il (NCT04517292) évalue actuellement I'efficacité
d’une combinaison d’éribuline/cisplatine versus gemcitabine/cisplatine dans le CSTN.

Les modalités d’utilisation de la combinaison éribuline-cisplatine sont donc établies chez
I’'homme. Sous couvert des précautions habituelles, et en particulier concernant la prévention
de la toxicité rénale et hématologique, I'association parait tout a fait faisable chez des
patientes atteintes de CSTN métastatiques.

Le ciblage du TGF-B et de PD-L1 est aujourd’hui une nouvelle piste investie par de
nombreuses études. Il est actuellement possible de cibler le TGF-B par des anticorps
monoclonaux ou des inhibiteurs des récepteurs du TGF-B1 et les résultats sont encourageants.
De nombreux antagonistes de la voie du TGF-B ont été ou sont actuellement en cours de
d’évaluation cliniqgue dans de nombreux types de cancers (286). Par exemple, le galunisertib
est un inhibiteur de tyrosines kinases ciblant le TGF-BR1. Cet inhibiteur a montré des effets
anti-tumoraux dans différents modeles murins de cancer comme le cancer du sein, du colon
et du poumon (287). De plus, il permettrait de prévenir la résistance des cellules tumorales
via le TGF-B induit par une chimiothérapie telle que le paclitaxel (231), et I'association avec
I'immunothérapie restaurerait I'efficacité des cellules immunitaires. Les laboratoires MERCK
et GSK ont récemment mis un point une protéine de fusion bi-spécifique permettant de cibler
conjointement le TGF-B et PD-L1 (M7824 ou Bintrafusp Alpha). Le M7824 permet de limiter la
toxicité d’un anti-TGF-B seul car il cible les tissus exprimant PD-L1, donc les sites
inflammatoires évitant ainsi la toxicité due a l'inhibition du TGF-B. De plus, I'efficacité anti-
tumorale est supérieure a une double immunothérapie et les résultats de cette étude
montrent une augmentation des TILs mais aussi de leur activation et prolifération avec ce
traitement. Cette protéine de fusion potentialiserait aussi les effets de chimiothérapies
immunogenes telles que l'oxaliplatine et le 5-fluorouracile par I'augmentation de la
production d’IFNy par les lymphocytes T-CD8* (228). Notre association de chimiothérapies
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permettant d’augmenter l'infiltration en T-CD8* semble donc adéquate pour étre combinée
avec cet anticorps. L’association du M7824 et de I'éribuline est actuellement en essai clinique
de phase Ib (NCT03579472) dans le cancer du sein triple négatif métastatique (288). Aprés des
résultats encourageants dans le cancer des voies biliaires (289), un essai clinique de phase I1/11I
(NCT04066491) est en cours de recrutement évaluant [Iefficacité de [I'association
gemcitabine/cisplatine +/- le M7824. D’autres essais cliniques de phase I/Il sont actuellement
actifs ou en cours de recrutement dans le cancer du poumon non a petites cellules
(NCT03840915) et dans le cancer du col de l'utérus (NCT04551950) évaluant I'efficacité de
combinaison de chimiothérapies (dont le cisplatine) et de M7824.

Il apparait donc possible que I'association de I'éribuline et du cisplatine soit utilisable
en clinique pour traiter les patientes atteintes de CSTN. De plus, leur association en
combinaison avec un traitement ciblant le TGF-B, (comme le galunisertib ou le M7824) et
permettant de rétablir I'efficacité de I'immunothérapie par anti-PD-L1, pourrait étre
envisagée en essai clinique. Nos données pré-cliniques sont encourageantes et pourraient
inciter a proposer dans un essai de phase précoce, une association cisplatine-éribuline
associée a un co-ciblage de I'axe PD-L1/PD-1 et du TGF-B pour des CSTN en rechute post-
anthracyclines-taxanes. Cet essai clinique serait bien sur associé a un volet de recherche
translationnelle destiné a confirmer en clinique humaine les données biologiques observées
dans nos modeles murins.
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ANNEXES

Annexe 1: Présentation des anticorps primaires utilisés pour le western blot

Poids
Anticorps primaires Clone moléculaire Espece Fournisseur Dilution

(kDa)
Anti-Phospho-EIF2a D7D3 38 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
(Ser51)
Anti-EIF2a 38 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
Anti-Phospho-TBK1 D52C2 | 84 Lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
(Ser172)
Anti-TBK1 84 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
Anti-LC3 A/B D3UAC | 14,16 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
Anti-Phospho-Statl 58D6 84,91 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
(Tyr701)
Anti-Statl 84,91 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
Anti-Acétyl-NF-kB 65 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
(Lys310)
Anti-NF-kB 65 lapin Cell Signaling 1:1000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
Anti-HSC70 B-6 70 souris | Sant Cruz | 1:5000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)

Technology

Anti-Actinef AC-15 42 souris | Sigma Aldrich | 1:5000 (TBS-T 0.1% BSA 0.5%)
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Annexe 2: Séquences des amorces murines utilisées pour amplifier les ARNm par RT-gPCR

Gene Amorce sens Amorce anti-sens
ActineB 5’-ATGGAGGGGAATACAGCCC-3’ 5’-TCTTTGCAGCTCCTTCGTT-3’
Atf4 5’-CATGGGGCCTTTAGGACGAT-3’ 5’-GCCCTAAACCCGCCCTTTAT-3’
Cd274 5’-GCTTCTCAATGTGACCAGCA-3’ 5'-GAGGAGGACCGTGGACACTA-3’
Cxcl10 5’-CCAAGTGCTGCCGTCATTIT-3’ 5’-TTCATCGTGGCAATGATCTCAAC-3’
Ddit3 5’-GCAGCGACAGAGCCAGAATAA-3’ 5'-CTGCTTTCAGGTGTGGTGGT-3’
H2kd 5’-TGAGAAGGAGAAACACAGGTGG-3’ 5’-GTTTGGCTGAACCAGCAAGG-3’
H2dd 5’-AGTGGTGCTGCAGAGCATTA-3’ 5’-GTGCCTTTGGGGAATCTGTG-3’
Mult1 5’-AGCTCATGTTGCACTGGAAA-3’ 5’-CATCCAAGAGAGGTGGTGGT-3’
Rael 5’-CCCCAGTATCACCCAGCTTACAT-3’ 5’-CCCTCCTCTGGCCTCTCCTT-3’
Serpinl 5’-GTTCATCGCTGCACCCTTTG-3’ 5’-CTGCTCTTGGTCGGAAAGACT-3’
Tap1 5’-CTGGGAAAAGTGCATCAGTCAC-3’ 5’-AATGAGACAAGGTTGCCGCTG-3’
Tapasin 5’-AACCTGCCACACTGCTACTG-3’ 5’-AGACTTCTGGCCCACTTCG-3’
Tgf6R2 5’-ACGTTCCCAAGTCGGATGTG-3’ 5’-GTTTCAGTGGATGGATGGTCCT-3’
Tgf6R3 5’-CTGCCAAGGGAGGTTCACAT-3’ 5’-AGAACCCTCCGAAACCAGGA-3’
Tgf61 5’-CCCAGTCTCCATACATTAACCC-3’ 5’-CACCATCACCTTGAACTCTGAC-3’
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Annexe 3: Anticorps utilisés pour la cytométrie en flux

Anticorps Clone Fournisseur

Anti-mouse PD-1 VioBlue HA2-7B1 Milteny
Anti-mouse Ly6C VioGreen 1G7.G10 Miltenyi
Anti-mouse F4/80 BV605 BMS8 Biolegend
Anti-mouse Ly6G BV650 1A8 Biolegend
Anti-mouse CD11b BV785 M1/70 Biolegend
Anti-mouse HLA-DR Alexa fluor 488 M5/144.M5.2 Biolegend
Anti-mouse PD-L1 PE 10F.9G2 Biolegend
Anti-mouse CD45 APC REAT737 Miltenyi
Anti-mouse CD4 VioGreen REAG604 Miltenyi
Anti-mouse CD8 BV605 J3-6-7 Biolegend
Anti-mouse Tim3 BV785 RMT3-23 Biolegend
Anti-mouse Foxp3 PE VioBright 515 REA788 Miltenyi
Anti-mouse Ki67 PE REA183 Miltenyi
Anti-mouse NKp46 PE-Vio770 REA815 Miltenyi
Anti-mouse CD3 Alexa Fluor 700 17A2 Biolegend
Anti-mouse TNFa BioBright 515 REAG36 Miltenyi
Anti-mouse Granzyme B PE REA226 Miltenyi
Anti-mouse IFNg PE-Cy7 XMG1.2 Biolegend
Anti-mouse CD45 VioBlue REAT37 Miltenyi
Anti-mouse CD140a BV605 REA637 Biolegend
Anti-mouse CD140b APC-Vio770 REAG34 Miltenyi
Anti-mouse CD31 BV785 REA784 Biolegend
Anti-mouse FAPa AF488 BiossAntibodies
Anti-mouse CD26 PE REA1196 Miltenyi
Anti-mouse CD49f PE-Vio770 REA518 Miltenyi
Anti-mouse CD24 PE-Vio770 REAT743 Miltenyi
Anti-mouse CD326 EPCAM PE-Vio770 REA977 Miltenyi
Anti-mouse Podoplanine APC-Vio770 8.11 Biolegend
Anti-mouse Viobility Fixable Dye V405/452 Biolegend
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Annexe 4 : Panel des genes utilisés pour I'analyse transcriptomique

