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Introduction

Le cancer du poumon constitue la premiére cause de mortalité par cancer en France et
dans le monde. Bien qu’ayant bénéfici¢ des nombreuses avancées médicales dans la prévention,
le diagnostic et le traitement des cancers, la survie des patients souffrant de cancer du poumon
reste médiocre, avec une survie a 5 ans approximativement de 20% tous stades confondus.
L’influence du systéme immunitaire sur le contréle et la progression tumorale est maintenant
clairement établie. Il a notamment été démontré que la composition en cellule immunitaire du
microenvironnement tumoral a un fort impact pronostique et prédictif de la réponse aux
traitements. L’introduction récente de I’immunothérapie ciblant le verrou immunitaire CTLA4
et PD-1/PD-L1 a constitué une avancée notable dans différents cancers et notamment le cancer
du poumon, avec I’hypothése d’une levée de I’immunosuppression induite par les cellules
tumorales. Toutefois, environ 20% des patients répondent a cette immunothérapie sans que 1’on
puisse en identifier leurs éligibilités. Si I’analyse du microenvironnement tumoral est parfois
incluse dans 1’étude des tumeurs, elle se limite souvent a la quantification des cellules

immunitaires sans prendre en compte les interactions spatiales de ces cellules.

L’analyse de l’interaction entre les cellules immunitaires du microenvironnement
tumoral représente le sujet de cette these et nous nous sommes intéressé aux interactions
spatiales entre les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes T FoxP3+ et les neutrophiles
CD66b+. Nous les avons identifiés, quantifiés et analysés leurs influences sur la survie et la
réponse aux traitements chez des patients atteints de cancer broncho-pulmonaire non a petites
cellules (CBNPC).

La premiere partie de ce document sera consacrée a 1’état des connaissances actuelles,
sur la prise en charge des CBNPC et I’efficacité des traitements anticancéreux, puis sur les
mécanismes de la tumorigenése et les relations entre le systeme immunitaire et la progression
tumorale. La deuxiéme partie sera dédiée au travail expérimental réalisé sur différentes cohortes

de patients atteints de CBNPC, en discutant de son intérét dans la prise en charge de ce cancer.
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Le cancer du poumon

I- Epidémiologie

En 2020, prés de 468 000 nouveaux cas de cancer ont été enregistrés en France. Sur la
période 2015-2020, ce sont prés de 1501 881 personnes qui ont souffert d’un cancer [1].
L’incidence des cancers est différente chez I’homme et la femme et est dominée par les cancers
sexe-spécifiques. En 2020, chez I’lhomme, les cancers les plus fréquents sont ceux de la prostate
(66 070 cas (25,4% des nouveaux cas)), du poumon (31 941 cas (12,3%)) et du cbdlon (25 781
cas (9,9%)) pour une incidence totale de 260 169 personnes. Chez la femme, ce sont ceux du
sein (58 083 cas (28%)), du cblon (22 280 cas (10,7%)) et du poumon (16 359 cas (7,9%)) pour
une incidence totale de 207 796 personnes. Avec prés des deux tiers des nouveaux cas
répertoriés (66,1%), ’homme est le plus touché par le cancer du poumon. Standardisé par I’age,
le taux de mortalité y est 3 fois plus important que chez la femme (35 pour I’Homme, 12.5 pour

la femme).

Au total, en France, tout sexe confondu, 48 061 nouveaux cas de cancer du poumon sont
répertoriés, soit 10,3% de I’ensemble des cancers diagnostiqués. Toujours en 2020, 185 621
personnes sont décédées d’un cancer, avec une mortalité¢ 1égérement plus élevée chez les
hommes (56,6%). Le cancer du poumon a la mortalité la plus élevée chez ’homme (25 214
(24%)), avant les cancers du colon (11 178 cas (10,6%)) et de la prostate (9 060 cas (8.6%)).
C’est le second cancer le plus meurtrier chez la femme (11 881 cas (14.7%)) juste apres le
cancer du sein (14 183 cas (17.6%)) mais avant celui du cblon (9 775 cas (12.1%)) (Figure 1).
Le cancer du poumon a donc I’incidence et la mortalité la plus élevé de I’ensemble des types

de cancers existants.

L’incidence des cancers a augmenté entre 1990 et 2010, au contraire de leurs mortalités.
Les mémes tendances ont été observées avec le cancer du poumon, mais avec un impact
différent selon le sexe. En effet, depuis 1990, I’incidence du cancer du poumon stagne et tend
a diminuer chez les hommes, alors qu’il augmente fortement chez les femmes (triplé entre 1990
et 2010). La mortalité suit également cette tendance (Figure 2) [1,2], cohérente avec
I’augmentation de la consommation de tabac chez les femmes [3]. Les prévisions de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) sont pessimistes et prédisent une augmentation de
I’incidence et de la mortalité des cancers du poumon entre 2020 et 2040 (39 100 nouveaux cas

en 2040 pour une mortalité de 32000 cas chez I’homme, 19 100 nouveaux cas chez la femme
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pour une mortalité de 14 300 cas). Le cancer du poumon touche particuliérement des personnes

agées, avec un age médian des patients de 68 ans chez I’homme et de 67 ans chez la femme en
2018 [4,5].

Estimated number of incident cases and deaths France, males, all ages (excl. NMSC)

Prostate

Lung

Colorectum

Bladder

Kidney

Melanoma of skin

Non-Hodgkin lymphoma

Liver

Pancreas

., W incidence
Leukaemia B Mortality
10 000 20000 30000 40000 50000 60000
Data source: Globocan 2020 International Agency for Ressarch on Cancer
Graph productian: Global Cancer Numbers Word Hesth
Qbservatory (hipyigeo arc.iv) 8.} Organizaten

Estimated number of incident cases and deaths France, females, all ages (excl. NMSC)
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Figure 1 : Incidence et mortalité estimée en France [1]
Entre I'nomme (Haut) et la femme (Bas), tout age confondu, en 2020
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Figure 2 : Incidence et mortalité actuelle et prévisionnelle du cancer du poumon [1]
(Gauche) : Incidence et mortalité par sexe pour le cancer du poumon en France standardisés par I'age
pour 100000 cas. (Droite) : Nombre estimé de nouveaux cas et mortalité associée entre 2020 et 2040,

hommes et femmes confondus, tout 4ge en France métropolitaine

Les avancées thérapeutiques des derniéres décennies ont montré une nette amélioration
de la survie des patients. La survie nette a 5 ans standardisée sur 1’age des personnes atteintes
d’un cancer du poumon augmente depuis plusieurs décennies mais reste mauvaise (13 % en
1989-1993, 17 % en 2005-2010, 20 % en 2010-2015 (18 % pour les hommes, 24 % pour les
femmes)) [4]. La majorité des cancers du poumon est diagnostiquée a des stades avancés de la

maladie, réduisant les possibilités thérapeutiques, ainsi que leurs efficacités.

En effet, les symptomes spécifiques de la maladie n’apparaissent qu’a des stades tardifs,
et les moyens de dépistage précoce font cruellement défaut. Une étude prometteuse de dépistage
par tomodensitométrie a faible-dose chez des patients a fort risque de cancer (antécédent
familiaux, BPCO (Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive)) a permis de diminuer
significativement la mortalité des patients touchés en dépistant les tumeurs a des stades plus
précoces de la maladie [5,6]. En France, une étude pilote de 1’Institut National de la Santé Et
de la Recherche Médicale (INSERM) et de la Société de Pneumologie de Langue Francaise

(SPLF) (Dépiscan) vise a reproduire ces résultats par scanner hélicoidal a faible dose [7].
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I1- Les facteurs de risque

1- Letabac

Le tabagisme actif est la lere cause de développement de cancer du poumon dans le
monde. En effet, plus de 80% des cancers du poumon lui sont directement attribuables [8]. Mais
de multiples études, au niveau mondial, ont montré que le tabagisme est également un facteur
de risque pour un nombre bien plus important de cancer : nasopharynx, nez et sinus, estomac,
rein, uretére, cervix, leucémie myéloide, colorectal et ovaire (mucineux) [9]. La cigarette
classique contient plus de 7000 substances chimiques, dont 60 sont cancérigenes avérés ou
suspectés [8] et connus pour induire, entre autres, des dommages de I’ADN des cellules et

affecter les mécanismes de sa réparation.

Le risque de développement de cancer du poumon est accru selon la durée du tabagisme
et de I’intensité de la consommation (calculé en paquet année, soit le nombre de paquet de
cigarette fumé par jour rapporté a une année). Cependant, la durée de consommation semble
avoir un effet plus important et proportionnel sur 1’incidence, au contraire de son intensité [10].
Toutes les formes de consommation de tabac sont concernées. Une étude sur 14 123 fumeurs a
montré une incidence plus importante de cancer du poumon pour les cigarettes « classique »
(tabac avec ou sans filtre) mais une mortalité équivalente, quel que soit le type de cigarette

consommé [10,11].

L’arrét de la consommation de cigarette réduit le risque de développement de cancer du
poumon, comparé aux personnes qui en poursuivent la consommation, mais cela n’en
réinitialise pas 1’incidence [10], qui restera plus élevée que chez les personnes n’ayant jamais
fumé. Un risque 3 fois supérieur au non-fumeur chez les patients ayant fumé et qui ont arrété
apres 25 ans d’abstinence a notamment été rapporté [12]. Les femmes s’en sortent légérement
mieux. Une étude (WELCA study (Women Epidemiology Lung Cancer)) a montré que les
fumeuses atteignent un risque de développement de cancer du poumon équivalent aux non-
fumeuses aprés 20 ans d’abstinence [13]. Ces résultats sont en accord avec de nombreuses
études montrant que les femmes survivent globalement mieux que les hommes face au cancer

du poumon [14].

Le tabagisme passif est aussi concerné et correspond a la respiration de la fumée de
cigarette expiré par un fumeur. Cette fumée, dites « secondaire », est tout aussi nocive sur la

santé que la fumée « primaire » de la cigarette. Sur une cohorte d’adultes norvégiens (Nord-
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Trendelag Health Survey 2 study) de 65 229 personnes suivies pendant 18 ans, les personnes
ayant rapporté un tabagisme passif au cours de leurs vies ont montré un risque accru de 30% de
développer un cancer du poumon [15].

2- L’exposition professionnelle

Les personnes travaillant dans les secteurs industriels et agricoles sont les plus touchées
par la survenue de cancer du poumon, ou I’exposition a des matériaux irritants ou nocifs pour

la santé sont fréquents.

L’amiante est le facteur de risque d’origine professionnel le plus fréquent pour les
cancers du poumon. Plusieurs études ont montré le lien entre 1’exposition professionnelle a
I’amiante et le développement de cancer du poumon [16]. Le mécanisme d’action est cependant
mal connu. L’amiante est un minéral fibreux principalement utilisé dans la construction pour
ces capacités d’isolation thermique et phonique. De nombreux batiments construits au cours du
XXeéme siecle contiennent de 1’amiante et représentent un danger pour toutes les personnes y
travaillant. Il est interdit depuis 1997 (décret n° 96-1133 du 24 décembre 1996)) en France et

progressivement remplacé par d’autres matériaux isolants moins dangereux.

D’autres substances cancérigenes sont connues pour favoriser la survenu d’un cancer du
poumon et sont inscrites dans les tableaux des maladies professionnelles. En 2022, 19 affections
conduisant a un cancer du poumon sont classées. Peuvent étre cité, a titre d’exemple,
I’inhalation de poussieres ou de vapeurs arsenicales, de cadmium, une exposition aux
rayonnements ionisants, 1’exposition aux goudrons et huiles de houille... L’ensemble des
affections est consultable sur le site de I’'IRSN (Institut de Radioprotection et de Sureté

Nucléaire) [17] et publié au Journal Officiel.

3- La pollution de I’air

Plusieurs études ont montré un lien entre la présence de particules fines dans 1’air et la
survenue d’un cancer du poumon : I’une aux Etats-Unis (Adventist Health and Smog Study-2
(AHSMOG-2)), débutée en 2010 a suivi 80 285 personnes pendant plus de 7 ans [18], 1’autre
en France par ’INSERM sur une cohorte de 20 625 personnes (cohorte GAZ et Electricité
(GAZEL)) créée en 1989 [19] et suivi plus de 25 ans. L’étude de 17 cohortes européennes
(European Study of Cohorts for Air Pollution Effects (ESCAPE)) a montré que I’exposition
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aux particules de moins de 2.5um (PM2;5), originaires des résidus de combustion incomplétes

du pétrole et de la biomasse, est le principal acteur de 1’augmentation de cette incidence [20].

4- Le radon

Le radon est un gaz radioactif provenant de la désintégration du radium. Il est
naturellement présent dans les sols et les roches granitiques et volcaniques. En France, on le
retrouve dans des proportions plus importantes dans les zones montagneuses du Massif Central,
les Vosges et la Bretagne. Il est classé cancérigene par le Centre international de recherche sur
le Cancer (CIRC) depuis 1987. Un lien entre I’incidence du cancer du poumon et la présence

de radon est clairement établi [21].

5- Les antécédents familiaux et personnels

Des antécédents familiaux de cancer du poumon sont généralement un facteur de risque
de développement de cancer du poumon. Une étude dirigée par I’ International Lung Cancer
Consortium (ILCCO) a montré que les personnes dont 1’un des parents souffre d’un cancer du
poumon a un risque de développement de cancer du poumon augmenté de 50% en comparaison
d’une personne sans antécédents familiaux, apres ajustement du statut tabagique et d’autres
paramétres cliniques [22,23]. Une autre étude portant sur des jumeaux scandinaves a montré
des résultats similaires (Nordic Twin Study) [24]. Ceci traduit I’implication génétique dans

I’étiologie du cancer du poumon.