Antigenic . )
] . Chemokines/IFN type | |Adaptative response
presentation/Dendritic cells
H2-Aa Ccl11 Icaml
H2-Abl Ccl17 Klirbl
H2-D1 Ccl19 Klrcl
H2-Ebl Ccl2 Klirdl
H2-K1 Ccl20 Klirk1l
H2-T23 Ccl22 Ncaml
Tapl Ccl24 Ncrl
Tapbp Ccl28 Nkg7
Cd40 Ccl4 Raetlc
Cd40lg Ccls Ulbpl
Cd47 Cx3cl1 Cxcl10
Cd80 Cxcll Cxcl9
Cd86 Cxcl13 Cdio1
ltgax Cxcl16 Cd8a
Lrpl Cxcl2 Cx3crl
Siglech Cxcl3 Eomes
Cxcl5 Gzma
Cxcl7 Gzmb
Cxcl8 Hnfla
Ifi27 IL12rb2
Ifi35 Ifng
Ifi44 112p35
Ifitl l112rbl
Ifit2 121
[fit3 Irfl
Ifitm1 ltgae
Ifitm2 Prfl
Ifitm3 Slamf6
Ifnal/5/6/12/13/14/15/16/b Statl
Ifna2 Stat4
Ifna4 Thx21
Ifnbl Tnfa
Irf3 Tnfb
Irf7 cxcr3
Irfo Cd3e
Isg15 Cd4
Mx2 Ptprc
Oasla
Oas2
Oas3
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Annexe 5 : Stratégie d’analyse du panel lymphoide
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Annexe 6 : Stratégie d’analyse du panel cytokines
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Annexe 7 : Stratégie d’analyse du panel myéloide
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Annexe 8 : Stratégie d’analyse du panel CAF
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Annexe 9 : schéma récapitulatif des différentes étapes d’isolation des populations intra-

tumorales.
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Annexe 10 : courbes de croissances tumorales 4T1 en fonction des différents traitements.
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Simple Summary: Breast cancer remains the leading cause of death in women. Despite improved
treatment in recent years, new therapeutic options are still needed for some types of breast cancer. In
view of the poor response of breast cancer to immunotherapy, it is important to develop therapeutic
combinations in order to sensitize breast tumors to anti-PD-(L)1 immunotherapy. This review
presents the different combinations developed in pre-clinical and clinical studies according to the
immune characterization of breast cancers.

Abstract: Despite a few cases of long-responder patients, immunotherapy with anti-PD-(L)1 has
so far proved rather disappointing in monotherapy in metastatic breast cancer, prompting the use
of synergistic therapeutic combinations incorporating immunotherapy by immune-checkpoint in-
hibitors. In addition, a better understanding of both the mechanisms of sensitivity and resistance
to immunotherapy, as well as the immunological effects of the usual treatments for breast cancer,
make it possible to rationally consider this type of therapeutic combination. For several years, certain
treatments, commonly used to treat patients with breast cancer, have shown that in addition to
their direct cytotoxic effects, they may have an impact on the tumor immune microenvironment,
by increasing the antigenicity and/or immunogenicity of a “cold” tumor, targeting the immuno-
suppressive microenvironment or counteracting the immune-exclusion profile. This review focuses
on preclinical immunologic synergic mechanisms of various standard therapeutic approaches with
anti-PD-(L)1, and discusses the potential clinical use of anti-PD-1/L1 combinations in metastatic or
early breast cancer.

Keywords: breast cancer; PD-1/PD-L1 blockade; immune response; chemotherapies; kinase
inhibitors; targeted therapies

1. Background and Current Development of Inmunotherapy with Anti-PD-1/PD-L1 in
Breast Cancer

According to the latest global cancer statistics (GLOBOCAN 2020), breast cancer
(BC) ranks among the most frequently encountered cancers, with a rate of 11.7%. BC
accounted for 6.9% of cancer deaths in 2020, making it the leading cause of cancer death in
women worldwide [1]. BC has traditionally been classified into three subtypes associated
with different prognosis and substantial microenvironment heterogeneity. Among these
subsets, luminal cancers are characterized by estrogen (ER) +/— progesterone receptor
(PR) expression. Conventional systemic treatment (both in the adjuvant and metastatic
setting) is based on hormone therapy, and prognosis is relatively good. The second type,
called HER2-positive BC, is characterized by high expression of this receptor and does
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not express hormone receptors, and is treated with HER2-targeted therapies, most often
in combination with chemotherapy. Finally, the third type is triple-negative BC (TNBC),
which is characterized by the absence of expression of any of the three predictive markers
(i.e., ER, PR or HER2). Therefore, there is currently no specific targeted therapy for this
subtype, and chemotherapy remains the standard of systemic treatment, always in the
adjuvant or metastatic setting. The latter two types of cancer have a poor prognosis [2].

Tumor-mediated immune escape is one of the hallmarks of cancer that blunts cancer
cell detection and elimination by cytotoxic lymphocytes. This phenomenon implicates
a large number of biological processes, and one of them is immune checkpoint induc-
tion, such as cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) or PD-1, which have
suppressive functions against activation of anti-tumor lymphocytes. Blockade of these
immune checkpoints by monoclonal antibodies has positively impacted the therapeutic
management of a broad number of malignancies, by enabling profound and lasting tumor
responses to be obtained, albeit in a small subset of patients [3].

Historically, BC was not considered to be immunologically active, especially compared
to other tumors such as melanoma, renal or lung cancers [4,5], most often due to an
“immunologically cold” contexture, associating low immune cell infiltration (in particular,
cytotoxic T lymphocytes), and low tumor mutational burden (TMB). This is especially true
for HER?2 negative luminal tumors, which account for the overwhelming majority of breast
cancers [6].

Nevertheless, there is mounting evidence that some BCs can present a more favorable
immune biology, with a high level of tumor infiltrating lymphocytes (TILs). This infiltration
is associated with better prognosis and also has a positive predictive impact on chemosen-
sitivity, particularly in the context of neoadjuvant chemotherapy, where higher TIL level is
associated with higher probability of pathological complete response (pCR) [7,8]. However,
this prognostic and predictive impact of the efficacy of chemotherapy depends on the
breast cancer subtype, and is particularly marked in the triple negative and HER2 positive
subtypes, in which there is more often a higher TMB, as well as greater inflammatory
signature expression. Moreover, in the HER?2 positive subtype, the immune response (in
particular TIL levels) also seems to influence the effectiveness of anti-HER?2 treatments, in
particular monoclonal antibodies (possibly by the phenomenon of Antibody-Dependent
Cell Cytotoxicity (ADCQC)) [7,9-11]. Among TILs, the presence of CD8" T cells, as well as
the ratio between effector CD8" and regulatory FoxP3™ T cells, appears to be associated
with both better prognosis and long-term survival [7,12,13]. T cells infiltration is variable
between different breast cancer subtypes. Indeed, TNBC and HER2 positive tumors appear
to be the most CD8* T cells infiltrated with a median percentage of patients with high
CD8* T cells levels of 60% and 61% respectively compared to the RH+ subtype with 43%.
Furthermore, 70% and 67% of TNBC and HER?2 patients had high levels of FoxP3+ T cells
compared to 38% of HR+ patients [14,15].

These observations suggest that therapeutic strategies based on cytotoxic immune
cell stimulation and/or immunosuppression blockade can be effective for BC treatment.
Among these strategies, the discovery of immune checkpoints, which regulate immune
activation, and their blockade with monoclonal antibodies targeting PD-1/PD-L1, has been
considered and tested.

The first studies were carried out with anti PD-(L)1 monotherapy in patients with
advanced metastatic disease, and TNBC (supposed to be more immunogenic). Initial
studies carried out with atezolizumab (anti PD-L1) or pembrolizumab (anti-PD-1) as
monotherapy and in advanced stage, found objective response rates (ORR) around 20%
(including in patients with PD-L1 negative tumors), with long-lasting tumor responses
in some patients [16,17]. The mechanisms behind these very low response rates are still
largely unknown. Like other tumor types, certain breast cancer tumor cells are, for example,
capable of co-expressing PD-1 and PD-L1, which slows down tumor growth. Targeting
PD-1 or PD-L1 is then paradoxically able to stimulate tumor growth. Whether this mecha-
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nism could explain the poor results of anti-PD-1 or anti PD-L1 monotherapy remains an
unanswered question [18].

Higher ORRs were observed in patients treated in first line, especially if the tumor
expressed PD-L1 and if a higher level of TIL infiltration was observed [19]. In the various
cohorts of the Keynote 086 study (phase II), pembrolizumab monotherapy made it possible
to obtain higher response rates in patients with PD-L1 positive tumors, in the first line
of treatment (ORR: 23%, with 4% achieving complete response), compared to patients
who had already received chemotherapy, and not selected for tumor PD-L1 status (ORR:
4.7%) [20]. These first results, suggesting a greater benefit during early use, and when the
tumor expresses PD-L1 by immunohistochemistry, were confirmed in the phase III Keynote
119 study, in which pembrolizumab monotherapy was used in second or third line of
metastatic TNBC treatment, without better ORR as compared to single-agent chemotherapy.
A significant increase in survival was nevertheless seen for patients with higher tumoral
PD-L1 expression [21]. Beyond mTNBC, avelumab, an anti-PD-L1, has been used as
monotherapy in patients with different subtypes of metastatic breast cancer, and yielded an
ORR of 2.8% for ER+/HER2— tumors, but no response in HER?2 positive tumors (compared
to an ORR of 5.2% in patients with mTNBC) [22].