Des antécédents personnels sont aussi facteurs de risques. En effet, les personnes ayant
déja eu un cancer du poumon ont également un risque plus important d’en développer un
second. Une étude a montré que parmi les personnes ayant souffert d’un cancer, un douzieme
d’entre eux (1/12¢me) va développer un autre cancer. Par ailleurs, le cancer du poumon est

celui qui est le plus fréquent dans ce cas [25].

Ainsi, des facteurs génétiques assurant une meilleure protection face au cancer du
poumon. Des prédispositions génétiques au cancer du poumon ont été observées, en particulier
les mutations germinales T790M et V843l du gene codant pour le récepteur au facteur de
croissance epidermique (EGFR) [26]. Notamment, la mutation T790M est connu pour entrainer
une resistance aux thérapies ciblées anti-EGFR. D’autres prédispositions génétiques ont été

observées sur des études de cas et doivent étre validées sur de plus grands effectifs.
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I1- Classification

1- Laclassification TNM des cancers du poumon

La premiére classification TNM a été mise en place par le chirurgien francais Pierre
DENOIX a I’Institut Gustave Roussy. Elle est aujourd’hui devenue une référence internationale
pour décrire 1’extension anatomique d’un cancer. Cette classification est régulierement mise a
jour par 1I’Union Internationale contre le Cancer (UICC) en tenant compte des nouvelles
données scientifiques et médicales. La 8eme édition, proposée par I'International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC), et acceptée par I’'UICC est sortie en 2016 [27]. La 9éme
édition est prévue pour 2023.

Les critéres de classification peuvent varier d’un cancer a un autre pour décrire au mieux
I’extension tumorale chez le patient. Il est donc important de bien connaitre la localisation de
la tumeur avant de la classifier. Seule la classification TNM relative aux cancers du poumon

sera développée ici.

La classification TNM combine 3 critéres pour évaluer le stade d’avancé de la tumeur

[28], chacun désigné par une lettre (Figure 3 et Table 1) :

e La tumeur (T): correspond a la taille de la tumeur, mesurée dans ses plus grandes
dimensions, et sa localisation dans I’organe.

e L’extension ganglionnaire (N) : correspond & la localisation de I’aire ganglionnaire,
envahie par des cellules tumorales, la plus distale de la tumeur initiale.

e La présence de métastases (M) : correspond a la propagation du cancer dans d’autres

parties du corps, puis de leurs nombres.
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Figure 3 : Schéma représentatif des différents critéres de la classification TNM du cancer du poumon
d’apreés la 8eme édition [29]
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T (primary tumor)

TO No primary tumor
Tis Carcinoma in situ (squamous or adenocarcinoma)
T1 Tumor <3 cm
Tlmi Minimally invasive adenocarcinoma
Tla Superficial spreading tumor in central airways™
Tla Tumor <1 cm
Tib Tumor =1 but <2 cm
Tlc Tumor =2 but <3 cm
T2 Tumor =3 but <5 ¢m or tumor involving: visceral pleura,T main bronchus (not carina), atelectasis to hilum?
T2a Tumor =3 but <4 cm
T2b Tumor >4 but <5 cm
T3 Tumor >5 but <7 cm or invading chest wall, pericardium, phrenic nerve; or separate tumor nodule(s) in the same lobe
T4 Tumor >7 cm or tumor invading: mediastinum, diaphragm, heart, great vessels, recurrent laryngeal nerve, carina, trachea, esophagus,

spine; or tumor nodule(s) in a different ipsilateral lobe

N (regional lymph nodes)

NO No regional node metastasis
N1 Metastasis in ipsilateral pulmonary or hilar nodes
N2 Metastasis in ipsilateral mediastinal or subcarinal nodes
N3 Metastasis in contralateral mediastinal, hilar, or supraclavicular nodes
M (distant metastasis)
MO No distant metastasis
Mla Malignant pleural or pericardial effusion or pleural or pericardial nodules or separate tumor nodule(s) in a contralateral lobe
MIlb Single extrathoracic metastasis
Milc Moultiple extrathoracic metastases (1 or =1 organ)

*Superficial spreading tumor of any size but confined to the tracheal or bronchial wall. TAtelectasis or obstructive pneumonitis extending to hilum: such tumors are classified as
T2aif >3 and <4 cm, T2bif >4 and <5 cm. {Pleural effusions are excluded that are cytologically negative, nonbloody, transudative, and clinically judged not to be due to cancer.

Table 1 : Description des différents seuils des trois critéres de la classification TNM du cancer du
poumon d’aprés la 8eme édition [28]

La combinaison des 3 facteurs T, N et M permet de classer les tumeurs par stade de la
maladie (Table 2). Il est important de noter qu’un stade 0 peut étre rendu. C’est le cas pour les
adénocarcinomes in situ (AIS) ou invasion minime (AIM).

Cette classification peut étre effectuée au cours du diagnostic clinique, avec les
informations recues des examens cliniques (radiologique/endoscopique), ou lors de I’examen
anatomopathologique de la piéce tumorale réséquée. Des lettres sont alors indiquées au début
de la stadification TNM pour en préciser la méthode de classification : « ¢ » pour clinique, « p »

pour histo-pathologique.

29



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

Table 2 : Stage des cancers du poumon d’apres la 8eme édition de la classification TNM [28]

T/M Subcategory |] NO N1 N2
Tl Tla IA1 1B [ 1A
T1b 1A2 B | IIA
Tlc 1A3 B | 1A
T2 T2a = 1B | 1A
T2b 1IA 1B | 1A
T3 T3
T4 T4
M1 Mla
Mib
Milc

Le TNM a permis de nombreuses avancées médicales et scientifiques. Tout d’abord, il

fournit un langage commun entre les médecins nationaux et internationaux pour évaluer

I’étendue d’un cancer. Elle permet ainsi de normaliser les critéres de sélection des cohortes de

patients pour la recherche, assurant la comparaison des études sur des cohortes internationales.

Elle est également un critére important dans la codification des indications thérapeutiques. En

effet, les stades précoces vont largement bénéficier de la résection chirurgicale et de la radio-

chimiothérapie, tandis que les stades avancés bénéficieront plus des traitements ciblés, de radio-

chimiothérapies et d’immunothérapies. Le TNM permet ainsi au clinicien d’ajuster 1’arsenal

thérapeutique aux caractéristiques de la tumeur. Enfin, le TNM est un marqueur trés puissant

de la survie globale [28]. La survie médiane a 5 ans diminue progressivement avec

I’augmentation du stade : respectivement 77.5%, 56.5%, 25% et 5% pour les stades I, I1, 111 et
IV (Figure 4) [30].
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Figure 4 : Survie globale des patients souffrant de cancer du poumon selon la classification TNM [30]
Données d’aprés la 7™ édition (A) et la 8™ édition (B). MST : temps de survie médian

2- Classification histologique WHO

La grande diversité des morphologies de tumeurs a rendu nécessaire leurs classifications
a des fins diagnostiques. La classification WHO se base en premier lieu sur des criteres
morphologiques, puis complété par des données d’immunohistochimie et de biologie
moléculaire. Les mises a jour réguliéres de ces classifications prennent en compte 1’évolution
des connaissances sur ces tumeurs et ainsi la complexité de 1’évaluation des tumeurs. La
derniére mise a jour date de 2021 [31]. Le diagnostic est posé par I’anatomopathologiste sur un

prélevement de la tumeur.

2 grands sous-types de tumeurs du poumon sont communément decrits : les carcinomes
broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBPNPC) et les carcinomes bronchiques a petites

cellules (CPC), représentant respectivement 85% et 15% des tumeurs du poumon [32].

Les CPC ont un pronostic trés mauvais avec 6,5% de survie a 5 ans [33]. Les CBNPC
sont constitués de différents sous-types tumoraux selon la morphologie et leurs phénotypes qui

dépendent du type cellulaire d’origine de la cellule tumorale [34] (Figure 5).
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Les adénocarcinomes représentent la majorité des CBNPC, avec 50% des cas
observés. D’origine glandulaire, ils ont pour origine les cellules pulmonaires
mucosécrétantes (cellules de Clara, cellules caliciformes...) ou les pneumocytes. Les
architectures variées qu’ils peuvent prendre sont a 1’origine de la classification
IASLC/ATS/ERS des adénocarcinomes pulmonaires.

Les carcinomes epidermoides représentent 30% des cas observés et ont pour d’origine
les cellules squameuses du poumon qui tapissent les bronches. Ce sont des tumeurs le
plus souvent périphériques, sous-divisées en plusieurs catégories selon la géométrie des
cellules et la présence de kératine.

Les carcinomes a grandes cellules représentent 15% des cas observés. Plut6t rare,
c’est plus une catégorie d’exclusion regroupant les carcinomes pulmonaires qui
n’entrent pas dans les précédentes catégories et qui présentent des cellules tumorales de

grandes tailles sans architecture glandulaire.

Les 5% restants correspondent a des morphologies plus rares comme les carcinomes

basaloides, les carcinomes neuroendocrines qui dérivent des cellules neuroendocrines, les

carcinomes adénosquameux composeé de 2 contingents (adénocarcinome et carcinome

épidermoide) et les carcinomes Not Otherwise Specified, ne pouvant étre classés comme

adénocarcinome ou carcinome épidermoide sur les critéres d’immunohistochimie.

CPC
15%

EPI
30%

CBNPC
85% cGC
15%
ADK
50%
Autres

5%

mADK EPI mCGC mAutres

= CBNPC = CPC

Figure 5 : Proportion des différents sous-types de cancer du poumon et des types histologiques de

CBNPC
ADK : Adénocarcinome, CGC : Carcinome a grandes cellules, EPI : épidermoide
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3- Laclassification IASLC/ATS/ERS des adénocarcinomes pulmonaires

De par la grande diversité de morphologie des adénocarcinomes, une classification leur
a été dediée. Elle a été développée par un consortium international de professionnels dans
I’étude et le traitement des cancers broncho-pulmonaires (oncologues, pneumologues,
pathologistes, chirurgiens thoraciques...) et représentants de I’IASLC, de I’ American Thoracic
Society (ATS) et de I’European Respiratory Society (ERS) [35]. Comme pour la classification
WHO, la classification IASLC/ATS/ERS se base d’abord sur des critéres morphologiques, et
affinés par des criteres immunohistochimiques, puis de biologie moléculaire. Le sous-type

prédominant est celui qui représente la plus grande surface tumorale.

e Lesadénocarcinomes in situ (AlS) : ce sont des tumeurs d’aspect 1épidique de moins
de 3cm sans invasion ni modification de I’architecture pulmonaire.

e Les adénocarcinomes a invasion minime (AIM) : ce sont des tumeurs d’aspect
1épidique de moins de 3 cm avec un foyer d’invasion de moins de Smm.

e Les adénocarcinomes lépidiques: les cellules tumorales dérivent des cellules
pneumocytaires non mucipares et proliférent le long des parois alvéolaires sans altérer
I’architecture pulmonaire.

e Les adénocarcinomes tubulaires : les cellules tumorales s’organisent autour des
lumiéres glandulaires, formant de grands tubes d’apparence glandulaire.

e Les adénocarcinomes papillaires: les cellules tumorales sont cylindriques et
organisée autour d’un axe fibro-conjonctif vasculaire.

e Les adénocarcinomes solides : les cellules tumorales sont organisées en massifs (ou
nids) ovalaires, sans architecture glandulaire.

e Les adénocarcinomes micropapillaires : Les cellules tumorales s’organisent de la
méme facon que les adénocarcinomes papillaires. Mais la prolifération le long des
alvéoles est supplémentées par la formation d’amas de cellules tumorales sans axes
fibro-conjonctifs dans les lumiéres alvéolaires

e Les adénocarcinomes mucineux : Les cellules tumorales sécretent une importante

quantité de mucus, qui est observé en flasque et distendent les alvéoles.

Cette classification ne s’applique que sur des pieces operatoires. En effet, des
contingents multiples peuvent étre présents et peuvent étre manqués lors de la réalisation de la
biopsie. De plus, le diagnostic des AIS et AIM ne peuvent pas étre réalisés sur biopsie, compte

rendu de leurs petites tailles et de la nécessité de les distinguer des adénocarcinomes lépidiques.
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L’étude de marqueurs immunohistochimiques a pour but de compléter 1’étude

morphologique [36]. Deux marqueurs sont majoritairement recherchés :

TTF1 (Thyroid-Transcription Factor-1) est un facteur de transcription nucléaire
impliqué dans le développement de la glande thyroide et du poumon. Dans le poumon,
il est exprimé par les pneumocytes, d’ou son utilisation comme marqueur de
I’épithélium et intervient dans I’activation transcriptionelle des surfactants. 80% des
adénocarcinomes surexpriment le TTF1, alors qu’il est absent dans les carcinomes
épidermoides [37,38].

P40 correspond a un isoforme tronqué en N-terminale de la protéine p63 formée par le
gene P63 (ANp63). Dans sa forme non tronquée, ¢’est une protéine qui régule I’apoptose
des cellules. A I’inverse de la protéine TTF-1, P40 est peu ou pas exprimée dans les

adénocarcinomes, mais fortement exprimée dans les carcinomes épidermoides [39,40].

L’utilisation combinée du TTF1 et de P40 en immunohistochimie aide au diagnostic des

adénocarcinomes et des carcinomes épidermoides [37,41]. D’autres marqueurs plus spécifiques

des cellules neuroendocrines, comme la chromogranine A et la synaptophysine, vont orienter

le diagnostic vers un carcinome neuroendocrine.

Plusieurs équipes, [42-44] dont la ndtre, ont montré I’impact pronostique de la

classification des adénocarcinomes selon les 3 grades pronostiques décrits par Yoshizawa et al

[45] :

Les adénocarcinomes de bas grades comprennent les AlS et les AIM

Les adénocarcinomes de grades intermédiaires comprennent les adénocarcinomes
Iépidiques, tubulaires et papillaires

Les adénocarcinomes de haut grades comprennent les adénocarcinomes solides,

micropapillaires et mucineux.