These first results, therefore, seem to indicate that a small group of patients (difficult
to identify due to imperfect selection biomarkers) with metastatic breast cancer (and not
only of the TNBC subtype), may benefit from therapeutic approaches by ICB (immune
checkpoint blockade) monotherapy, but also that it is necessary to develop therapeutic
strategies in order to increase the number of responding patients. Thus, concerted efforts
have been made to better understand the mechanisms responsible for defects in sponta-
neous immune response against BC, and how to make it more efficient from a therapeutic
point of view, in order to rationally combine ICB with other treatments.

Many treatments used in oncology are indeed capable of inducing immunogenic cell
death (ICD) [23,24]. ICD is a mode of drug-induced cell death characterized by molecular
hallmarks including the release of damage-associated molecular patterns (DAMPs) by
dying cancer cells [25]. ICD can initiate efficient antitumor immunity, and thus augment
the therapeutic effect of a given cytotoxic drug [26]. Besides this effect, some commonly
used chemotherapies also appear able to modulate the tumor immune microenvironment
quantitatively or qualitatively, influence antigen presentation or release of tumor antigens
or chemokines, or are capable of remodeling the tumor stroma in a manner more favorable
to immune cell trafficking [27]. Since many chemotherapy drugs are able to act at these
different levels, and chemotherapy is part of the usual treatments for localized or metastatic
breast cancer, numerous studies involving ICB+ chemotherapy have been performed, in
TNBC and other subtypes.

Initial phase I-II trials testing combinations involved chemotherapies usually used for
the treatment of metastatic breast cancer (MBC), in particular nab-paclitaxel [28], or eribulin
mesylate [29], and clearly showed higher response rates (26-39%) than monotherapy with
ICB, whether in the first or second line, again with lasting tumor response. Following
these encouraging results, several randomized phase III trials were performed to confirm
the value of adding anti-PD(L)-1 treatment to first-line chemotherapy in metastatic TNBC
(mTNBC). However, currently available results from these studies are conflicting: the
IMpassion 130 trial (NCT02425891), which randomized patients to nab-paclitaxel vs nab-
paclitaxel + atezolizumab as first-line treatment for mMTNBC, showed a significant benefit
in terms of PFS in the overall population, but also an especially marked benefit in patients
with a PD-L1 positive tumors (7.5 vs. 5.0 months, p < 0.001) [30]. A benefit in OS was
not shown in the overall population, but an exploratory analysis in the PD-L1 positive
population highlighted a median OS of 25 months in the atezolizumab group, compared to
15.5 months in the placebo group. These results contrast with those from the IMpassion
131 trial (NCT03125902), in which mTNBC patients were randomized between paclitaxel
and paclitaxel + atezolizumab, with no advantage in terms of OS or PFS for patients
receiving anti PD-L1 [31]. These results are particularly intriguing, and remain unexplained,
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especially since a third study (Keynote-355, NCT02819518) conducted in the same type
of patient (first-line treatment of mMTNBC) reported a clinically meaningful improvement
in PFS among patients treated with pembrolizumab in combination with chemotherapy
(nab-paclitaxel, paclitaxel or gemcitabine-carboplatin) [32], compared to chemotherapy
alone. The pembrolizumab benefit was seen especially in patients whose tumor expressed
significant levels of PD-L1 by IHC (CPS score > 10) (median PFS 9.7 vs. 5.6 months).
Interestingly, in this study, patients treated with paclitaxel + pembrolizumab seemed
to benefit as much from ICB as those who received nab-paclitaxel + pembrolizumab,
compared to patients treated with the same chemotherapies plus placebo. The reasons
for these discordant results between phase III trials are not fully understood, and the
results of other first-line studies incorporating ICB in association with standard of care are
eagerly awaited (e.g., the IMpassion 132 trial NCT03371017 in mTNBC, or NCT03199885
in HER2+ BC). In this review, we will discuss some hypotheses that may explain these
differences from an immunological point of view.

Taking into account immunosuppressive load, and tumor clonal heterogeneity, proba-
bly at a lower level as compared to metastatic disease, it would be expected to obtain deeper
tumor responses in early breast cancer (eBC) with chemotherapy + ICB. As the efficacy
of neoadjuvant chemotherapy (NAC) can be evaluated by pathologic complete response
(pCR) in eBC, many clinical trials have evaluated the combination of chemotherapy + ICB
in this setting. Earliest phase Ib studies, like Keynote 173 [33] showed impressive pCR rates
of around 60% in PD-L1 unselected eTNBC patients. Higher pretreatment expression of PD-
L1, and stromal TIL levels were significantly associated with higher pCR rates. I-SPY 2 is a
phase II trial platform that is evaluating novel neoadjuvant agents on top of a classical NAC
backbone of taxane/anthracycline, with pCR estimation by Bayesian models. With this
approach, combining pembrolizumab with NAC made it possible to triple pCR probability
not only in eTNBC (60% vs. 20%), but also in ER+/HER2- eBC (34% vs. 13%) [34]. These en-
couraging results have prompted larger randomized trials comparing NAC to NAC + ICB
in eBC. In the phase II GeparNuevo trial [35], surprisingly, there was no difference in pCR
between patients treated with NAC alone and NAC + durvalumab, except in those with
a short run-in of durvalumab monotherapy before NAC + ICB (pCR: 61% vs. 44.2% in
the placebo arm). These results highlight the need to better understand how to sequence
ICB with chemotherapy, and to discover the optimal “immunologic window” in which
to use immunotherapy during the treatment course. Of note, after extended follow-up,
patients treated with durvalumab had better 3-year survival (distant-DFS, and OS) [36].
More recently, 2 phase Il randomized trials clearly indicated a significant benefit of adding
anti-PD-(L)1 to NAC for the treatment of eTNBC: in the IMpassion 031 trial, an absolute
PCR increase of 17% was observed in patients randomized to the atezolizumab + NAC arm,
compared to NAC alone (58% vs. 41%) [37]. In the Keynote 522 trial, patients treated with
NAC + pembrolizumab had a pCR rate of 65%, significantly higher than in patients who
received NAC only (51%) [38]. Interestingly, in these two positive studies, PD-L1 tumor
expression was not predictive of ICB benefit, but was associated with a higher probability
of achieving pCR, both with ICB + NAC, and with NAC alone. In contrast, in a third study
called neoTRIP [39], no difference in pCR was observed between patients treated with NAC
alone, and those treated with NAC + atezolizumab. An explanation for these apparently
contradictory results could be the nature of the chemotherapy backbone, which comprised
anthracyclines (sequenced with taxane +/— carboplatin) in IMpassion 031 and Keynote
522, but not in neoTRIP (paclitaxel + carboplatin). Given the differences in immunological
properties of these drugs, which we will discuss in this review, these clinical results high-
light the importance of considering the therapeutic partners of ICB from an immunological
perspective. In eTNBC, many other large clinical trials evaluating PD-(L)1 blockade are
ongoing, in the neoadjuvant setting (like NSABP B-59 NCT03281954), the adjuvant setting
(Impassion 030 NCT03498716), or in post-neoadjuvant high risk patients with post-NAC
residual disease (SWOG S1418/BR006 (NCT02954874), A-Brave (NCT02926196). The same
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neoadjuvant strategy incorporating pembrolizumab with standard NAC is also being
explored in high risk ER+/HER2- eBC patients in the Keynote 756 study (NCT03725059).

Several lessons can be learned from these clinical and biological results. First, concern-
ing the predictive value of PD-L1 status, all these studies show that it is not the perfect
biomarker for predicting the benefit of immunotherapy. Moreover, while increased ex-
pression of PD-L1 makes it possible to select a population who probably benefit more
from immunotherapy (in monotherapy or in combination with chemotherapy compared to
chemotherapy alone), on the other hand in early stage disease (neoadjuvant setting), PD-L1
expression is probably linked to intra-tumoral immune response and TIL infiltration, which
is a prognostic and predictive factor for chemotherapy efficacy. In TNBC, the differences
in the efficacy of chemotherapy + immunotherapy combinations between localized and
metastatic stages are probably partially explained by the immunosuppressive load, and
increasing tumor heterogeneity with more advanced disease stage, [40—42]. Moreover,
metastatic spread could also reflect escape from immune surveillance at the primary tu-
mor site, and thus, the presence of immunoselected disease that may be less sensitive to
immunotherapeutic approaches [43]. As “hot” immunogenic BC components are usually
more chemo-sensitive, the metastatic disease is probably also enriched in “cold” tumor
clones, previously selected by initial chemotherapy. For metastatic patients, the predictive
value of PD-L1 expression is also partly related to the presence of an anti-tumor immune
response, and suggests that it is essential to use therapeutic partners capable of converting
a cold and/or immunosuppressed tumor microenvironment into a hot, activated immune
context, in order to sensitize the tumor to PD-1 blockade. However, considering the im-
munological properties of paclitaxel (the most widely used first-line treatment in mTNBC),
it is unlikely that this drug class is the best companion for immunotherapy in BC. Indeed,
preclinical and human data have shown that paclitaxel is not a strong ICD inducer and has
a limited effect on selective depletion/inhibition of immunosuppressive cells [27,44]. In
the absence of a clear and substantial benefit of chemo-immunotherapy in metastatic BC, it
seems essential to consider new therapeutic combinations by exploring the immune effects
of different therapies. This “pick the winner” approach was recently tested in the TONIC
trial [45], and showed that not all chemotherapies used in MBC have the same effect on the
induction of an immune response amenable to enhancing the efficacy of immunotherapy
with nivolumab.