Plusieurs études ont validé cette différence pronostique [46,47] (Figure 6). Tsao et al.

ont montré son impact pronostique sur la survie sans maladie et la réponse a la chimiothérapie
adjuvante [47].
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Figure 6 : Survie sans maladie selon le grade de tumeur [46]
(a) D’aprés la 7°™ édition (b) d’apres la 8™ édition. ACI : acinaire (tubulaire), AIS : Adénocarcinome
in situ, LEP : Iépidique, MIA : Minimally Invasive Adenocarcinoma, MUC : mucineux, PAP :
papillaire, SOL : solide
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V- Les traitements des cancers broncho-pulmonaires

1- Larésection chirurgicale

La résection chirurgicale consiste en I’exérese de la tumeur par le chirurgien thoracique.
Elle s’effectue par le retrait d’'un segment (segmentectomie), d’un lobe (lobectomie) ou d’un
poumon entier (pneumonectomie) selon la taille de la tumeur et sa localisation périphérique ou
proximale. Un curage des ganglions locaux régionaux et médiastinaux sont nécessaires pour
évaluer le stade de la maladie [48]. Les résultats de ces analyses auront un impact majeur sur le

traitement anticancéreux post-opératoire.

2- Laradiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégional qui utilise une source ionisante pour
détruire les cellules a forte division. Les cellules tumorales se multiplient beaucoup plus
rapidement que les cellules souches saines et sont donc plus sensibles aux effets des
rayonnements ionisants. Le rayonnement entraine des cassures de I’ADN, leurs accumulations
provoquant inévitablement la mort de la cellule cible par apoptose ou nécrose. La grande
majorité des traitements de radiothérapie utilisent une source de rayonnement a 1’extérieur de
I’organisme et focalise les rayonnements ionisant sur la zone tumorale. D’autres applications,
comme la curiethérapie, consistent a injecter la source radioactive au plus prés de la lésion
tumorale pour en réduire les effets secondaires sur les cellules saines. La délivrance se fera en
plusieurs cycles, a des doses personnalisées a la tumeur et au patient. La radiothérapie seule a
montré des taux de réponse trés modeste, avec une amélioration de la survie a 3 ans de 1’ordre

de 5% [49].

3- Lachimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement systémique ciblant des facteurs clés de la croissance,
de la réplication et de la division cellulaire. Les cellules tumorales, en forte division, sont plus
sensibles aux chimiothérapies que les cellules saines. Comme pour la radiothérapie, la
chimiothérapie est administrée par cycles (cures), a des doses dependantes de multiples
parametres, notamment le type de tumeur et I’état de santé du patient. Certaines utilisent des

sels de platines comme le cisplatine et le carboplatine, qui bloguent les mécanismes de
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transcription et de traduction de I'ADN en ARN, puis en protéines. Le pémétrexed et la
gemcitabine ciblent plus spécifiquement les enzymes impliquées dans la synthése des acides
nucléiques, constituant de I'ADN, tandis que la vinblastine, le vinorelbine ou encore le
docetaxel bloque le déploiement du réseau de microtubules cellulaire qui se met en place lors
de la mitose et en empéche le bon déroulement [50] (Figure 7). 2 types de chimiothérapies

doivent étre distingués :

e La chimiothérapie adjuvante est réalisée apres résection chirurgicale et vise a éliminer
les cellules tumorales résiduelles de la chirurgie. Plusieurs études ont montré son
efficacite, avec une amélioration de 5% de la survie globale [51,52].

e La chimiothérapie néo-adjuvante a pour but de réduire la taille de la tumeur pour
améliorer I’efficacité de la thérapie principale et la survie globale. Des études semblent
montrer un gain significatif de la survie avec la chimiothérapie néo-adjuvante dans des
stades avanceés, mais seulement chez les patients NO et N1, avec un gain de survie de
I’ordre de 5% [53-55]. Ces données doivent encore étre validees sur des cohortes plus

importantes.

AICART
DHFR

TS
dUMP, folate e dNTP

Cisplatinum
carboplatinum

Figure 7 : Les cibles d’action principales des chimiothérapies [50]
AICART : aminoimidazolecarboxamide ribonucleotide formyltransferase, DHFR : dihydrofolate
reductase, RR :ribonucleotide reductase, TS : Thymidylate synthase, ZMP : 1-B-D-ribofuranosyl-5-
Aminoimidazole-4-carboxamide-5’-phosphate
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La chimiothérapie est fréequemment utilisée en combinaison avec la radiothérapie.
L’objectif de cette radio-chimiothérapie est de potentialiser les effets respectifs de chaque
traitement en ciblant différents processus cellulaires. Plusieurs études ont montré que des
patients souffrant de CBNPC localement avancés traités par radio-chimiothérapie avaient un
taux de réponse et des survies globales et sans progression supérieures a la radiothérapie

conventionnelle [56,57].

4- Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont des traitements médicamenteux qui ciblent des anomalies
moléculaires détectées dans les cellules tumorales, qui potentialisent leurs croissances et leurs
proliférations. Ces anomalies sont identifiées par séquengage de I’ADN ou I’ARN tumoral
d’une biopsie ou de I’ADN tumoral circulant dans le sang. Les mutations activatrices du géne
EGFR (Dell19, L858R) et les recombinaisons du géne ALK (anaplasic lymphoma kinase) ont
été les premicéres identifiées dans les adénocarcinomes. Aujourd’hui, de plus en plus de drivers
oncogeéniques ciblables ont été découverts comme ROS1 (ROS Proto-Oncogene 1), BRAF (B-
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma proto-oncogene), HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor-2), MET (Mesenchymal-epithelial transition factor — proto-oncogene) et RET
(REarranged during Transfection - proto-oncogene) [58] (Figure 8). Ces thérapies sont
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement des CBNPC de stade
avancés non résécables [59,60], et ont montré de bons résultats, avec des taux de réponse
supérieur a 50% [61-64] (Table 3).

Ces médicaments sont, pour la grande majorité, des inhibiteurs des tyrosines kinases
(TKI) qui jouent un rdle prépondérant dans la signalisation cellulaire (Figure 9). Les TKI
bloquent les mécanismes cellulaires impliqués dans la croissance et la prolifération tumorale.
Les carcinomes épidermoides sont rarement mutés pour ces génes et sont donc de mauvais

candidats pour ces thérapies.
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b Metastatic

a Early stage
FGFR1 or FGFR2 0.7% RIT10.2%
HRAS 1.2%
FGFR1 or Other genes NRAS 1.2%
FGFR2 2.6% 27.3% MAP2K10.7%

ERBB2 amplification 2.7%
MET amplification 2.5%

RET fusion 2.3%
ROS1 fusion 1.9%

RIT11.6%

HRAS 0.5%
NRAS 0.5%
MAP2K1 2.2%

ERBB2
amplification 1.6%

ALK fusion 4.4%

MET amplification MET splice 3.0%
1.7%

RET fusion 0.3%
ROS1 fusion 0.9%
ALK fusion 0.8%

ERBB2 3.8%

NF1 truncation 1.9%

MET
splice 1.4% 1.8%

Figure 8 : Incidence des drivers oncogéniques dans les adénocarcinomes pulmonaires[65]
(a) Dans les adénocarcinomes pulmonaires de stade précoce (données combinées de séquencage de
I’exome entier du TCGA et de 5 publications (N=741)), (b) Dans les adénocarcinomes pulmonaires
métastatiques (données combinées de séquencage nouvelle génération de panels ciblés sur les génes
liés au cancer des études MSK-IMPACT et FoundationOne (N=5262))

EGFR ALK ROS1 BRAF KRAS HER2 MET RET NTRK
Targeted therapy 80%* 83% 77% 64% B4%° 55% 71% 68% 75%
ci 1% 4% 14% 24% 57% 15% 23%  11%  NA
25%
ICI + targeted therapy 75% 81%"
Chemotherapy + ICI 81% NA 41%

NOTE. The following key refers to data source: bold, randomized phase lll clinical trials; italic, phase | or |1 single-arm clinical trials; bold and italic, subgroup
analysis of phase Il clinical trials; bold and underline, pooled analysis of retrospective series. For EGFR and ALK, data from phase Il noncomparative trials and
subgroup analysis of phase Ill clinical trials are also available. For KRAS, data from subgroup analysis of phase Il or 1l clinical trials are also available.

Abbreviations: ICl, immune checkpoint inhibitor.
%ln sensitizing mutations.

DSpef:iﬁc KRAS G1Z2C inhibitor.

“In first line.

Yncreased grade > 3 toxicities.

Table 3 : Meilleurs taux de réponse global par mutation driver et par traitement dans le CBNPC [64]
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Figure 9 : Les voies de signalisation inhibées par les thérapies ciblées approuvées par la FDA [66]
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5- L’immunothérapie

L’immunothérapie est une approche thérapeutique visant a stimuler le systéme
immunitaire en modulant les mécanismes d’immunosuppression et d’activation de la réponse
immunitaire anti-tumorale. La distinction avec les thérapies ciblées se situe sur la cible
thérapeutique. Alors que les thérapies ciblées agissent sur des mécanismes cellulaires de la
cellule tumorale, I’immunothérapie agit sur les points de contr6le immunitaire (« immune
checkpoint »), des protéines présentes a la surface de certaines cellules immunitaires et qui en
régule ’activité. Les médicaments utilisés sont des anticorps monoclonaux dirigés contre un
immune checkpoint particulier et qui bloque I’interaction avec son ligand ou son récepteur
spécifique. Le mécanisme d’inhibition de la réponse immunitaire est alors bloqué. Dans les
CBNPC, les immunothérapies les plus courantes sont celles dirigées contre la voie PD-1/PD-
L1 (Programmed cell Death protein 1/ Programmed cell Death ligand protein 1), notamment du
fait que la cellule tumorale pulmonaire peut exprimer PD-L1 comme mécanisme
d’échappement tumoral, parfois en association avec des anti-CTLA-4 (Cytotoxique-T-
Lymphocyte- Antigen 4). D’autres immunothérapies, en essais, ciblent des signaux de
costimulation de la réponse immunitaire ou des voies métaboliques du systéme immunitaire et
sont développés en détail dans la publication de Walsh et al. [67]. Cette grande diversité de
cible thérapeutique est a 1’origine de nombreuses molécules thérapeutique, dont certaines ont
montré une bonne efficacité dans les mélanomes, les cancers du colon, les cancers du poumon
et les cancers du rein [68], mais également dans les maladies auto-immunes et infectieuses
[69,70] (Figure 10).

Aujourd’hui, I’expression tumorale de la protéine PD-L1 est le seul marqueur
décisionnel utilisé pour la prescription d’immunothérapie anti-PD-1/PD-L1 dans le cancer du
poumon [71,72]. Elle est évaluée par le TPS (Tumor Proportion Score) qui représente le
pourcentage de cellules tumorales PD-L1 positifs. 3 seuils de positivité sont couramment
utilisés : strictement inférieur a 1% (<1%), supérieur a 1% inclus et strictement inférieur a 50%
(1%<PD-L1<50%) et supérieur ou égal a 50% (>50%).

De nombreuses immunothérapies ont regu une autorisation de mise sur le marché par la
FDA et I’European Medicine Agency (EMA) pour le cancer du poumon. Les principaux anti-
PD-1 commercialisés sont le nivolumab (Opdivo, Bristol Myers Squibb) et le pembrolizumab
(Keytruda, Merck). Les principaux anti-PD-L1 sont 1’atezolizumab (Tecentrig®©, ROCHE) et
le durvalumab (Imfinzi®, AstraZeneca) [73].
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Figure 10 : Essais cliniques avec des anticorps monoclonaux anti-PD-1/PD-L1 entre 2017 et 2021[69]
En décembre 2021, 5683 études cliniques sont en cours pour évaluer 1’efficacité des anticorps
monoclonaux anti-PD-1/PD-L1. « Others PDx » inclus les anti-PD-1/PD-L1 non approuvés par la
FDA

La présence d’un PD-L1 TPS>50% est lie & une moins bonne survie globale et survie
sans progression chez des patients souffrant de CBNPC non traité par anti-PD-1 [71]. Le
pembrolizumab donne des résultats encourageants avec un taux de survie a 5 ans de 30%, en
premiere ligne. Les résultats sont plus mitigés pour les TPS<50% [74,75]. Les anti-PD-1
donnent également de bon résultats, avec une réponse observée pour 25% des patients avec un
TPS>1% [76]. L’ immunothérapie est également étudiée dans le CBNPC de stade précoce, avec
une augmentation de la survie globale et de la survie sans progression, quel que soit le statut
TPS [77] (Figure 11). Globalement, I’immunothérapie est efficace chez 15 a 20% des patients
dont les tumeurs ont un TPS élevé et, inversement, 7% des patients dont les tumeurs sont
négatives pour le PD-L1 (TPS<1%) ont une meilleure survie globale sous immunothérapie,
soulignant le caractére imparfait du biomarqueur PD-L1 et de I’importance de mieux
sélectionner les patients pouvant bénéficier de cette thérapie [78,79]. L’expression tumorale de
PD-L1 est variable sur le plan spatial et temporel, alors que la technique d’immunohistochimie

est maitrisée [80].

L’efficacité de I’immunothérapie est limitée dans le temps, la majorité des patients vont

progresser ou rechuter [81,82], démontrant que I’immunothérapie seule ne permet pas d’obtenir
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la guérison. Ces résultats soulignent la nécessité de combinaison d’immunothérapie avec des

thérapies plus conventionnelles de chimiothérapie ou thérapie ciblée [67,73,83].
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Figure 11 : Survie globale des patients souffrant de CBNPC sans mutation ciblables selon le
traitements en premiere ligne et le statut PD-L1 TPS [84]
L’essai clinique correspondant est indiqué au-dessus des barres. CM : CheckMate, EM-L-1 :
EMPOWER-Lungl, IM : IMpower, KN : KEYNOTE
6- Prise en charge thérapeutiques des cancers broncho-pulmonaires
La prise en charge thérapeutique des cancers broncho-pulmonaires dépend de plusieurs
parametres :

e du type histologique : les possibilités de traitement sont sensiblement différentes entre
les CBNPC et les CPC, mais également entre les adénocarcinomes et les carcinomes

épidermoides.
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e du stade TNM lors du diagnostic. Les possibilités de traitements, ainsi que leurs
efficacites, sont plus importants dans les stades précoces et meilleure est la survie des
patients traités.

e de paramétres cliniques du patient. L’échelle de performance du patient est un indicateur
important dans la prise de décision thérapeutique. Elle mesure 1’état de santé général du
patient et détermine si 1’administration de traitement anticancéreux, notamment la
chimiothérapie, est possible ou si des ajustements de posologie sont nécessaires. Le
statut tabagique, la présence de comorbidité ou d’antécédents familiaux ou personnels

de cancer sont d’autres facteurs qui peuvent impacter les possibilités de traitement.

Les pratiques cliniques de prise en charge des cancers broncho-pulmonaires sont
publiées et régulierement mis a jour par des consortiums internationaux de professionnel de

I’oncologie médicale [85].
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Immunité et Cancer

V- La tumorigenese

La tumorigenése consiste en I’ensemble des mécanismes cellulaires aboutissant a la
transformation maligne d’une cellule normale et la formation de tumeur. Elle regroupe un
ensemble de mécanismes complexes et séquentiels d’anomalies génétiques et épigénétiques
conduisant des cellules saines a acquérir des propriétés malignes. Les événements génétiques
conduisant a 1’apparition de tumeur sont plutdt bien connus [86], avec plus de 3000 genes liés

a I’apparition de cancer [87].

Ils sont trés souvent initiés par une exposition aigué ou chronique a des agents
mutagenes et touchent des génes impliqués dans les voies de signalisations indispensables a la
maintenance cellulaire. Les voies de signalisation cellulaire correspondent a la propagation d’un
signal intracellulaire, résultant de stimuli extérieurs et aboutissant & une réponse cellulaire
specifique. L’initiation du signal est médiée par I’interaction d’un ligand extracellulaire avec
un récepteur membranaire de la cellule. Le signal se propage en intracellulaire, par un ensemble
de protéines activées successivement en cascade, jusqu’au noyau et moduler 1’expression de
groupes de genes. Une dérégulation des voies de signalisation peut mener a une prolifération
excessive, I’acquisition de résistance a 1’apoptose, une activation incontrolée ou encore

favoriser la progression tumorale.
Lorsqu’ils sont mutés, 3 types de génes peuvent entrainer la transformation maligne :

e Les geénes suppresseurs de tumeurs : ce sont des génes impliqués dans 1’inhibition des
mécanismes de prolifération cellulaire et de I’apoptose. Leurs fonctions régulatrices
sont perdues ou fortement réduites lorsque des mutations dans leurs séquences ont lieu.

e Les proto-oncogenes : regroupent des génes variés impliqués dans les fonctions
essentielles des cellules comme la prolifération, la survie, la division, I’apoptose ou la
différenciation et dont D’apparition d’altération génétique entraine une activation
incontr6lée des mécanismes générateurs de tumeurs.

e Les génes de réparation de I’ADN : qui codent pour les protéines impliquées dans la
réparation des altérations de I’ADN cellulaire. L’incidence des mutations des génes
impliqués dans les mécanismes de réparation de I’ADN est bien inféricure a ceux des
oncogenes et des genes suppresseurs de tumeur [88]. Néanmoins, les mutations des
génes UBE2N (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 N), SMCI1L2 (structural

45



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

maintenance of chromosomes 1L2) et POLB (DNA Polymerase ) sont spécifiquement
associes au CBNPC [89].

De nombreux « hotspot » mutationnel ont été décrits dans les cancers. Leurs incidences
et les voies de signalisations affectées sont tres variables selon les types de tumeurs [88] (Figure
12).
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Figure 12 : Proportion des altérations par voie de signalisation et sous-type de tumeur [88]

Les voies de signalisation sont triées par ordre décroissance de médiane de fréquence d’altération. Les
couleurs sont de plus en plus intenses avec la fréquence d’altération. Les sous-types « instabilité
microsatellitaire » (MSI) et « Polymerase epsilon » (POLE) ont été regroupés dans les cancers
colorectaux, de 1’estomac et de I’endométre. TMB : Tumor Mutationnal Burden

Dans le CBNPC, 4 voies sont fréquemment mutées : la voie p53, le cycle cellulaire, la
voie RTK/RAS/RAF/MEK et la voie PI3K/AKT/mTOR [88,90].

1- Lavoie p53
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TP53 est un géne suppresseur de tumeur codant pour le facteur de transcription p53, une
protéine pro-apoptotique connue comme la « Gardienne du génome ». Une fois transloquée au
noyau, elle régule un large panel de fonction cellulaire comme la prolifération, le cycle
cellulaire ou encore 1’apoptose. Selon le stress cellulaire d’origine (comme les dommages de
I’ADN, les oncogénes ou I’hypoxie), une cascade de phosphorylation de protéines médiatrices
specifiques aura lieu. Dans tous les cas, cela va aboutir a la phosphorylation de p53 qui va alors
étre transloque et réaliser ses effets transcriptionnels. Les protéines MDM2 et MDM1 sont les

principaux inhibiteurs de p53 et assurent la stabilité d’activation de la voie [91].

TP53 est le gene le plus fréquemment muté dans les cancers de toute origine. Dans le
CBNPC, environs 60 a 70% des tumeurs présentent une mutation de TP53 [92].

2- Lavoie RTK/RAS/RAF/MEK

Cette voie de signalisation, la seconde plus mutée dans le CBNPC, est la plus mise a
profit pour les thérapies ciblées. Elle est caractérisée par une cascade de phosphorylation

protéique aboutissant a une réponse cellulaire.

Elle a un r6le central dans la régulation de la prolifération, la croissance et la
différenciation. Elle est activée par la liaison d’un facteur de croissance, de cytokines ou
d’hormones a un large panel de récepteur membranaire a activité tyrosine kinase (RTK) comme
EGFR, ERBB2/3/4 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase), MET, KIT (KIT proto-oncogene,
receptor tyrosine kinase), ALK, ROS1 et FGFR1/2/3/4 (Fibroblast Growth Factor Receptor),
qui recrute a son tour les protéines RAS (Rat sarcoma virus), qui ont 3 isoformes (HRAS,
KRAS, NRAS). Une cascade de phosphorylation va entrainer 1’activation des protéines RAF
(Rapidly accelerated fibrosarcoma), puis des protéines MEK (Mitogen-activated extracellular
signal-regulated protein kinase) et enfin des protéines ERK (Extracellular signal-regulated
kinase), qui agissent comme des facteurs de transcription en se transloquant dans les noyaux et

activant la transcription des génes [93,94].

De nombreux genes codants pour les protéines de cette voie de signalisation sont
fréguemment mutés. Dans le CBNPC, la famille des RAS est mutée dans 30% des cas, dont
96% sont des mutations de KRAS. EGFR est muté dans 10 a 15% des cas et le gene ALK
réarrangé dans 5% des cas. Enfin, le gene BRAF, de la famille des RAF, est également retrouvé
muté dans 7% des cas [95].
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3- Lavoie PISK/AKT/mTOR

La voie PIBK/AKT/mTOR joue un rdle prépondérant dans la croissance cellulaire, le
métabolisme, la prolifération et la survie. Elle est fréquemment activée dans les processus

cancéreux.

Comme pour la voie RTK/RAS/RAF/MEK, la voie PIBK/AKT/mTOR se compose
d’une multitude de kinase qui s’active en cascade et débute avec 1’activation d’un RTK. Cette
activation entraine, en aval, I’activation de PI3K (phosphoinositide 3-kinase) puis des protéines
membranaire PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate) ; ce qui assure le recrutement de la protéine AKT (AK strain transforming).
La protéine mTOR (mechanistic target of rapamycin), retrouvé sous forme de complexe
protéique, est alors activée tandis que TSC1/2 (tuberous sclerosis complex) (qui inhibait mMTOR
dans le complexe mTORC1/2) est inhibé. Le complexe mTOR interagit ensuite directement
avec les protéines du cycle cellulaire, de I’apoptose ou de 1’organisation du cytosquelette et en

module les fonctions [96].

De nombreuses anomalies peuvent provoquer 1’activation de mTOR. Dans le CBNPC,
la perte de fonction de la protéine suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and TENSsin
homolog) qui inhibe le recrutement de PI3K, est retrouvé dans environs 5% des cas. Des
mutations de PI3K, ’amplification d’AKT ou encore I’inactivation de TSC1/2 sont également

fréquents [97].

4- Le cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se déroule en 4 phases successives (G1, S, G2, M) finement régulés
par des points de contréles cruciaux pour la survie cellulaire. Dans un processus cellulaire
normal, ces « checkpoints » contrélent I’intégrit¢é de la cellule et la mise en place des
mécanismes cellulaires subséquents. Ils se composent de mécanismes intracellulaires
inhibiteurs du cycle cellulaire et sont surexprimés si la cellule ne remplit pas les conditions
nécessaires a une prolifération normale. 3 points de contr6les majeurs existent : en fin de phase
G1 avant la phase S de duplication du génome, a la fin de la phase S aprés controle de I’intégrité

du génome et entre les phases G2 et M lorsque la cellule se prépare a la mitose.

Les étapes du cycle cellulaire sont médiées par une dizaine de combinaison de cyclines

et de kinases dépendantes de cycline. Chaque combinaison agit a une étape bien particuliére du
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cycle et est régulée par des protéines dont I’expression est modulée par d’autres voies de
signalisation cellulaire. A titre d’exemple, les facteurs de transcription E2F, d’importance
capitale dans DI’initiation de la réplication et ’entrée en phase S, sont surexprimées lors de

I’activation de la voie RAS/RAF/MEK/ERK [98].

Le géne suppresseur de tumeur CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) code
pour 2 protéines inhibitrices du cycle cellulaire : p16INK4a qui inhibe les complexes CDK
(cyclin-dependent kinase) 4/6 - cycline D, initiateurs du cycle cellulaire et contréleur de la
sénescence, et pl4ARF qui inhibe le cycle cellulaire et induisant I’apoptose en inhibant la
dégradation de la protéine p53 par la protéine MDM2 (murine double minute 2) [98]. 20 & 30%
des CBNPC présentent des mutations de CDKN2A conduisant a la perte de fonction de ces

protéines.
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VI- L’acquisition des propriétés biologiques tumorales: les

« Hallmarks » du cancer

Dés les années 2000, les avancees de la recherche en oncologie a montré a la fois la
grande diversité, mais aussi la grande complexité des mécanismes de la tumorigenese. Afin de
rationaliser et conceptualiser la tumorigenése, Douglas Hanahan et Robert Weinberg ont
suggéres les propriétés majeures acquises par les cellules saines lors de leurs transformations et
croissance neoplasique, et cruciales a la formation de tumeur ou « Hallmarks of Cancer ». Les
auteurs ont proposés, en 2000, 6 altérations essentielles que partagent toutes les cellules

tumorales au niveau cellulaire [99] :

L’autonomie vis-a-vis des signaux de croissance
L’insensibilité aux signaux antiprolifératifs

La capacité a éviter I'apoptose

Une capacité proliférative infinie

L’induction durable de I'angiogenese

o o~ w b -

L’acquisition d’un pouvoir invasif et de formation de métastases

En 2011, les mémes auteurs ont actualisé les « Hallmarks of cancer » en y intégrant 4

nouvelles caractéristiques [100] :

7. Lareprogrammation du métabolisme énergétique
8. L’échappement au systeme immunitaire
9. L’instabilité génétique des tumeurs

10. L’ inflammation chronique

Enfin en 2022, une derniére version publiée par Douglas Hanahan (Figure 13) intégre 4

nouvelles caractéristiques des « Hallmarks of cancer » [101] :

11. La sénescence
12. La plasticité phénotypique et la perturbation de la différentiation
13. La reprogrammation épigénétique

14. Le polymorphisme du microbiome
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Figure 13 : Les « Hallmarks » du cancer en 2022 [101]
A gauche, les 10 « Hallmarks of cancer » décrits en 2011. A droite, les nouveaux « Hallmarks of
cancer » avec les 4 derniers ajoutés en 2022

Ces 14 «Hallmarks » soulignent la complexité des cancers dans leurs émergences,

progressions et contrdles. Il est maintenant admis que le cancer n’est pas une maladie de la

cellule tumorale mais également du stroma et de 1’individu, qui doivent étre permissif.
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ViI- L’« immunoediting » des tumeurs : Regle des 3E

En 1970, Frank Macfarlane Burnet a défini I’immunosurveillance des tumeurs, et a émis
I’hypothése que I’instabilité génétique des tumeurs était a 1’origine de néo-antigenes pouvant
étre reconnus par le systeme immunitaire et induisant une immunité anti-tumorale, protectrice
dans les premiers stades de développement de la tumeur [102]. L’équipe de Robert Schreiber
validera cette hypothese en montrant un temps de développement de sarcome induit par
méthylcholanthene plus important chez les souris immunocompétentes, comparée aux souris

immunodéficientes [103].