Several important points should thus be taken into account: (i) the immunological
effect of the therapies conventionally used in BC (targeted therapies, chemotherapy, ki-
nase inhibitors, etc.) and (ii) the immune tumor microenvironment. The immunological
effects of drugs can vary widely, but the tumor itself can also modulate its environment in
various ways, in quantitative, qualitative and topographical terms, to make it hostile to
the immune response. This leads to the appearance of different tumor subgroups, namely
inflammatory tumors termed “hot” tumors; non-inflammatory or “cold” tumors, and
“immune-excluded” tumors. A hot tumor is described as a tumor highly infiltrated by
immune cells and frequently associated with high PD-L1 and interferon-y (IFNvy) signature
expression (and therefore, a priori, sensitive to anti-tumor immunity). Conversely, a cold
tumor is characterized by a paucity, or total lack of immune cell infiltration and anti-tumor
immune response [46]. Inmune-excluded tumors are tumors where the action of the im-
mune system is limited by the presence of a physical barrier that prevents the immune cells
from infiltrating the tumor. There is thus a strong rationale for combining immunotherapy
comprising an anti-PD-L1/PD1 checkpoint inhibitor with therapies capable of converting
a cold tumor into a hot tumor, enabling increased expression of PD-L1. On the other
hand, it also seems possible to combine ICB with some conventional therapies capable of
eliminating the physical barrier, thereby activated and efficient immune cells to infiltrate
the tumor.

The objective of this review is to take stock of preclinical and clinical data in order
to identify, among the therapies used in breast cancer, those most relevant to sensitize:
(i) non-immunogenic or non-antigenic cold tumors, (ii) immunosuppressed cold tumors,



Cancers 2021, 13, 5999

6 of 25

and (iii) immune-excluded tumors. There are currently a large number of clinical trials
testing therapeutic combinations with immunotherapy in breast cancer, most of them
evaluating combinations incorporating PD-(L)1 inhibitors [47].

2. Turning a Non-Antigenic and Non-Immunogenic “Cold” BC Tumor into a
“Hot” Tumor

It now well recognized that the quantitative and qualitative composition of the tumor
immune micro-environment influences not only the prognosis of the disease but also
the effectiveness of certain treatments such as ICI. Patients with apparently the same
type of tumor can in fact have immunologically very different immune TME, which is
important to know in order to adapt the therapeutic strategy. In a simple way, tumors
can be divided into two main categories according to their immune TME. “Hot” tumors
are characterized by a strong infiltration of T lymphocytes, transcriptomic signatures of a
favorable inflammatory response (interferon-y), and frequently a strong expression of PD-
L1 testifying to this immune response. These tumors have a high probability of responding
well to therapeutic approaches based on ICI. Conversely, cold tumors are characterized by
low T lymphocyte infiltration (immune desert) or T infiltration remaining at the periphery
of the tumor (immuno-excluded phenotype), associated with the absence of other signs
of an effective inflammatory response [48,49]. Several mechanisms can explain the “cold”
tumor phenotype associated with resistance to PD-(L)1 blockade. The two main ones are:
(i) loss of antigenicity, and/or (ii) loss of immunogenicity.

Poorly antigenic tumor can be explained by a low tumor mutational burden (TMB),
which is common in BC [50], and associated with a lower probability of expressing tumor-
specific antigens (neoantigens). Tumor cells can also lose their capacity for antigen process-
ing and/or presentation, for example after genetic deletion of MHC-I loci or by JAK1/2
mutation and subsequent inhibition of INFy-induced MHC-I expression [51-54]. Reduced
expression of MHC I has been observed in human breast cancer samples [55].

The absence of immunogenicity may be due to low release during ICD of DAMPs
such as extracellular high mobility group box 1 (HMGB1), adenosine tri phosphate (ATP),
calreticulin (CRT), or double-stranded DNA (dsDNA) (Figure 1), and/or the induction of
inhibitory pathways, such as toll like receptor 4 (TLR4) signaling inhibition, CD39/CD?73,
CD47 or Trex expression [56]. Accordingly, tumors with both poor antigenicity and a low
level of inflammation are generally much more resistant to immunotherapy [57]. This is the
case of the majority of BC, which present both a low TBM and a low level of inflammation,
unlike immunogenic NSCLC or melanoma tumors [58]. Therefore, identifying therapies
that can upregulate antigenicity and/or immunogenicity in breast tumors is essential to
sensitize these tumors to immunotherapy, particularly inhibitors of the PD1/PD-L1 axis.
The first part of this review will therefore focus on the effects of existing therapies capable
of stimulating these two biological processes.

2.1. Therapeutic Approaches to Increasing Antigenicity
2.1.1. Poly ADP Ribose Polymerase Inhibitors (PARP4i)

PARPi (olaparib, talazoparib) are currently approved for MBC patients with deleteri-
ous germinal BRCA1/2 mutations. These tumors with homologous repair deficiency and
treated with PARPi are characterized by high genomic instability, and high numbers of
DNA breaks, thus generating dsDNA fragments able to activate the interferon pathway
(and thus increased MHC expression) in treated cancer cells by stimulating the STING
(Stimulator of Interferon Genes) pathway [60,61]. Moreover, it has been postulated that
this high genomic instability could also generate non synonymous mutations, translating
into potentially immunogenic neoantigens. These BRCA-mutated tumors have been also
described as being more infiltrated by immune cells [62].

Additionally, in cancer cell lines, xenograft and syngeneic mouse models of BC, adminis-
tration of PARPi (olaparib and talazoparib) has been shown to induce PD-L1 expression [63].
In the context of BRCA2-deficient BC, Sato et al. reported that PARPi-induced dsDNA
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breaks could directly regulate PD-L1 through the ATM-ATR-Chk1 pathway, independently
of the type I interferon pathway [64]. A further study found that upregulation of PD-L1
was mainly linked to the increase in anti-cancer immune response and relied on activa-
tion of the STING/TBK1/IRF3 pathway by cytosolic dSDNA generation after olaparib
treatment [65]. Consequently, preclinical studies shown that the combination of PD-L1
blockade plus PARPi is additive against tumor growth in different TNBC and ovarian
models [60,63]. Based on the encouraging results of these preclinical studies, a series of
clinical trials are underway to assess the efficacy of PARPi in combination with ICl in a
wide range of cancers, including BC.
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Figure 1. Molecular basis of immunogenic cancer cell death (ICD) (Inspired by Galluzzi et al. 2016 [59]
and created with BioRender.com).

The association of durvalumab (an anti PD-L1) with olaparib in patients with germline
BRCA1/2 metastatic ER+ or TNBC yielded a disease control rate of 80% at 12 weeks
(primary efficacy endpoint), with a median duration of response of 9.2 months in the phase
I/II MEDIOLA [66].

The phase II Keynote-162/TOPACIO study evaluated the effect of a combination of
niraparib and pembrolizumab in mTNBC [67] (NCT02657889). This combination appeared
to be safe and provided an interesting antitumor effect (29% overall response rate), particu-
larly in patients with germline BRCA mutation (67% overall response rate) [67]. Moreover,
PD-L1-positive tumors responded better than PD-L1 negative (33% vs. 15%).

2.1.2. MEK Inhibitors

Multiple signaling pathways involved in oncogenesis can be activated in parallel to
the PD-L1 pathway during tumor immune escape. For example, the MAPkinase pathway is
involved in the fight against inflammation by inhibiting the secretion of pro-inflammatory
cytokines such as IFNy [68]. An interesting opportunity for therapeutic synergy is, there-
fore, to target oncogenic pathways when these also participate in immune escape. Accord-
ingly, inhibition of the MAP kinase pathway (frequently activated in many solid tumors
including BC) using a MEK inhibitor seems capable of increasing expression of MHC I
and II, PD-L1 expression, tumor infiltration by CD8" T cells, thereby sensitizing tumors to
anti-PD-1 immunotherapy [69,70].

It was recently observed that a combination of anti-PD-(L)1 and a MEK inhibitor
(trametinib) yielded an increase in MHC class I and II expression, and of PD-L1 in vitro
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in human and murine mammary cancer cells, as well as in vivo in mice [71]. In addition,
one study showed that, by adding trametinib to anti-PD1 treatment in mice, a significant
reduction in tumor volume was observed [70].