De maniére intéressante, 1’équipe observe également, au cours du temps, une
immunogénicité moindre des tumeurs des souris immunocompétentes, favorisant la progression
tumorale par échappement au systeme immunitaire, suggérant une pression de sélection du
systeme immunitaire pour les clones tumoraux les moins immunogéniques. Il y a une période
d’équilibre entre le controle tumoral par le systéme immunitaire et la croissance tumorale puiS
les mécanismes d’échappement tumoral dominent et permettent la progression tumorale,
I’ensemble de ces étapes étant intitulées « immunoediting » [104] ou « regle des 3E » (Figure
14). Cette dynamique du cancer et de I’influence respective des cellules tumorales et de
I’environnement immunitaire a été soutenue par d’autres auteurs, notamment dans le CBNPC
[105].
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Figure 14 : Le concept d’ « immunoediting » des cancers [104]
DC : Dendritic cell, M¢ : Macrophage, NKR: Natural Killer Receptor

1- La phase d’élimination

La phase d’¢limination correspond a une mise a jour du concept d’immunosurveillance
de Frank Macfarlane Burnet. Le systeme immunitaire inné et adaptatif cooperent pour détecter
et éliminer les cellules tumorales avant qu’elles ne deviennent cliniquement apparentes [104].
Les lymphocytes T CD8+ et les cellules Natural Killer (NK) sont les principaux acteurs de la
lyse spécifique des cellules tumorales, via la reconnaissance des antigénes tumoraux et la
production de granzyme et de perforine. Les cellules dendritiques ont également un rdle majeur

dans la présentation antigénique et I’initiation de la réponse immunitaire anti-tumorale. Une
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grande varieté de cellules et de médiateurs protéiques et moléculaires va intervenir dans le
stroma tumoral, avec des impacts trés varies sur la progression tumorale. Les différents acteurs

et le déroulement de la réaction immunitaire anti-tumorale seront décrits plus loin.

2- La phase d’équilibre

La phase d’équilibre est initiée lorsque la tumeur n’est plus éliminée par le systeme
immunitaire, mais que le développement tumoral est contenu par les cellules immunitaires. Les
cellules tumorales les plus immunogénes ont été éliminées initialement et la pression de
sélection entraine la persistance de clones tumoraux peu immunogénes et plus résistants a la
réponse immunitaire anti-tumorale. Parfois, cet équilibre abouti a 1’état de dormance sans
cellules tumorales cliniquement détectables. C’est une phase de durée variable [106]. La
présence de lymphocyte T, d’interleukine 12 (IL-12) et d’IFNy (interféron-y) sont nécessaires

au maintien des cellules tumorales a I’état de dormance [107].

3- La phase d’échappement

L’acquisition par les cellules tumorales de capacités d’échappement a la réponse
immunitaire va leur permettre de proliférer et parfois de se diffuser sous forme de métastases

via différents mécanismes [108,109]:

e Laperte d’antigénicité par défaut de présentation antigénique sur les molécules du CMH

e La perte d’immunogénicité par I’expression ou la surexpression de protéines du soi

e [’induction d’un microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Cela peut étre par
I’expression membranaire ou la sécrétion sous forme soluble de protéines impliquées
dans la régulation du systeme immunitaire (« immune checkpoint »), le recrutement de
cellules immunitaires pro-inflammatoires ou immunosuppressives, la production de
cytokines immunosuppressives ou la diminution de protéines induisant 1’apoptose

induite par les cellules immunitaires [110].

4- Les mécanismes favorisant la progression tumorale

a. L’inflammation
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La réaction inflammatoire correspond a la réponse immunitaire a une lésion tissulaire et
assure le recrutement et 1’activation des cellules du systeme immunitaire inné et adaptatif en

vue de guérir la 1ésion et d’en éliminer les €léments pathogenes [111].

Elle se compose d’un large panel de cellules et de médiateurs protéiques. Les plus
importants sont les chimiokines, qui vont recruter des populations spécifiques de leucocytes et

médier I’évolution de I’inflammation. Les plus notables sont le TNFa, le TGF-B et I’'IFN-y.

e Le TNFo (Tumor Necrosis Factor o) est I'une des premiéres cytokines pro-
inflammatoire produite par les lymphocytes T. Il se lie aux récepteurs membranaires
TNFR1 et TNFR2 (Tumor Necrosis Factor Receptor) des cellules épithéliales et
entraine leurs apoptoses par la voie MAPK (Mitogen-activated protein kinase) et NF-
kB (nuclear factor-kappa B). Il a également des effets protumoraux, en augmentant
Iinfiltration et la prolifération des lymphocytes T régulateurs dans le
microenvironnement tumoral [112,113].

e L’IFN-y est une cytokine pléiotrope: elle stimule 1’angiogenése, augmente
I’immunogenicité des tumeurs, en leur faisant surexprimer les CMH 1 et II, mais
également leurs capacités d’immunomodulation en leur faisant surexprimer le PD-L1,
peut entrainer I’apoptose directe des cellules tumorales ou encore recruter et moduler
I’activation des cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral [114,115].

e Le TGF-B (Transforming Growth Factor ) a un réle majeur dans la résolution de
I’inflammation et I’immunosuppression des cellules de ’immunité innée et adaptative

[116,117].

De nombreuses autres protéines dont les interleukines contribuent a la réaction
inflammatoire comme I’IL-1p et I’IL-6 [118].

Dans un processus inflammatoire aigu standard, la présence de pathogénes ou d’une
Iésion tissulaire provoque respectivement la libération de PAMPs (Pathogen Associated
Molecular Patterns) ou de DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), qui sont reconnus
par de nombreuses cellules via les PRRs (Pattern Recognition Receptors), une grande famille
de récepteur comprenant notamment les TLRs (Toll-like receptors) [119]. La liaison entre le
PRRs et son ligand entraine 1’activation de voies de signalisations intracellulaires majeures de
I’inflammation, notamment les voies NF-kB, MAPK et JAK-STAT (Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription) [118,120]. Elles activent la transcription de nombreux

génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6...), des chimiokines (CXCLI,
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IL-8...) qui recrutent spécifiquement des cellules inflammatoires et des molécules d’adhésions
(P-sélectine, ICAML1 (InterCellular Adhesion Molecule-1), ICAM2, VCAM (Vascular cell
adhesion protein)) pour faciliter leurs recrutements, en augmentant la perméabilité vasculaire a
proximité du site inflammatoire [121]. Apres ’élimination des éléments pathogenes et la
réparation des Iésions, la résolution de I’inflammation est spontanée et médiée par la sécrétion

de cytokines anti-inflammatoires jusqu’au retour de I’homéostasie.

Dans le processus tumoral, ’homéostasie reste perturbée par la persistance de stimuli
oncogéniques et de mort cellulaire, qui vont collectivement maintenir [’activation des
mécanismes cellulaires de 1’inflammation et le recrutement de cellules inflammatoires [122].
L’inflammation chronique a montré son réle potentialisateur dans 1’acquisition d’instabilité
génomique et favorise donc le développement tumoral dans I’ensemble des étapes
d’immunoediting citées précédemment [104]. L’expression des PRRs sur les cellules
tumorales, associée a des mutations dans les voies de 1’inflammation, favorise leurs activations

incontrdlées et en conséquence la chronicité de 1’inflammation [119,123].

b. L’angiogenése

L’angiogenése est un processus physiologique normal qui permet de former de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de ceux déja existants. Elle est indispensable lors du

développement des organes et de la réparation des lésions tissulaires.

La cellule tumorale présente une forte activité métabolique, du fait de la prolifération
cellulaire et de la croissance tumorale, et I’activation continue des mécanismes cellulaires de
croissance et de prolifération, en générant dans le méme temps autant de déchets métaboliques
qui doivent étre rejetés [120]. La croissance tumorale génére un environnement hypoxique qui
va initier I’angiogenése. Le principal médiateur de I’angiogenése est le VEGF (Vascular
endothelial growth factor), sécrété par de nombreuses cellules immunitaires (neutrophiles,
lymphocytes, macrophages...), non immunitaires (fibroblastes) ou tumorales [124]. La liaison
du VEGF a son récepteur RTK (VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor)),
exprimé a la surface des cellules endothéliales induit leurs proliférations et accroit la
perméabilité vasculaire. Cette prolifération est stimulée par de nombreux autres mediateurs,
notamment des facteurs de croissances pro-angiogénique comme le PDGF (Platelet Derived
Growth Factor) et le FGF (Fibroblast Growth Factor), qui se lient respectivement aux récepteurs
PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor) et FGFR (Fibroblast Growth Factor
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Receptor) et des cytokines comme I’IL-1, le TGF-B et le TNF-a des cellules saines comme des
cellules tumorales. Les cellules endothéliales a proximité du site d’action vont alors proliférer,
déformer la structure vasculaire et sécréter des protéases pour dégrader la membrane basale
entourant le capillaire sanguin. La secrétion de métalloprotéinases matricielles par les cellules
immunitaires et les cellules tumorales, en particulier MMP9, amplifie la dégradation de la
matrice extracellulaire et permet 1’expansion des cellules endothéliales vasculaire dans le
microenvironnement extracellulaire [125]. Elles vont alors se répartir le long de 1’espace formé
par la dégradation de la matrice extracellulaire et bourgeonner vers la source du stimulus, tout

en formant une nouvelle membrane basale de soutien.

L’hypoxie joue un rbéle amplificateur de I’angiogenése. Le principal effecteur de
I’angiogenése médiée par I’hypoxie est la protéine HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1),
fréguemment surexprimée dans les cancers [126]. En condition normoxique, HIF-1 est
synthétisé et dégradé en continu. En condition hypoxique, sa dégradation n’est plus assurée
[120]. Il s’accumule alors dans le cytoplasme et active la transcription de nombreux génes de
I’angiogenése, de la prolifération et de la survie par les voies NF-kB, RAS/RAF/MEK/ERK et
MAPK [127]. Ce dernier point met clairement en évidence le lien intime entre inflammation et

angiogeneése (Figure 15).

L’hypoxie modifie également le phénotype des fibroblastes du microenvironnement
vers un profil pro-tumoral en favorisant I’angiogenése par sécrétion de FGF, IL-6, PDGF, et
TGF-B [128]. Enfin, par sécrétion de MMP9 et I’augmentation de la mobilité cellulaire, elle
encourage la mise en place d’un phénotype invasif et la dissémination de la tumeur en induisant

la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) [129].
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Figure 15 : L angiogenése dans le processus d’ « immunoédition » des cancers [120]
TAM : Tumor-Associated Macrophage, TAN : Tumor-Associated Neutrophil, EMT: Epithelial-
Mesenchymal transition

c. Latransition épithélio-mésenchymateuse

La TEM est un processus biologique réversible au cours duquel une cellule épithéliale
polarisée va progressivement acquérir un phénotype mésenchymateux [130]. C’est un
phénoméne naturel de I’embryogénése et de la réparation tissulaire, mais également un des

principaux mécanismes cellulaires de la progression tumorale [131].

Les cellules épithéliales sont caractérisées par une polarisation apico-basale, jointes
entre elles par des jonctions serrées, des jonctions adhérentes et des desmosomes. Elles reposent
sur une membrane basale a 1’aide d’hémidesmosomes liés au réseau intracellulaire de

cytokératine, assurant un ancrage solide a la membrane et la cohésion de 1’épithélium. Elles
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expriment fortement les génes associés au phénotype épithélial comme 1’E-cadheérine, les

molécules d'adhésion des cellules épithéliales et des cytokératines (Figure 16).

La TEM est induite par I’activation d’un réseau complexe de nombreuses voies de
signalisations cellulaires (MAPK, PI13K, ERK, NK-kB, B-caténine, TGF-B, NOTCH [132]) via
des médiateurs moléculaires présent dans le microenvironnement. L’ensemble de ces voies
aboutissent a I’expression des facteurs de transcription induisant les mécanismes de la TEM :
ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1), SNAIL (Zinc finger protein SNAI1) et TWIST
(Twist-related protein 1). De nombreuses molécules peuvent induire la TEM, en particulier

ceux impliqués dans I’inflammation et I’angiogenése (TGF-B, VEGF, hypoxie...).

Les facteurs de transcription de la TEM vont réprimer les génes codant pour les
marqueurs épithéliaux (E-cadhérine, cytokératine, MUC-1 (Mucin-1), laminin-1...) et
surexprimer les genes codant les marqueurs mésenchymaux (N-cadhérine, Vimentine,
fibronectine, B-caténine...) [133]. Cette modification des genes exprimés va entrainer la perte
des jonctions cellulaires, un réarrangement du cytosquelette d’actine et 1a dégradation de la
membrane basale. La cellule va alors perdre son adhérence et acquérir la mobilité. Les cellules
cancéreuses ayant accompli leurs TEM acquiérent une forte capacité d’invasion, une forte
mobilité et une résistance accrue a 1’apoptose. En adhérant aux intégrines de la matrice
extracellulaire, celles-ci vont migrer vers les vaisseaux sanguins ou lymphatiques puis pénétrer
dans leurs lumieres et circuler dans 1’organisme. Elles peuvent alors se localiser dans un autre
tissu, proche ou distant de la tumeur primitive, en général dans un site ou les conditions sont
favorables a son développement [134], et infiltrer ce nouveau site aprés extravasion [135]. Dans
la nouvelle localisation, les cellules tumorales vont acquérir un phénotype épithélial en initiant

la transition mésenchymo-épithéliale, phénomeéne inverse de la TEM.
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Figure 16 : Les étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse [132]
PATJ : PALS1-associated tight junction protein, LGL : Lethal Giant Larvae, EMT : Epithelial-
Mesenchymal Transition, MET : Mesenchymal—Epithelial Transition, E-cadherin, epithelial cadherin;
MMP, matrix metalloproteinase; N-cadherin, neural cadherin
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VIII- Les effecteurs de P’immunosurveillance anti-tumorale : une

plasticité cellulaire

Le systéeme immunitaire peut générer une réponse immunitaire innée ou adaptative selon

les acteurs mis en jeu :

e La réponse immunitaire innée: mise en place rapidement et non spécifique de
I’antigene, elle comprend les macrophages, les granulocytes (ou polynucléaires), les
cellules NK et les cellules dendritiques.

e Laréponse immunitaire adaptative : plus longue a se mettre en place, elle est spécifique
de I’antigene, elle a une capacité de mémoire et comporte une composante cellulaire et
une composante humorale. La réponse immunitaire adaptative implique les
lymphocytes T et B et se met en place lors de la présentation de 1’antigéne par une

cellule présentatrice d’antigene (CPA).

1- Le systeme immunitaire inné
a. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques ont pour origine les précurseurs myéloides de la moelle
osseuse, au méme titre que les autres cellules de I’immunité innée, a 1’exception des cellules
NK. Elles sont retrouvées sous forme immature en grande proportion dans les tissus, en
particulier dans les muqueuses en contacts avec 1’extérieur. Dans le microenvironnement

tumoral, elles sont également présentes dans les structures lymphoides tertiaires (TLS).

Sous leurs formes immatures, les cellules dendritiques possedent d’importantes
capacités de reconnaissance et de capture d’antigéne dans leurS environnements par
surexpression des PRRs et potentialisé par leurs nombreuses dendrites [136,137]. La maturation
des cellules dendritiques débute lors de la capture d’antigénes tumoraux, puis leurs
présentations sous forme de peptide sur le CMH | au niveau de la membrane plasmique.
S’ensuit une surexpression des molécules de costimulation (CD80/CD86), des molécules du
CMH (I et 11) et de la sécrétion de nombreuses cytokines stimulant la prolifération (IL-2, IL-
12, IFN-y) [138] et la différenciation des lymphocytes T CD4+ [139,140]. Les cellules
dendritiques matures voient leurs capacités de phagocytose diminuées mais acquierent une plus

grande mobilité et vont migrer dans les ganglions lymphatiques. Cette migration est dépendante
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de la sécrétion des chimioattractants CCL19 et CCL21 par les cellules stromales des ganglions
lymphatiques [141], pour initier la réponse immunitaire adaptative en présentant I’antigéne aux
lymphocytes. Elles font ainsi le lien entre ’immunité innée et ’immunité adaptative. Les

cellules dendritiques matures expriment le DC-LAMP (ou CD208).

b. Les macrophages

Les macrophages proviennent de la différenciation et de la maturation des monocytes
sanguins dans les tissus. lls sont rapidement recrutés sur le lieu de la lésion par de nombreuses
cytokines, dont les plus importantes sont le CCL2, le VEGF, le CCL5 et le CSF1 (colony
stimulating factor 1) [142].

Leurs actions anti-tumorales consistent principalement en la phagocytose des
composants tumoraux et la lyse des cellules tumorales par les mécanismes de cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Comme les cellules dendritiques, les
macrophages sont des CPA qui peuvent activer les lymphocytes de I’immunité adaptative. Ces
cellules montrent une grande plasticité dans les processus antitumoraux, comme en témoigne
leur large spectre de phénotypes décrit dans la littérature [143]. 2 phénotypes, représentants les

extrémes du spectre phénotypique, ont été décrits [144,145] :

e Les macrophages « M1 »: caractérisés par la production de cytokines pro-
inflammatoire comme le TNFa, IFN-y et I'IL-6 [144]. C’est un phénotype associé a
I’inflammation et au contrdle de la tumeur. lls sont induits par I’'IFN-y, le TNFa, les
LPS (Lipopolysaccharide) et I’IL-12. lls expriment le CD11b, le CD11c, le CD86 et le
CD68. L’activation du CD11b stimule I’accumulation des lymphocytes T cytotoxiques
et inhibe la croissance tumorale [146].

e Les macrophages « M2 » : caractérisés par la production de molécules régulatrices des
fonctions immunitaires comme 1’arginase-1, le TGF-$ et I’'IL-10, et des molécules pro-
angiogeniques. Il leur est attribué un profil pro-tumoral, associé a la régulation de la
réponse immunitaire et la résolution de 1’inflammation [147]. Ils expriment le CD163,
le CD204 et le CD206 et sont induits par des médiateurs de I’immuno-régulation comme
I’IL-4, I’IL-10, I'TL-13 et le TGF-p.
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c. Lesgranulocytes

Les granulocytes sont les cellules majoritaires parmi les globules blancs dans le sang.
Elles possedent un noyau plurilobé et de nombreuses granules intracytoplasmiques. 3 sous-

types sont décrits :

e |Les neutrophiles

Ce sont les plus fréquents, les premiers a étre recruté sur le site de I’inflammation aigiie
et ils participent activement au processus inflammatoire. Ce recrutement précoce est médié par
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, en particulier CXCL1, CXCL2, CXCL5 et
CXCLS8, de puissants chémoattractants des neutrophiles qui en surexpriment les récepteurs
spécifiqgues CXCR1 et CXCR2 [142,148]. Les neutrophiles activés expriment le CD66b, le
CD15, le CD16 et le CD11b [149,150]. lls peuvent éliminer les cellules tumorales par
phagocytose, par cytotoxicité directe via la sécrétion locale d’espéces réactives de 1’oxygéne
(ROS) ou de I’azote (NOS) ou par lyse ADCC. Comme pour les macrophages, les neutrophiles
présentent un large spectre phénotypique, dont les 2 phénotypes extrémes sont régulierement
décrits (Figure 17) :

e Les neutrophiles « N1 » antitumoraux sont induits par les IFN de type I (o et ). Ils ont
une forte activité anti-tumorale plurifactorielle : ils sécrétent des cytokines pro-
inflammatoire (IL-12, TNFa) et des chemoattractant des lymphocytes T CD8+
(CXCL9, CXCL10) [151]. Elles peuvent également, sous I’influence d’IFN-y,
surexprimer des molécules de costimulation (CD86, CD54...) et agir comme des CPA
pour activer les lymphocytes de la réponse adaptative [152].

e Les neutrophiles « N2 » protumoraux sont des neutrophiles immatures avec des noyaux
hypolobés, induits par le TGF-p. Ils présentent une forte activité pro-inflammatoire : ils
sécrétent notamment des ROS et NOS qui favorisent I’inflammation, des molécules pro-
angiogeniques (VEGF, MMP9) et des protéases (ELANE (élastase des neutrophiles),
MMP9) qui degradent la matrice extracellulaire et promeut la prolifération et la
dissémination = meétastatique  [153]. lls ont également des actions
immunosuppressives par la sécrétion de ROS, de NOS, de TNFa et de myélopéroxydase
qui peuvent supprimer ’action cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ par contact direct
[154,155] et des NK. Enfin, la sécrétion d’arginase-1 entraine la dégradation de
I’arginase du milieu extracellulaire et supprime I’activation et la prolifération des

lymphocytes T par rétention métabolique [156]. Ils correspondraient aux cellules

63



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

suppressives dérivées des cellules myeloides granulocytiques (G-MDSC), un sous-type
de cellules immunomodulatrices. Leur présence est corrélée avec la proportion des
molécules immunomodulatrices et de lymphocytes T régulateurs [157]. Des
publications récentes ont montrés que les neutrophiles peuvent libérer leurs ADN sous
forme d’un réseau de chromatine, de protéase et de protéines intracellulaires, afin de
piéger des éléments pathogénes et permettre leurs éliminations [158]. Ces NET
(Neutrophil Extracellular Traps) favorisent la dissémination tumorale en augmentant la
mobilité des cellules sanguines dans le sang [158,159]. Ce mécanisme de NETose est

donc souvent associé aux neutrophiles N2.

N1 N2
Carcinogenesis
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Tumor cells NF - growth
cytotoxicity « o i
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\ h NE
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Figure 17 : Les roles opposés des neutrophiles « N1 » et « N2 » dans le cancer [153]
NE : Neutrophil Elastase, iNOS :inducible Nitric Oxide Synthase, N, H202 : hydrogen peroxide

Ces 2 phénotypes ont aussi été définis respectivement en neutrophiles de haute densité
et de faible densité, d’aprés leurs separations sur gradient de Ficoll [160]. Les médiateurs et les
mécanismes modulant la plasticité de ces phénotypes font encore 1’objet de débats [160].
L’absence de marqueur spécifique des phénotypes N1 et N2 rend leurs études fonctionnelles
difficiles. Des études ont montré que I’expression de LOX-1 (Lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1) serait un marqueur spécifique des G-MDSC, [161,162], mais cela doit
encore étre validé [163,164].
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e Les éosinophiles

Beaucoup moins fréquent que les neutrophiles, les éosinophiles représentent moins de
1% des granulocytes. Ils ont un réle prépondérant dans la réponse aux infections, notamment
parasitaires, et ont été retrouves dans le microenvironnement tumoral de nombreuses tumeurs
solides [165] et hematologiques [166]. Des roles pro et antitumoraux leur ont été attribués et

semblent dépendre de la localisation du cancer [167].

e Les basophiles

Ce sont les granulocytes les moins abondants et sont principalement impliquées dans les
phénomenes allergiques médiés par les IgE, via leurs récepteurs membranaires aux fragments
Fc des IgE (FceRl). Plusieurs études ont montreé leurs présences dans les cancers [168], dont les
CBNPC [169]. Néanmoins, leurs influences sur le développement tumoral est mal décrite et fait
I’objet de débats [170,171].

d. Les NK

Les cellules NK sont des grands lymphocytes granuleux, originaires de la moelle
osseuse, qui possedent de fortes activités cytolytiques des cellules anormales infectées par des
virus ou tumorales. Elles sont caractérisées par I’expression de CD56, de CD16 et de NKp46
[172]. Contrairement aux lymphocytes T conventionnels qui seront décrits plus loin, les NK
n’expriment ni le récepteur spécifique de la reconnaissance de I’antigéne (TCR), ni son
corécepteur (CD3). Les cellules NK présentent un grand nombre de récepteurs et de ligands
membranaires activateurs ou inhibiteurs de la cytotoxicité ou de la sécrétion de cytokines
[173,174]. De par I’absence de molécules spécifiques de I’antigéne, la lyse des cellules
anormales est réalisée par cytotoxicité naturelle sans immunisation préalable, ou par des

mécanismes d’ADCC.

La cellule NK en interaction avec la cellule cible déclenche la cytotoxicité naturelle
lorsque I’intensité des signaux activateurs engagés (notamment NKp46, NKG2D (Natural
Killer Group 2D) et CD16) dépassent celui des signaux inhibiteurs [175]. Les récepteurs KIR
(killer cell immunoglobulin-like receptor) sont les principaux récepteurs inhibiteurs des cellules

NK et reconnaissent spécifiquement le CMH 1 [176]. Les cellules NK sont ainsi capables de

65



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

discriminer les cellules du « soi » et du « non soi » par la reconnaissance du CMH 1. La perte
ou la diminution d’expression du CMH I des cellules tumorales est un mécanisme classique
d’échappement au systéme immunitaire [177,178]. La lyse par cytotoxicité direct a lieu par
dégranulation des granules lytiques cytoplasmiques, contenant du granzyme et des perforines,

au contact de la cellule tumorale.

Les cellules NK ont également des fonctions de sécrétion de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires qui stimulent 1’activation des autres cellules de I’'immunité (TNFa, IL-2),
augmente leurs capacités cytolytiques (IFN-y) et favorisent leurs recrutements (GM-CSF).
Dans les CBNPC, il a été montré que les NK étaient peu nombreuses et qu’elles avaient un
phénotype et des fonctions altérées (plus faible expression des signaux de costimulation,

cytotoxiciteé deficiente) participant a la croissance tumorale [179].

2- Systeme immunitaire adaptatif

e. Dynamique fonctionnelle de I’immunité adaptative : le cycle cancer-

immunité

Les lymphocytes T sont capables d’induire une réponse immunitaire suite a la
reconnaissance par leurs TCR d’un peptide antigénique présenté par une CPA ou une cellule
tumorale via le CMH | (T CD8) ou Il (T CD4). Chen et al ont décrits la succession des
événements permettant d’activer et d’entretenir la réponse immunitaire anti-tumorale, en

I’intitulant le cycle Cancer-Immunité [180] (Figure 18)

Les antigenes tumoraux libérés par les cellules tumorales sont internalisés par les CPA
(majoritairement les cellules dendritiques), puis présentés a leurs surfaces sur les CMH. Les
cellules dendritiqgues matures vont rejoindre les ganglions lymphatiques pour activer les

lymphocytes naifs. Cette activation se déroule en 3 étapes successives [180]:

e Présentation antigénique par I’interaction TCR/CD3-CMH

e Signal de costimulation nécessaire a la transduction du signal jusqu’au noyau, par
I’interaction de CD80 ou de CD86 des cellules dendritiques avec CD28 du lymphocyte
T

e La prolifération et la différenciation fonctionnelle des lymphocytes T
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Les lymphocytes activés proliferent et forment un clone de cellule de méme spécificité
pour I’antigéne (sélection clonale) et vont migrer vers la zone tumorale par la circulation
générale. Les lymphocytes T effecteurs vont reconnaitre 1’antigéne tumoral et déclencher des
mécanismes cellulaires aboutissant a la lyse des cellules tumorales. Cela conduit a la libération
toujours plus importante d’antigéne tumoral, et ainsi entretient le cycle cancer-immunité. Une
partie des lymphocytes T actives vont rester quiescent et se différencier en lymphocytes T
mémoires. Ces lymphocytes T mémoires seront réactivés lors d’une nouvelle exposition au
méme antigéne et assureront une réponse immunitaire plus rapide. Dans la situation tumorale,

il existe une évolution clonale tumorale pour echapper a cette réponse immunitaire spécifique

d’antigene.
Priming and
activation Trafficking of CX3cL1
T cells to tumors CXCL9
CD28/BT7 .1 CXCL10
CD137/CD137L CCL5
OX40/0X40L
CD27/CD70 '/3)
HVEM
GITR
IL-2
IL-12
CTLA4/BT 1 Infiltration of T cells
PD-L1/PD-1 into tumors
PO-LVBT LFA1/ICAMA
prostaglandins lymph node Selectins
VEGF
Endothelin B receptor
Cancer antigen
presentation <
INF @ Recognition of
IL-1 “ L cancer cells by T cells
IFN-o 6 T cell receptor
gg:loucmo - Reduced pMHC on cancer cells
ATP
HMGB1
TLR - .
Killing of cancer cells
IL-10
IL-4 IFN-y
IL-13 /’.i T cell granule content
Release of U PD-L1/PD-1  LAG-3