Conversely, the recent phase Il COLET study combining paclitaxel, atezolizumab
and cobimetinib (a MEK inhibitor) did not show any additional efficacy compared to
treatment with paclitaxel and atezolizumab only [72]. A possible explanation for these
disappointing results is that MEK inhibition could be detrimental to the functionality and
activation of T lymphocytes [73]. These preclinical data illustrate the difficulty of targeting
a cellular pathway that may have opposing roles in immune and tumor cells. Other BC
studies are under way with various MEK inhibitors such as selumetinib, which showed
an acceptable toxicity profile in combination with an mTORC1/2 inhibitor (vistusertib)
in a phase Ib/Ila trial, with lasting stability in mTNBC patients [74]. A phase I/1I clinical
trial of pembrolizumab plus binimetinib is currently ongoing in the setting of local and
metastatic triple negative breast cancer (NCT03106415).

2.1.3. CDK4/6 Inhibitors

CDK4/6 inhibitors such as palbociclib, ribociclib, and abemaciclib have led to im-
proved progression-free and overall survival in HR+ patients [75]. Some studies show that
treatment with CDK4/6 inhibitors increases MHC class I expression by BC cells. CDK4/6
inhibitors work primarily by suppressing the phosphorylation of retinoblastoma protein
(Rb) in cancer cells, which stops the cell cycle and inhibits proliferation. Besides these
anti-proliferative effects, it has been shown that CDK4/6 inhibitors can increase antigen pre-
sentation by MHC class I molecules in models of BC lines, and increase expression of MHC
class I and II molecules, partly through re-expression of endogenous retroviral sequences.
CDK4/6 inhibitors are also able to induce cell-cycle arrest and tumor cell senescence, thus
leading to the activation of the SASP (senescence-associated secretory phenotype); which
in turn can induce recruitment of immune cells into the tumor microenvironment [76-78].

In these mouse models, CDK4/6 inhibitors synergized with immunotherapy, or
immunogenic chemotherapy and increased survival in treated animals. The first phase
I/11 clinical study to show favorable results tested abemaciclib and pembrolizumab in
patients with HR + metastatic BC, and reported four patients (14%) with objective response
at 24 weeks [79]. Similar studies are under way in other types of cancer.

2.1.4. Combinations with Other Immunotherapies

Targeting the PD-1/PDL1 axis as the sole immunotherapy approach is arguably
insufficient to reinvigorate the anti-tumor immune response in many patients.

Complementary immunotherapy approaches to anti-PD-1/PD-L1 must therefore be
devised in order to increase the presentation of tumor antigens, increase tumor infiltration
into immune cells, and /or increase the activity of cellular effectors.

These alternative immunotherapy approaches make use of anti-tumor vaccines, cy-
tokines, or molecules targeting other activating or inhibiting checkpoints of the immune
response. The rationale for their combination with anti-PD-1/PD-L1 has been the subject
of many recent reviews, e.g., [80].

To date, relatively few combined immunotherapy approaches have been reported in
BC. However, many studies have been launched (with T-cell targeted immunomodulators,
other immunomodulators, cancer vaccines, oncolytic viruses, or T-cell targeted bispecific
mAb) [47]. Antibodies targeting LAG3 are one example of the type of immunotherapy
aimed at increasing antigenicity: LAGS3 is a surface molecule that binds to MHC class II
on antigen presenting cells, thereby preventing T cells from binding to MHC class II, thus
preventing their activation. A number of antibodies targeting LAG3 are under development,
as well as bispecific antibodies that engage both LAG-3 and PD-1/L1 (NCT03219268,
NCT03440437) (Table 1).
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Table 1. Immunotherapy combinations in clinical trial including anti-PD-(L)1 antibody:.

Trial Name/Number Phase Subtype/Condition Immunotherapy Combinations
NCT03219268 I HER2/TNBC Advanced MGDO013:Bispecific antibodies anti-LAG3/anti-PD-1
Solid Tumors
Advanced Cancer . . o . .
NCT03440437 I/1 . FS118: Bispecific antibodies anti-LAG3/anti-PD-L1
Metastatic Cancer
. XmAb®20717: Bispecific antibodies
DUET-2 NCT03517488 I Advanced Solid Tumors anti-CTLA4/anti-PD-1
. Nivolumab (anti-PD-1 antibody) + BMS-936558
NCT01968109 I/2a Advanced Solid Tumors (anti-LAG3 antibody)
AIPAC-002 . o . .
NCT04252768 I Metastatic Breast Cancer HR+ Eftilagimod Alpha (Soluble LAG-3 Protein) + paclitaxel
PF-04518600 (Anti-OX40 antibody) + Avelumab
(anti-PD-L1 antibody)
InCITe NCT03971409 I
nCITe Stage IV or Unresectable TNBC 4-1BB/CD137 agonist+ avelumab
Sacituzumab govitecan (anti-Trop2 antibody) + avelumab
. Tiragolumab (anti-TIGIT antibody) + Atezolizumab
NCT02794571 Ia/Ib Advanced /Metastatic Tumors (anti-PD-L1 antibody) + chemotherapies
NCT04584112 Ib TNBC Tiragolumab + Atezolizumab + chemotherapies
Spartalizumab (anti-PD-1 antibody) +
NCT03742349 I TNBC LAG525(anti-LAG-3 antibody) + NIR178 or capmatinib or

MCS110 or canakinumab (anti IL-1f antibody)

In addition, antibodies targeting PD-(L)1 checkpoint inhibitors can also be combined
with an antibody targeting the CTLA-4 molecule. The CTLA-4 receptor functions as an
immune checkpoint to moderate the immune response. It acts as a switch that will inhibit
the action of the lymphocyte when it comes into contact with CD80 or CD86 proteins on
the surface of an antigen presenting cell [81]. Thus, an anti-CTLA-4 strategy unblocks the
antigenic priming phase.

Dual co-inhibition of anti-CTLA-4 and anti-PD-1/L1 has shown improved PFS and OS
in melanoma, and there is preclinical data to support its use in BC [82]. A pilot trial of dur-
valumab (an anti-PD-L1) and tremelimumab (an anti-CTLA-4) in metastatic BC observed
an ORR of 17% in ER+ patients, but an ORR of 43% in patients TNBC, suggesting that
patients with TNBC may be better candidates for this type of treatment [83]. Nevertheless,
the toxicity of this double inhibition remains a concern, as a recent analysis of trials in
melanoma/renal carcinoma showed increased efficacy but a near doubling of grade 3—4
toxicity compared to Ipilimumab as monotherapy. Dual bispecific immunomodulators
combining two inhibitory functions are under study [84]. A phase I trial on the XmAb20717
molecule, a combined PD-1 and CTLA-4 antibody in certain advanced solid tumors is
underway (NCT03517488).

The discovery of ICIs involved in T lymphocyte depletion such as LAG-3 or TIGIT has
also enabled the development of treatments targeting these molecules, some of which are be-
ing tested in advanced BC, in particular TNBC (NCT03742349, NCT01968109, NCT04252768,
NCT03971409, NCT02794571, NCT04584112).

2.1.5. Targeting Tumor Antigenicity with Immunological Synergy: The Paradigm of HER-2
Directed Monoclonal Antibodies

The HER2 oncogene is amplified in about 15% of BCs, and this tumor associated
antigen (TAA) constitutes a target for HER-2 directed monoclonal antibodies (mAbs).
These mAbs, e.g., trastuzumab, constitute a pivotal axis of treatment for this BC subtype.
In the past few years, it has become clear that part of the antitumor activity of trastuzumab
is in fact mediated by the immune system, especially by antibody-dependent cellular
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cytotoxicity (ADCC). Several studies have shown that induction of ADCC is associated with
an increase in TILs within the tumors of patients treated with trastuzumab [9,85,86]. Similar
observations have been made in preclinical mouse models, and in patients with other HER2-
targeting mAbs, such as pertuzumab and T-DM1 (an antibody-drug conjugate) [87,88].
In preclinical models of BC, these treatments synergize with diverse immunotherapies,
including anti PD-(L)1 [89].

Clinical responses have been observed with the association of trastuzumab and pem-
brolizumab in patients harboring trastuzumab-resistant tumors [90]. The combination of
T-DML1 + atezolizumab also seems feasible, without additional toxicity, but did not show
any benefit compared to T-DM1 alone in the KATE-2 study, except in patients with a PD-L1
positive tumor, in whom there was a slight benefit in PFS [91].

These clinical results are ultimately quite disappointing, but trials are still recruit-
ing patients at earlier stages of the disease, especially in the first line of metastatic
setting (NCT03199885).

2.2. Therapeutic Approaches to Increasing Immunogenicity

After seeing the impact of different therapeutics on the antigenicity of tumor cells,
a second step may be involved in the success of combination treatments containing im-
munotherapy, namely tumor cell immunogenicity. This concept has been demonstrated
in mouse models of colorectal cancer treated with anthracyclines [92]. After treatment,
and in addition to the purely cytotoxic effect, dying tumor cells may emit danger signals,
characterized in particular by the extracellular release of HMGB1 or ATP, membrane calreti-
culin (CRT) exposure, or secretion of type I interferons and chemoattracting chemokines
(CXCL10) (Figure 1). These “danger” signals are intended to alert and mobilize the immune
system to recognize antigens and eliminate tumor cells. The association of an immunogenic
therapy with immunotherapy therefore makes sense, by enabling the recruitment and
activation of immune cells within the tumor [26].

2.2.1. Chemotherapies

Among the chemotherapies currently used in BC, anthracyclines, notably doxoru-
bicin, epirubicin or mitoxantrone, are molecules known to induce ICD in different tumor
models [92,93]. ICD is considered as a stress response associated with the release of
diverse DAMPs (CRT, HMGBI1, ATP etc., Figure 1) in addition to enhanced antigen pre-
sentation [26,27]. Among the DAMPs, HMGBI release and CRT re-localization has been
established in BC following exposure of human tumor cells in vitro, but also in vivo in
patients treated with doxorubicin or paclitaxel [94]. Moreover, the efficacy of anthracycline-
based adjuvant chemotherapy has been shown to be associated with the integrity of the
HMGB1/TLR4 axis [95,96]. In a trastuzumab-resistant HER2+ breast cancer model, an anti-
HER?2 conjugate carrying an anthracycline derivative was shown to induce ICD. Further,
combining this with an anti-PD-1 antibody improved tumor regression after treatment [97].
The combination of NKT cell activation with chemotherapy, e.g., gemcitabine or cyclophos-
phamide (currently used in BC treatment), enhanced the immunogenicity of breast tumor
cells by increasing ICD signals (CRT, ATP, HMGB1) in metastatic breast cancer [98].

A fourth hallmark of ICD has recently been discovered, linked to autocrine signaling
of type I interferons (INF-I). The release of nucleic acids by anthracycline-killed tumor
cells is detected by TLR3 on persistent viable cells, and acts as a transcription signal for
type 1 interferon genes. IFN-I in turn acts on their IFN-I receptors in an autocrine manner,
leading to an autocrine IFN-I signature that comprises essential chemotactic factors for the
recruitment of immune effectors, like CXCL10 [99].

Expression of chemoattracting chemokines seems crucial for the efficacy of ICIs [100],
and it is therefore important to know that certain chemotherapies, such as anthracyclines,
are likely to induce their expression.
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However, although chemotherapy and anti-PD1 synergy has been shown in many
preclinical models, few clinical trials have compared different chemotherapy regimens in
association with the same immunotherapy.

In the phase III Keynote 355 trial, the addition of pembrolizumab to chemotherapy as
the first treatment for patients with mTNBC showed an improvement in PFS regardless of
the associated chemotherapy (gemcitabine + carboplatin or different taxanes), but there was
no arm with anthracyclines [32]. Conversely, at advanced stages of the disease, doxorubicin
and cisplatin were shown to be more likely to give synergic responses in combination with
nivolumab in the phase II TONIC trial [45].

Interestingly, the only negative trial (no improvement in pCR with immunotherapy)
combining chemotherapy + immunotherapy in the neoadjuvant treatment of TNBC, is the
one in which neoadjuvant chemotherapy did not include anthracyclines [39].

There is therefore a growing body of indirect evidence suggesting that chemothera-
peutic agents capable of inducing ICD can synergize more effectively with anti PD-(L)1.

2.2.2. Radiotherapy

Radiation therapy is another type of treatment used in BC. In addition to inducing
lethal DNA damage in tumor cells, it appears to have an effect on tumor immunity. Indeed,
the exposure of tumor cells in vitro and in vivo to different doses of radiation appears to
lead to an increase in ICD signals and antigen processing machinery [23,100]. Radiotherapy
is able to induce ICD of tumor cells, in connection with danger signals emitted as a
result of DNA damage caused by radiation [101]. This could explain the abscopal effect
of radiotherapy, observed in certain patients [102]. Moreover, in preclinical models of
TNBC, Dovedi et al. showed that low dose fractionated radiotherapy could upregulate
PD-L1 ligand expression by tumor cells [103]. The combination of radiotherapy and
anti-PD-(L)1 immunotherapy produced effective anti-tumor immunity and long-term
control of the tumor. BC is a disease that is usually radiosensitive, and radiotherapy is
part of the standard treatment for localized breast cancer. Therefore, the association of
radiotherapy with immunotherapy could be synergic in BC, as has been shown in lung
cancer, for example, in the PACIFIC phase Il trial [104]. Many association studies including
radiotherapy are currently under way, and have recently been reviewed [105]. In BC, the
recently published results of a phase II trial show an encouraging response rate (17.6%)
in heavily pretreated patients when pembrolizumab is added to palliative irradiation of a
metastatic site [106,107].

Importantly, it should be noted that the optimal radiation therapy treatment plan
(dose and fractionation) to obtain optimal immunological synergy is currently unknown.

Depending on the scheme used, radiotherapy may also have immunosuppressive ef-
fects [108], part of which can be counteracted by anti-PD-1 drugs [102,103,109]. The timing
of the radiation therapy in relation to the administration of immunotherapy (concurrent or
sequential), and the administration schedule of the radiotherapy are possibly at the origin
of variable immunological consequences [23,103,108,109] and must be taken into account
in the therapeutic combinations. Research is currently ongoing to try to answer these new
questions, and to investigate the integration of stereotactic radiotherapy into combination
strategies with immunotherapy [110].

2.2.3. STING Agonists

STING agonists have emerged as good candidates to promote the recruitment of
immune cells in the tumor microenvironment. Indeed, the activation of this pathway leads
to the production of type I interferons and an adaptive immune response [111]. Injection
of cGAS-NP, a liposomal STING inducer, in preclinical BC models resistant to anti-PD-
L1 immunotherapy showed a strong increase in IFNf3 expression and secretion, as well
as STING/interferon o/ receptor (IFNAR)-pathway-dependent tumor regression [112].
The generation of an adaptive immune response was demonstrated by the rejection ob-
served following re-challenge of tumor cells from different mouse models, such as the
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4T1 TNBC, proving that administration of STING agonists provided long-lasting immune
memory [113]. The combination with anti-PDL1 immunotherapy is promising because, as
proven in melanoma, cGAMP would activate and recruit CD8* T cells in the microenvi-
ronment, and cGAS seems essential for the success of PD-L1 treatment [114]. Interestingly,
there seems to be immunological synergy between these treatments, and others capable of
strongly inducing breaks in DNA, such as PARPi (especially in BRCA-associated BC) [115].

Currently, there are few available human clinical data in BC and no clinical trials are
currently open.

3. Targeting the Immunosuppressive Microenvironment

In addition to cancer cells, tumors contain a repertoire of recruited immune and non-
immune cells that contribute to the creation of the “tumor microenvironment”. Among
these populations, certain cell types have immunosuppressive action, such as macrophages
associated with type 2 tumors (TAM2), regulatory T lymphocytes (Treg), tumor asso-
ciated neutrophils (TAN), Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC), or cancer asso-
ciated fibroblasts (CAF). Certain therapies are capable of inhibiting or depleting these
immunosuppressive populations, but also of inhibiting the cytokines produced by these
immunosuppressive cells. Targeting these cell populations could help to reduce immuno-
suppression within the tumor, which would in turn sensitize the tumor to immunotherapy
via checkpoint inhibitors.

3.1. Chemotherapies

Besides the possible induction of ICD, some chemotherapies are known for their
depleting effects on immunosuppressive populations, such as cyclophosphamide for Treg
lymphocytes [116] or gemcitabine or 5-fluorouracil for MDSC [117]. A preclinical evalua-
tion of a combination of anti-PD-L1 and cyclophosphamide in a mouse model of BC failed
to demonstrate a superior effect over cyclophosphamide monotherapy [118]. In contrast,
the phase I CHEMOIMMUNE trial of pembrolizumab following treatment with metro-
nomic cyclophosphamide is currently underway in lympho-penic patients with metastatic
BC (NCT03139851). Other chemotherapies are able to modify the phenotype of immuno-
suppressive cells. Indeed, paclitaxel enables repolarization of M2 type macrophages into
the M1 antitumor phenotype in a TLR4-dependent manner; this has been shown both
in vitro and in vivo in preclinical studies in a 4T1 BC model [119]. In addition, another
study revealed that paclitaxel at ultra-low concentrations enables the differentiation of
MDSCs into dendritic cells in vitro in a TLR4-independent manner [120].

3.2. IDO Inhibitors

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is an enzyme that converts tryptophan to kynure-
nine, exerting an immunosuppressive effect within the tumor microenvironment. Indeed,
kynurenine is an enzyme capable of inactivating effector T lymphocytes and promoting
regulatory T lymphocytes [121]. Like PD-L1, IDO is upregulated by T cells secreting IFNy
in the microenvironment as a means of immune escape, and both of these pathways are
potentially redundant pathways of immune suppression in BC that present TILs. The com-
bination of indoximod, an orally administered IDO inhibitor, and docetaxel has been tested
in solid tumors including BC. The results showed evidence of clinical activity: two partial
responses and two minor responses in BC were observed [122] (NCT01792050). Several
clinical trials are evaluating the activity of indoximod in combination with anti-PD1 in mul-
tiple types of tumors, including BC. Epacadostat is another inhibitor of IDO that recently
showed a response rate of 10% in combination with pembrolizumab in mTNBC [123].

3.3. The CD39/CD73/Adenosine Pathway

In BC, adenosine, produced by the CD39 and CD73 ectonucleotidases, mediates
numerous molecular pathways of immunosuppression, especially inhibition of T cell
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proliferation, cytotoxicity, or cytokine production [124,125]. Ectonucleotidase CD73 is
particularly expressed in TNBC, and is associated with chemo-resistance [126].