) L1/ Arginase
cancer cell antigens PoLIELT

W Stimulatory fact 10O MICAMICE
| ;]n;u alory factors Immunogenic cell death TGF-p B7-H4
M Inhibitors - BTLA TIM-3/phospholipids
Tolergenic cell death VISTA

Figure 18 : Le cycle cancer-immunité et ces médiateurs [180]
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f. Dynamique fonctionnelle de I’immunité adaptative :

I’immunomodulation
i. Les molécules inhibitrices : les « immune checkpoints »

La réponse immunitaire nécessite un rétrocontréle négatif subséquent pour empécher la
prolifération incontrélée des cellules immunitaires, éviter une auto-immunité et résoudre
I’inflammation. Dans ce but, des protéines inhibitrices sont exprimées a la membrane des
cellules immunitaires, apres reconnaissance de I’antigéne, pour en réguler I’activation et la

prolifération. De nombreux « immune checkpoints » ont été décrits [181] (Figure 19) :

e CTLA-4: exprimé en intracellulaire par les lymphocytes T naifs, la protéine est
transloquée a la membrane aprés reconnaissance de I’antigéne [182]. CTLA-4 entre en
compétition avec CD28 pour la liaison avec ses ligands spécifiques CD80/CD86 avec
une plus forte affinité et intervient au moment de la présentation antigénique.

e PD-1:exprimé par les lymphocytes T, il posséde 2 ligands : PD-L1 qui est exprimé par
de nombreuses cellules immunitaires (lymphocytes T et B, macrophages, plamocytes,
granulocytes) et tumorales, et PD-L2 dont I’expression est plus restreinte au CPA et a
certaines cellules épithéliales, notamment pulmonaires [183]. La liaison de PD-1 avec
son ligand entraine 1’apoptose du lymphocyte T. L’expression de PD-L1 par les cellules
cancéreuses est un mécanisme majeur de 1’échappement tumoral, et constitue la cible
des immunothérapies actuelles.

e LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) : exprimé par les lymphocytes T et les cellules
NK, il est freqguemment coexprimé avec PD-1 dans les lymphocytes infiltrant la tumeur,
conduisant a I’exhaustion des lymphocytes et permettant la croissance tumorale. Son
ligand principal est le CMH 11, mais son mécanisme d’action n’est pas encore clairement
établi [184].

e TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3) : exprimé sur les
lymphocytes T, les cellules NK, les macrophages et les cellules dendritiques. Il a
plusieurs ligands dont le principal est la Galectin-9. Il a un réle prépondérant dans
I’inhibition de I’expression des cytokines pro-inflammatoire TNFa et IFN-y [185].

e TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains): exprimé par les
lymphocytes T et les cellules NK, il a pour ligand les protéines CD112 et CD155. Il
inhibe I’immunité innée et adaptative a travers divers mécanismes, bien décrits dans une

revue de Joe-Marc Chauvin [186].
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Figure 19 : Les voies d’activation et d’inhibition des cellules immunitaires par les CPA ou les cellules
tumorales [186]

L’expression de molécules inhibitrices est un mécanisme d’immunomodulation qui peut
étre synergique de 1’action des lymphocytes T régulateurs qui seront décrits plus loin dans ce

document.

ii. L’anergie

L’anergie est un mécanisme tolérogéne au cours duquel les lymphocytes sont
fonctionnellement inactifs apres rencontre de 1’antigéne. Elle a lieu lors d’une stimulation sous-
optimale du lymphocyte, due a I’absence des signaux de costimulation lors de 1’interaction
TCR/CD3-CMH/peptide, ou a une exposition altérée au CMH ou a I’'IL-2 qui sont nécessaires
a son activation [187]. Les lymphocytes T anergiques ne proliférent pas et produisent moins de
cytokine, notamment 1’IL-2 [187]. L’anergie a été mis en évidence dans le microenvironnement

tumoral et constitue également un mécanisme d’échappement tumoral [188].
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iii. L exhaustion

L’exhaustion est un état de dysfonction du lymphocyte T aprés stimulation antigénique,
initié par une persistance de la stimulation antigenique par le TCR et des niveaux excessifs de
cytokines pro-inflammatoires. Elle est favorisée par la présence de TGF-B et d’IL-10. Cette
activation chronique entraine une diminution progressive des fonctions effectrices des
lymphocytes T, via une expression d’immune checkpoint, notamment PD-1, TIM-3 et LAG-3,
avec une diminution de la sécrétion de cytokine et une diminution de la cytotoxicité [189,190]
(Figure 20). L’exhaustion est un mécanisme de protection dans les inflammations chroniques
et notamment dans le cancer. En effet, il a é&té montré que les cellules lymphocytaires infiltrant
les tumeurs avaient un phénotype dit « exhausté », en partie responsable de 1’échappement
tumoral [191]. Les mécanismes de 1’exhaustion des lymphocytes, notamment T, ont été décrit

trés récemment [192].
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Figure 20 : L exhaustion progressive des lymphocytes T dans les infections chroniques [189]
CTL : Potentiel cytotoxique du lymphocyte T
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g. Leslymphocytes T

Composante majeure de I’immunité adaptative cellulaire, les lymphocytes T ont pour
origine les progeniteurs lymphoides de la moelle osseuse. A ce stade, les progéniteurs
lymphocytaires n’expriment pas de marqueurs lymphocytaires (CD3-, CD4-, CD8-, TCR-) et
migrent vers le thymus pour y réaliser leurs maturations. En arrivant dans la région corticale
thymique, elles vont exprimer 1’ensemble des marqueurs lymphocytaires cités precédemment.
La maturation de ces thymocytes « double positifs » va consister en 2 étapes successives,
réalisées lors de la migration dans le thymus, de la région corticale a la région medullaire
[193,194].

La premiere étape consiste en la sélection positive des thymocytes capable de
reconnaitre les molécules du CMH des cellules épithéliales thymique. L’interaction TCR-CMH
doit étre d’une affinité suffisante pour permettre aux thymocytes « double positif » de recevoir
les signaux cellulaires de survie. Si I’interaction est de trop forte affinité, cela signifie que le
TCR reconnait fortement le CMH du soi, et est donc délétere pour 1’organisme. Le thymocyte
ne recevra alors pas les signaux de survie, entrera en apoptose et sera éliminé par les
macrophages résidents. La sélection positive s’achéve par I’engagement du thymocyte dans un
lignage lymphocytaire « simple positif » CD4+ ou CD8+. La sélection du cluster de
différentiation dépendra du type de CMH reconnu par le TCR du thymocyte : CD8 s’il a
reconnu le CMH I, CD4 s’il a reconnu le CMH II. A cette étape, le TCR est capable de

reconnaitre n’importe quel peptide présenté par un CMH, qu’il soit du soi ou du non soi.

La seconde étape consiste a I’acquisition de la tolérance vis-a-vis du soi, par sélection
négative des thymocytes qui reconnaissent les peptides du soi sur le CMH. Le peptide du soi
est présenté aux thymocytes, par des cellules dendritiques de la médullaire thymique sous
contréle du facteur de transcription AIRE (Auto-immune regulator). Les genes sous le controle
d’AIRE codent pour des antigenes restreints a des organes spécifiques a I’exception du thymus.
Les thymocytes « simple positif » qui interagissent avec une trop forte affinité vont recevoir

des signaux de mort cellulaire et entreront en apoptose.

A la sortie du thymus, les lymphocytes T ont acquis i) un TCR fonctionnel, ii) un lignage
spécifique (CD4 ou CDB8), iii) la tolérance au soi. Ils sont dits naifs tant qu’ils n’ont pas
rencontré un antigéne. L’expression du TCR permet la reconnaissance spécifique de 1’antigéne
par les lymphocytes matures. Pour répondre efficacement a la grande diversité des antigénes

étrangers, des réarrangements somatiques aléatoires des segments V(D)J des genes du TCR ont
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lieu tout au long de la maturation thymique [195]. L’ensemble des TCR formé dans ce processus

et retrouvé dans I’organisme constitue le répertoire lymphocytaire T.
Il existe plusieurs sous-types de lymphocytes T :

e Lymphocytes T cytotoxiques (CD8+)

e Lymphocytes T « helper » ou auxilliaire (CD4+)
e Lymphocytes T régulateurs (Treg)

e Lymphocytes T yd

I. Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+

Ce sont les acteurs majeurs de I’immunité anti-tumorale. Les lymphocytes T CD8+,
activés par la présentation d’un antigéne par une CPA, se lient a la surface des cellules tumorales
via D’interaction TCR-CD3/CMH-peptide. La synapse immunologique formée permet la
délivrance locale du contenu des granules lymphocytaires, contenant des granzymes, des
perforines et du FasL [196]. Le granzyme et les perforines font former des pores dans la
membrane et conduire a la lyse osmotique de la cellule et I’induction de I’apoptose ; FasL va
se lier au Fas membranaire de la cellule tumorale, qui active les caspases et les endonucléases,
conduisant a la fragmentation de I’ADN de la cellule tumorale et I’induction de 1’apoptose [197]

(Figure 21).
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Figure 21 :Le mécanisme de cytotoxicité direct médié par les lymphocytes T cytotoxiques [196]

Les protéines sont colorées selon I’année de leur découverte

ii. Les lymphocytes T CD4+ helper

Les lymphocytes T CD4+ « helper » (Th) ont pour fonction de promouvoir la réponse

immunitaire par le recrutement, I’activation et la stimulation des cellules immunitaires

effectrices. Les lymphocytes T CD4+ activés, vont étre différenciés par la sécrétion de

nombreuses cytokines, qui orientent la réponse immunitaire et régulent 1’inflammation. La

différenciation en u

n sous-type de lymphocyte Th dépend du stimulus d’origine. De nombreux

sous-types de lymphocyte Th sont décrits [198,199] (Figure 22):

e Les lymphocytes Thl sont induits par I’IL-12 et I'IFN-y principalement sécrétés par les

cellules dendritiques. IIs sécrétent principalement de I’'TFN-y qui stimule la prolifération

et I’activation des macrophages, des granulocytes, des cellules NK et des lymphocytes ;
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mais également de I’IL-2 et du TNFa pro-inflammatoire. Ils expriment spécifiquement
le facteur de transcription T-bet et sont plus impliques dans la potentialisation de la
réponse immunitaire adaptative cellulaire.

e Les lymphocytes Th2 ont un réle pro-tumoral et anti-inflammatoire, qui contrebalance
la réponse Thl [200]. Ils produisent de 1I’'IL-4, de I’IL-5 et de 1’IL-13 qui favorisent la
sécrétion d’IgE par les lymphocytes B et polarisent les macrophages vers un phénotype
M2, et de I’IL-10 immuno-régulateur. lls sont induits par I’'TL-4 et expriment le facteur
de transcription GATA-3.

e Les lymphocytes Th17 sont induits par I’IL-6, I’'IL-21 et le TGF-B. IIs sont pro-
inflammatoires et ils produisent de I’'IL-17, de I’IL-21, de I’'IL-22 et du GM-CSF et
expriment spécifiguement le RORyt. Leurs roles dans le cancer est encore débattu [201].

e Les lymphocytes Th9 sont induits par I’IL-4 et le TGF-f et produisent majoritairement
de I’IL-9 qui stimule la production de cytokine et améliore la survie et la prolifération
des lymphocytes T [202].

e Leslymphocytes Th22 sont induits par le TNF-a et I’TL-6. Assez mal décrits, des études
leur ont attribué un réle important dans la tumorigenese [203].

e Les lymphocytes T folicular helper (Tfh) sont présents dans les centres germinatifs de
la rate, des ganglions et des TLS ainsi que dans la marge d’invasion des tumeurs [204].
IIs potentialisent la prolifération des lymphocytes B des centres germinatifs via la
sécrétion d’I’TL-21 et d’IL-4 [205] et expriment spécifiquement Bcl6 (B-cell lymphoma
6), CXCR5 et CD40L.

74



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

CD40 mediated Anti-tumor
Subtypes Lytolones licensing of DCs Antibody
G oduction
A STATA . IFNy, L2, pr .
Tl | | T-bet TNF-a \ DC1 Tumor antigen Al i
\ V) .'.

Anti-tumorigenic Ty Cells

£ .\ sTATE IL-3, IL-9,
T"QI . RE& T L2t

Dendritic cell -
naive CD4* y \\-.'STATZS—» IL-6,
Tcell T '\ ./ Bcl6 IL-21
y .‘A‘\\ /

\ TN17 STATS e IL-17a, IL-2Ra +—

\ Roryt IL-ATE cp28 IFN-y,
\ STAT3 IL4, IL-5, 1

Pro-tumorigenic Ty Cells GATA3—>,L,1°, IL-13, cD8 TCR

L7
CD8* T cell proliferation, Thpronx
survival & recall
™ ‘ STATS , IL-10, L2
Foxp3 1L-35 response by IL-

TGF-

Figure 22 :Le développement des lymphocytes T CD4+ et leurs sous-types dans [’'immunité [206]
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iii. Les lymphocytes T régulateur (TregQ)

Les lymphocytes Treg sont les principales cellules effectrices de I’immunomodulation.
Dans des conditions physiologiques, ils assurent la tolérance du soi et la résolution de la réponse
immunitaire. De nombreuses études ont souligné la contribution des Treg dans la progression
tumorale et I’altération de la réponse immunitaire anti-tumoral [207—209]. Comme pour les
autres lymphocytes, ils nécessitent la présentation de 1’antigéne pour étre activés et remplir
leurs fonctions biologiques. La littérature scientifique fait état de plusieurs sous-types de
lymphocytes Treg [210]. Seuls les lymphocytes Treg naturels, les plus nombreux et les plus

étudiés dans le cancer seront décrits.