In a preclinical model of TNBC, inhibition of adenosine receptors synergizes with
anti-PD-1 in a CD8" T cell/NK cell/ and interferon-dependent manner [127]. Oleclumab,
an inhibitor of CD73, is currently under clinical evaluation in combination with pacli-
taxel + carboplatin + durvalumab (anti PD-L1) in the phase I/Il SYNERGY in mTNBC
patients (NCT03616886).

3.4. PI3K/AKT Inhibition

The PI3K/mTOR/AKT pathway is one of the most frequently mutated pathways in
BC, prompting the development of various pharmacological inhibitors (PI3 kinase, AKT or
mTOR) for BC treatment. Moreover, this pathway also participates in the development of
an immunosuppressive environment by increasing the expression of immunosuppressive
cytokines and chemokines. This occurs via the recruitment of MDSCs and regulatory T
lymphocytes within the tumor, and through an increase in PD-L1 ligand expression by
tumor cells [128,129]. Inhibitors targeting this pathway have been developed in recent years
such as ipatasertib (an AKT inhibitor), whose first results show a decrease in the number of
regulatory T lymphocytes within the tumor accompanied by an increase in differentiation
of CD8" lymphocytes into CD8* memory [130]. In addition, it has been shown that PI3K
inhibitors enabled polarization of M2 macrophages from an immunosuppressive phenotype
into M1-type macrophages of the antitumor phenotype. Inhibition of PI3Ky appears to
sensitize tumors to anti-PD-1 antibody therapy and to slow tumor growth by increasing
the level of CD4" and CD8" T lymphocytes within the tumor [131]. These encouraging
preclinical results have prompted the development of these associations in the clinic.
Indeed, a study testing ipatasertib in combination with atezolizumab and paclitaxel in
patients with localized or metastatic TNBC is currently underway (NCT04177108). Another
phase II clinical study combining a PI3K~y inhibitor, IPI-549 (because of the important
role of this PI3K isoform in the functions of immunosuppressive myeloid cells), with
atezolizumab and nab-paclitaxel is ongoing (NCT03961698).

3.5. HDAC Inhibitors

A number of pharmacological agents capable of modifying epigenetics, such as HDAC
inhibitors, are currently being investigated in BC.

Besides their direct effect on tumor cells (apoptosis, cell differentiation, growth inhibi-
tion), there is great interest in the potential of epigenetic therapy to prime the response to
immunotherapy in BC. Studies have shown that epigenetic modulation can promote an IFN
type I response and restore production of Thl-type cytokines and chemokines [132,133].
Another preclinical study showed that treating mice bearing solid tumors (including tu-
mors generated with the 4T1 mouse model) with the HDAC inhibitor entinostat, combined
with CTLA-4 and PD-1 antibodies, could eradicate both primary tumors and metastases
by reducing granulocytic MDSCs [134]. HDAC inhibitors are thus able to reduce the
immunosuppressive activity of Tregs and MDSCs [134,135].

A phase II clinical trial showed that adding entinostat to exemestane in patients
with advanced ER+ BC resulted in an 8.3-month improvement in OS compared to patients
treated with exemestane alone [136]. Exploratory studies on blood samples from 34 patients
showed a lower number of MDSCs, a decrease in CD40 expression of MDSCs, and an
increase in MHC class II expression on CD14" monocytes two weeks after treatment
initiation. No alteration of T cell phenotypes was observed. Multiple clinical trials are
under way evaluating the combination of epigenetic modulation with PD-(L)1 blockade, or
combined blockade of CTLA-4 and PD-1 [137].

3.6. CDK4/6 Inhibitors

Beside their effects on tumor antigenicity, CDK4/6 inhibitors increase the function
of effector T lymphocytes while markedly suppressing the proliferation of regulatory T
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lymphocytes [138]. Preclinical and clinical studies have confirmed the increased tumor
infiltration by T cells [139] and the decrease in Tregs in treated tumors [140].

3.7. Autophagy Inhibition

Certain immunosuppressive populations and their impact on the tumor microenviron-
ment, such as angiogenesis or hypoxia, can promote cancer stem cell (CSCs) resistance [141].
Conversely, CSCs can also interact with these immunosuppressive populations to activate
and stimulate them, such as inducing the recruitment and polarization of TAM2 [142].
CSCs are known to be involved in the metastatic capacity of cancers, particularly in breast
cancer [143]. Indeed, through their capacity for self-renewal, differentiation and prolifer-
ation, these cells will promote the aggressiveness of cancerous lesions. One strategy to
target CSCs is the inhibition of autophagy. Indeed, autophagy appears to promote the
maintenance and resistance of CSCs in tumors to anti-cancer therapies [144,145]. Targeting
this catabolic process could therefore become an interesting approach to limit resistant
CSCs. Numerous phase I/11 clinical trials evaluating the efficacy of autophagy inhibitors
such as chloroquine or hydroxychloroquine are currently being investigated in the treat-
ment of breast cancer [146]. Autophagy inhibition has also shown a positive impact on
inflammation and recruitment of cytotoxic populations and appears to improve the efficacy
of immunotherapy and justify its combination [147,148].

4. Counteract Immune-Excluded Tumors
4.1. Fibrosis

Some tumors manage to escape the immune system thanks to the formation of a barrier
around their perimeter that prevents the arrival of immune cells within the tumor bed. The
formation of this barrier can be explained by the marked fibroblast activation by tumor
cells and other immunosuppressive cells, via the influence of TGF-f1. Cancer-associated
fibroblasts (CAF) and tumor cells produce collagen and matrix proteins that participate
in the formation of a fibrous capsule, also called peritumoral fibrosis. Interestingly, in
TNBC, specific tumor microenvironment profiles (including a margin-restricted profile
of CD8 infiltration) are linked to different transcriptomic subtypes of TNBC [149]. A
margin-restricted profile of immune cells is more frequently observed in the mesenchymal
stem-like TNBC subtype. This fibrotic barrier consisting of dense tissue enables the tumor
to evade the immune system [150]. Furthermore, TGF-f1 produced within the tumor
microenvironment has a central role in immunosuppression, as this cytokine can alter the
efficacy of anti-tumor populations and promote pro-tumor populations [151]. Targeting
this molecule could therefore make it possible to sensitize BCs to other immunotherapeutic
approaches, including anti PD-(L)1. Several methods are currently available to target
TGEF-B1, such as monoclonal antibodies or TGF-31 receptor inhibitors. Tauriello et al. have
shown that in mouse models of colon and liver cancer, treatment with galunisertib, a TGF-
31 receptor II inhibitor, resulted in an increase in T-CD8* cell activation, associated with a
decrease in the number of metastases. In contrast, there appears to be no improvement in
survival when targeting TGF-f31 alone [152]. In addition, immune system involvement,
specifically CD8* T cells, was found to be involved in the response to galunisertib treatment
in a 4T1 mouse model of BC [153]. Bhola et al. combined galunisertib with paclitaxel
treatment in mice, and observed a decrease in tumor volume with inactivation of the
SMAD pathway, compared to paclitaxel treatment alone [154]. In BC, a combination of
galunisertib and paclitaxel is currently being tested in patients with TNBC (NCT02672475).

Targeting TGF-f31 is also possible with the use of monoclonal antibodies. Preclinical
use of dual immunotherapy comprising an anti-TGF-1 and an anti-PD-L1 significantly in-
creases mouse survival [155]. The authors proposed that TGF-f31, by repressing lymphocyte
infiltration within the tumor, prevents the action of anti-PD-1 or anti-PD-L1 treatment [155].
In humans, an anti-TGF-31 antibody, fresolimumab is being tested in clinical trials, par-
ticularly in combination with radiotherapy in MBC. Results to date showed that patients
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receiving the highest dose of fresolimumab had a favorable systemic immune response
and longer median OS than the lowest dose group (NCT01401062) [156].

In parallel, M7824 (bintrafusp alfa), a bifunctional fusion protein targeting TGF-3
and PD-L1, is currently being tested in phase II and III clinical trials for many types of
cancer. Compared to dual immunotherapy, M7824 showed greater anti-tumor efficacy in
the EMT6 preclinical model [157]. Clinical studies are evaluating the efficacy of M7824
in HER2+ breast cancer (NCT03620201) and in TNBC (NCT04489940). In addition, the
combination of this bispecific antibody with other therapies such as chemotherapy and
radiotherapy is also being investigated. The effects of the combination of M7824 and
chemotherapy with eribulin are currently being studied in TNBC (NCT03579472M). Lastly,
the combination of radiotherapy and the M7824 antibody is currently being investigated in
metastatic ER+/HER2— BC patients (NCT03524170).

4.2. Tumor Angiogenesis

Angiogenesis is the process of creating new vessels. During tumor growth, angio-
genesis is necessary to reduce hypoxia and increase nourishment for tumor cell develop-
ment [158]. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor (FGF)
are two angiogenic growth factors involved in tumor progression [159]. In addition to re-
ducing the density of neo tumor vessels, leading to hypoxia in cancer cells, anti-angiogenic
therapies could help to normalize the tumor vasculature, thus facilitating immune cell
trafficking in the tumor [160]. Moreover, certain agents targeting VEGF or its receptors have
also shown that they could selectively deplete certain populations of immunoregulatory
cells, as well as increase tumor expression of PD-L1 [161].

Pre-clinical data suggest that targeting the proangiogenic cytokines Vascular endothe-
lial growth factor A (VEGF-A) and angiopoietin-2 (Ang-2) by a bispecific blocking antibody
in an inducible model of BC leads to an increase in PD-L1 expression on epithelial cells in
response to the induction of IFNy and cytotoxic T lymphocytes. In this setting, combining
this approach with anti-PD-L1 immunotherapy yields a prolongation of survival in 30% of
mice compared to monotherapy [162].

The MORPHEUS phase 1b/1I clinical trial is currently recruiting patients HR+HER2—
or TNBC to evaluate the efficacy and toxicity of combining treatments with immunotherapy,
such as atezolizumab + bevacizumab + endocrine therapy or atezolizumab + bevacizumab
+ anti-CD40 (NCT03280563) (NCT03424005). The ECLIPSE II clinical trial is evaluating the
effects of combination immunotherapy in ER"HER2™ patients. Atezolizumab is combined
with anti-MEK, anti-PI3K or bevacizumab-+anti-MEK (NCT03395899). Another phase I1
clinical trial was conducted in women with TNBC treated by an anti-PD1 in combination
with a VEGFR?2 inhibitor. This combination seems to be effective, and to display strong
synergy, with an ORR of 43.3% vs. <20% for monotherapies (NCT03394287) [163].

New anti-angiogenic compounds like famitinib are also in development in association
with a new anti-PD-1, camrelizumab, in mTNBC with nab-paclitaxel as the chemotherapy
backbone (NCT04129996).

5. Other Approaches

Innovative new approaches to immunotherapy are being developed with the aim of
“heating up” cold or immune-excluded tumors. Among the options being investigated
is intra-tumor administration of talimogene laherparepvec (T-VEC), an oncolytic herpes
simplex 1 virus approved for the treatment of melanoma. A phase 1 trial of T-VEC in combi-
nation with neoadjuvant chemotherapy for the treatment of non-metastatic TNBC recently
reported that this combination was feasible and led to a complete response rate of 55% [122].
Other trials associating T-VEC with ICI are ongoing, for example TVEC + atezolizumab in
residual disease after standard neoadjuvant chemotherapy (NCT03802604).

Adoptive cell therapy using CAR-T cells or TILs in association with anti PD-(L)1 ICI
are starting to be developed in BC, and some case reports have shown that this strategy
can give strong and lasting tumor responses in very selected patients [164]. In mTNBC,



Cancers 2021, 13, 5999 16 of 25

numerous phase 1 trials are currently ongoing with CAR-T cells directed against various
tumor antigens (mesothelin, cMET, MUC1, ... ) [165].

It should be noted that many new effective cytotoxic treatments are currently being
developed in BC in the form of antibiotic-drug conjugates (ADC): even in the absence of a
strong immunological rationale, several combination trials are already testing anti-PD-1
with sacituzumab govitecan (an antibody targeting the human trophoblast cell-surface
antigen 2) (NCT03424005, NCT04468061), or ladiratuzumab vedotin [166].

6. Conclusions

Clinical results with anti-PD-(L)1 immunotherapy in breast cancer are mixed. It seems
that monotherapy with these ICIs is clearly not sufficient to induce a deep and lasting
response in the majority of patients, making it necessary to combine them with other
treatments to achieve therapeutic synergy (Figure 2).
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A large number of association trials are currently under way in all BC subtypes, and,
in parallel, in metastatic and in early stage disease. However, it is worrying to note that all
these efforts are moving forward in an uncoordinated manner, and most often without a
strong immunological rationale.

It is quite probable that treatments based on immunotherapy only work in certain
subgroups of BC subtypes and/or patients. Consequently, identifying these different
clinical-biological entities, and their respective probability of response, should be a priority,
in order to select the patients who may most benefit now from existing drugs (to clearly
confirm the benefit), and conversely to prioritize access to clinical research programs
for others, with a view to increasing the probability of response through therapeutic
associations. In addition, the optimal schedule of administration of ICIs targeting PD-1 or
PD-L1 with other therapeutic partners, their respective doses, and the treatment sequence
are points that remain to be clarified.

The challenges to be faced in the years to come are daunting if immunotherapy
is to reach its full potential in breast cancer. We must continue our search to find the
best possible combination for a given patient, depending on the subtype of disease, the
tumor immune microenvironment, and the patient’s immunological context (degree of
immunosuppression, microbiota, comedications, etc.).
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Résumé : Le cancer du sein triple négatif (CSTN)
est le sous-type de cancer du sein le plus agressif et
le plus difficile a traiter car 1’arsenal thérapeutique
est limité et D’efficacité réelle de I'immunothérapie
(notamment par anti PD-1/anti PD-L1) reste
controversée.

Dans le but de restaurer 1’efficacité anti-tumorale de
I’'immunothérapie dans cette pathologie, nous avons
étudié les effets immunologiques de deux molécules
de chimiothérapie fréquemment utilisées dans le
CSTN (I’éribuline et le cisplatine). En effet, leurs
effets immunogeénes, autrement dit leur capacité a
stimuler une réponse immunitaire spécifique a la
tumeur, ne sont pas ou peu décrits a ’heure actuelle.
Nous les avons ainsi combinés car leur association,
potentiellement faisable chez 1’homme, pourrait
permettre d’augmenter ’efficacité anti-tumorale.

Dans notre modele murin de CSTN (4T1), le
cisplatine semble étre une drogue immunogéne
(ICD), au contraire de 1’éribuline qui induit peu de
signaux permettant le recrutement et 1’activation des
cellules immunitaires. In vitro et in vivo, la
combinaison de ces chimiothérapies n’induit pas
plus de signaux de danger que le cisplatine seul, mais
permet d’augmenter Iinfiltration tumorale en

Abstract : Triple-negative breast cancer (TNBC) is
the most aggressive and difficult subtype of breast
cancer to treat as the therapeutic arsenal is limited
and the actual efficacy of immunotherapy (especially
anti PD-1/anti PD-L1) remains controversial.

In order to restore the anti-tumor efficacy of
immunotherapy regarding this disease, we studied
the immunological effects of two chemotherapy
molecules frequently used in TNBC (eribulin and
cisplatin). At this time, their immunogenic effects, in
other words their capacity to stimulate a tumor-
specific immune response, are not or rarely
described. We decided to associate them since their
combination is potentially feasible in human, and
thereby could increase anti-tumor efficacy.

In our mouse model of TNBC (4T1), cisplatin
appears to be an immunogenic drug (ICD) in contrast
with eribulin, which induces few signals allowing
the recruitment and activation of immune cells. In
vitro and in vivo, the combination of these
chemotherapies does not induce more danger signals
than cisplatin alone but increases tumor infiltration
of cytotoxic cells (T-CD8+ and natural Kkiller
lymphocytes).

Mots clés : mort cellulaire immunogeéne, cancer du sein triple négatif, éribuline, cisplatine, immunothérapie, TGF-B

cellules cytotoxiques (lymphocytes T-CD8* et
Natural Killer).

Malheureusement, 1’induction en paralléle de
I’expression de TGF-f (Transforming Growth
Factor Beta 1), une cytokine pro-oncogénique dans
un contexte tumoral, semble induire un
environnement tumoral immunosuppressif et pro-
fibrotique  potentiellement médié par les
fibroblastes associés au cancer (CAF) rendant la
tumeur résistante a 1’association d’un anti-PD-L1
avec les chimiothérapies. Ces deux phénoménes
sont donc susceptibles de s’opposer et de
contrebalancer les effets, en théorie favorables, de
I’augmentation du recrutement intra-tumoral de
cellules immunitaires.

Afin de remédier a ces phénomenes de résistance,
nous avons ensuite évalué Iefficacité de
I’association éribuline-cisplatine en combinaison a
une immunothérapie par anti-PD-L1 et un traitement
ciblant le TGF-B. L’ajout de cet inhibiteur a permis
d’augmenter ~ I’immuno-stimulation  par les
traitements et de restaurer 1’effet anti-tumoral de
I’immunothérapie auparavant inefficace dans notre
modele murin.

Keywords : immunogenic cell death, triple-negative breast cancer, eribulin, cisplatin, immunotherapy, TGF-§3

Unfortunately, the parallel induction of TGF-p
(Transforming Growth Factor Beta 1) expression, a
pro-oncogenic cytokine in a tumor setting, appears
to induce an immunosuppressive and pro-fibrotic
tumor environment potentially mediated by cancer
associated fibroblasts (CAF) causing the tumor to
be resistant to the combination of anti-PD-L1 with
chemotherapies. These two phenomena are thus
likely to oppose themselves and counterbalance the
theoretically favourable effects of increased intra-
tumor recruitment of immune cells.

To address these resistance phenomena, we then
evaluated the efficacy of eribulin-cisplatin in
combination with anti-PD-L1 immunotherapy and
TGF-B targeting therapy. The addition of this
inhibitor has increased the immuno-stimulation
through the treatments and restored the anti-tumor
effect of the previously ineffective immunotherapy
observed in our mouse model.
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