Les lymphocytes Treg naturel expriment le facteur de transcription FoxP3 et CD25 qui
est une sous unité du récepteur a I’IL-2 [211] et représentent 5 a 10% des lymphocytes T CD4+
[212]. lls sont induits par le TGF-B et I’IL-10. Ils modulent la réponse immunitaire anti-

tumorale par plusieurs mécanismes directs ou indirects (Figure 23 et Figure 24) :

e [L’expression «d’immune checkpoint » : les lymphocytes Tregs expriment un large
panel de protéines immunomodulatrices comme CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3 et
TIGIT [213].
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La privation métabolique : les lymphocytes Treg surexpriment CD25, la sous-unité
alpha du récepteur de I’IL-2. Ce récepteur de haute affinité entre en compétition avec
les autres cellules immunitaires pour la capture de I’IL-2. La diminution de 1’IL-2
diminue alors la survie et la prolifération des autres cellules immunitaires [214,215]. lls
peuvent également transférer directement du cAMP (adénosine monophosphate
cyclique) aux lymphocytes T effecteurs par les jonctions communicantes [216].
L’accumulation intracellulaire de cAMP entraine I’apoptose des cellules cibles.

La sécrétion de cytokine immunomodulatrices (TGF-B, IL-10, IL-35) et d’adénosine qui
inhibent la prolifération des lymphocytes (notamment les Th1), des granulocytes et des
macrophages [214,217]. Les cellules tumorales sécretent elles-aussi de 1’IL-10 et du
TGF-B, pour échapper au systéme immunitaire [218].

Cytotoxicité directe : Les lymphocytes Treg peuvent lyser les lymphocytes T effecteurs

en contact direct par sécrétion de granzyme et perforine.
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Figure 23 : Les mécanismes régulateurs des Treg [214]
DC : cellule dendritique, IDO : Indoleamine 2,3-dioxygénase

76



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

ﬁll—lo
0 Mac

IL-10

IL-10

‘ IL- 10

YO T cell

PI3K

' ] -
Tolerogenic DC ! pdk
[]
Figure Legend

3 avf3s

‘ Latent TGF-3

I cD86 e
'r CTLA4 Mature DC

Figure 24 : Les actions immuno-régulatrices des Treg sur les cellules de ['immunité innée [209]
Mac : Macrophage, pdk1 : 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1, RA : Retinoic acid,
GARP : Glycoprotein A repetitions predominant, Trl : IL-10-producing T regulatory type 1, Teff :
Effector T cell

Dans le microenvironnement tumoral du CBNPC, il a été observé la présence d’IL-10
et de TGF secrétés par les cellules tumorales pour recruter des lymphocytes Treg et inhiber la

réponse immunitaire ; et constitue un mécanisme d’échappement tumoral [218,219].

iv. Les lymphocytes T yd

Ils composent un groupe hétérogéne assez rare de lymphocyte T présentant un TCR
composé¢ des chaines v et 9, contrairement aux autres lymphocytes T dont le TCR est composé
des chaines a et B. IIs représentent 1 a 5% des lymphocytes T totaux, expriment CD3 mais pas
CD4 ni CD8 [220]. lls pourraient avoir un intérét dans la réaction immunitaire anti-tumorale
[221,222] par leurs fortes cytotoxicités et sécrétion de cytokines. Neanmoins, leurs faibles

fréquences et des études préliminaires ne permettent pas d’en préciser les différents sous-type
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et leurs actions précises dans la réponse anti-tumorale. Ils pourraient étre des cibles

intéressantes des thérapies anticancéreuses [223,224].

v. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B sont les effecteurs de I’immunité adaptative humorale, notamment
par la production d’anticorps aprés différenciation en plasmocytes [225]. IIs ont aussi pour
origine des progéniteurs lymphoides de la moelle osseuse. lls completent leurs développements
dans les organes lymphoides secondaires comme la rate et les ganglions lymphatiques [226].
Ils sont caractérisés par 1’expression membranaires d’immunoglobulines, du BCR, de CD19 et

de CD20.

Durant la maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse, de nombreux
réarrangements somatiques aléatoires des segments V(D)J des genes des chaines lourdes (stade
pro-B) puis des chaines légéres (stade pré-B) du BCR vont se succéder [227]. Ce phénoméne
de diversité combinatoire permet d’obtenir un important polymorphisme du BCR, permettant
de répondre a la grande disparité des antigenes étrangers, et constitue le répertoire des
lymphocytes B [228]. Les lymphocytes B vont exprimer des IgM a leurs surfaces dans les
premiers stades de maturation, puis coexprimer des IgM et des IgD en fin de stade pré-B dans
la moelle osseuse. Les lymphocytes B naifs générés vont migrer ensuite dans les organes

lymphoides secondaires.

L’activation du lymphocyte B mature a lieu lorsque son BCR reconnait spécifiquement
un antigene étranger soluble ou présenté par une CPA sur le CMH I, associé a des signaux de
costimulation via CD40L/CD40 [226]. Cette reconnaissance antigénique va entrainer la
commutation isotypique des chaines lourdes des immunoglobulines et la permutation
somatique des régions variables des chaines lourdes et légéres. Ces mécanismes
complémentaires vont permettre d’accroitre la spécificité de I’anticorps pour I’antigéne. Les
lymphocytes B activés vont ensuite proliférer par sélection clonale puis se différencier en
plasmocytes sécréteurs d’anticorps spécifiques de ’antigéne [229]. De la méme maniere que
pour les lymphocytes T, une partie des lymphocytes B activés vont se différencier en
lymphocytes B mémoires.

Les lymphocytes B sont moins bien étudiés dans la réponse anti-tumorale que les

lymphocytes T, notamment les T CD8+ dit effecteurs. Néanmoins les lymphocytes B sont
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retrouvés dans les tumeurs solides, notamment dans 35% des CBNPC [230], principalement
regroupés en structures lymphoides tertiaires ou TLS [231] quel que soit le stade de la maladie
[232].

L’action anti-tumorale des lymphocytes B repose sur plusieurs mécanismes : la
sécrétion d’anticorps qui vont neutraliser les antigénes tumoraux et faciliter leurs éliminations
par phagocytose et I’initiation de la lyse cellulaire par ADCC [233]. En se liant aux antigenes
tumoraux membranaires, ils constituent un point d’ancrage pour les cellules immunitaires
cytotoxiques exprimant le récepteur des fragments Fc des immunoglobulines (FcyR, en
particulier le FcyRII1 (CD16)) ; principalement les cellules NK mais aussi les macrophages M1,
les neutrophiles N1 et les lymphocytes. La synapse immunologique formée va assurer la
délivrance locale de granzyme et de perforine et la lyse de la cellule tumorale (Figure 21). Les
lymphocytes B peuvent aussi agir comme cellules présentatrices d’antigenes capturés sur leurs
BCR, et stimuler la prolifération et I’activation des cellules effectrices par sécrétion d’IFN-y et
d’IL-12 [234]. Plusieurs études semblent indiquer I’existence de sous-type de lymphocyte B
dits régulateurs, exprimant des ligands et des cytokines comme TGF-3, I’IL-10 et PD-L1 [235].
Ils favorisent la progression tumorale en inhibant les NK, les lymphocytes Th et les
lymphocytes T CD8+ et favorisent la prolifération des lymphocytes Treg [234,236]. Ces
cellules sont difficilement identifiables en absence de marqueurs spécifiques faisant consensus.
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IX- L’organisation du microenvironnement tumoral.

1- Le microenvironnement tumoral : relation cellules immunitaires-

cellules tumorales

Le microenvironnement tumoral (MET) est un ensemble complexe, structuré,
hétérogéne et dynamique de cellules immunitaires, de fibroblastes, de vaisseaux sanguins et
lymphatiques, et de molécules sécrétées dans I’environnement proche de la tumeur [237]. Le
phénotype de ces cellules, leurs densités et leurs localisations sont hétérogenes entre des
tumeurs d’histotypes différents mais également entre tumeurs de méme histotype [238]. Cette
organisation, a la fois qualitative (nature des cellules et leurs phénotypes), quantitative (densité
de cellules par mm?) et spatiale (localisation dans le MET) constitue 1’« immune contexture »

ou contexte immunitaire [237,239] (Figure 25).
Plusieurs composantes constituent le MET du CBNPC [237,240-242] :

e Des cellules immunitaires aux fonctions anti-tumorales : (lymphocytes T CD8+, Th1,
Th9, Tfh, macrophages M1, neutrophiles N1, lymphocytes B) qui sécretent des
molécules anti-tumorales (IFN-y, IL-2, TNFa...) comme des cytokines et chimiokines
qui induisent le recrutement, 1’activation, la prolifération et la survie des cellules anti-
tumorales.

e Des cellules immunitaires aux fonctions pro-tumorales (lymphocytes Treg,
macrophages M2, neutrophiles N2, MDSC, lymphocyte B régulateur) qui sécrétent des
molécules pro-inflammatoire (TNFa, IL-1...) ou immunomodulatrices (TGF-p, IL-
10...), qui inhibent la réponse immunitaire anti-tumorale et favorisent la prolifération
des cellules cancéreuses.

e Des molécules de I’angiogenése et de I’inflammation qui modulent la réponse
immunitaire et la progression tumorale.

e Des TLS, qui peuvent étre au milieu des massifs tumoraux ou localisés en périphérie
des tumeurs. Ce sont des agrégats de lymphocytes B, de lymphocyte T et de cellules
dendritiques matures DC-LAMP+, avec une structure histologique proche d’un follicule

lymphoide ganglionnaire [243].
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2- L’infiltrat immunitaire intra-tumoral prédit la survie des patients

Plusieurs études ont démontré I’impact pronostique de I’environnement immunitaire sur

la survie et la réponse aux traitements [238,245] (Figure 26 et Figure 27).

Les lymphocytes T CD8+ ont été les premiers étudiés, de par leurs fonctions
cytotoxiques anti-tumorales. Ils ont un impact positif sur le pronostique dans de nombreux
cancers solides comme les cancers du sein [246], du cblon [245,247], le cancer gastrique
[248,249], le carcinome hépatocellulaire [250], le mélanome [251] ou encore le CBNPC [252—
254]. Ce réle anti-tumoral n’est pas observé dans le cancer du rein ou leurs densités a un impact

négatif, contrastant avec les autres tumeurs [255].

La présence de TLS est également associée a une meilleure survie dans de nombreux
cancers, dont le CBNPC [243,254,256], de méme que la présence de nombreux lymphocytes B
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(CD20) [243,257], de cellules dendritiques matures (DC-LAMP) [254,258] ou de lymphocytes
Th1 [237].

A I’inverse, les granulocytes neutrophiles sont associés a une mauvaise survie dans les
CBNPC [163,259,260] et dans I’ensemble des cancers [261-263]. Ainsi, le ratio sanguin
neutrophile/lymphocyte (NLR), qui consiste a diviser la proportion de neutrophile par celle de
lymphocyte, est un marqueur de mauvais pronostic. Il serait un indicateur de la balance entre

I’inflammation et I’immunité adaptative.

L’étude du role des macrophages dans le contrdle tumoral est difficile du fait de leurs
diversités phénotypiques et de leurs impacts pronostiques contrastés. De nombreuses études se
sont basées sur les marqueurs CD68 et CD163 pour discriminer respectivement les
macrophages M1 et M2 [264,265] et ont montrés des résultats parfois contradictoires [266,267].
Plusieurs études, utilisant des combinaisons de marqueurs pour distinguer ces 2 phénotypes,
ont montré que les macrophages M1 sont liés a une bonne survie, a I’inverse des macrophages
M2 [268,269].

Le role pro- ou anti-tumoral des lymphocytes Treg FoxP3+ dans les tumeurs et
notamment le CBNPC est toujours trés débattu : des études leur conferent un impact positif

[252,270], négatif [271-274] ou encore une absence de valeur pronostique [275].

En dehors de la composition du microenvironnement tumoral et de son influence sur la
survie des patients, les paramétres liés a I’individu sont également importants a prendre en
compte. En effet nous avons montré que chez des patients avec un CBNPC associé a la BPCO,
la densité de lymphocytes T CD8+ intra-tumoraux n’avait pas d’impact pronostique,
probablement lié a un phénotype particulierement « épuisé fonctionnellement » de ces
lymphocytes [276]. Les parameétres liés a la cellule tumorale sont également tres importants,
nous avons montré que selon le type de mutation observé dans la cellule tumorale, le
microenvironnement était enrichi en cellules pro- ou anti- tumorales, avec un impact

pronostique variable [277].

L’hétérogénéité a la fois en terme de densité, de fonction et d’impact pronostique des
cellules immunitaires du microenvironnement tumoral souligne I’importance d’évaluer plus
globalement le stroma immunitaire tumoral, en y intégrant son caractére dynamique et la
distribution spatiale des cellules, plutét que d’évaluer un marqueur individuel [244]. Dans les
prémices de cette approche, Jérome Galon a développé 1I’« Immunoscore » pour évaluer la

survie des patients atteints de cancer colorectaux et ainsi adapter leur prise en charge.
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L’« Immunoscore » consiste en la quantification des lymphocytes T CD8+ (CD3+/CD8+) et

des lymphocytes T mémoires (CD45RO+) dans le lit tumoral et dans la marge d’invasion [278].

Un systéme de cotation prend en compte ses parametres et délivre un score. Ce dernier a montré

un fort impact pronostique, indépendamment du stade TNM [278]. Les patients présentant des

scores elevés avaient une meilleure survie avec un taux plus faible de récidive [247]. Des études

récentes semblent montrer son intérét dans d’autres cancers, notamment le CBNPC [279,280].
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3- La caractérisation de Dinfiltrat immunitaire prédit la réponse

thérapeutique dans le CBNPC

La composition du microenvironnement tumoral influence la réponse aux traitements
dans le CBNPC [238,282]. Une forte infiltration en lymphocytes T CD8+ et un score faible de
PD-L1 exprimé par les cellules tumorales est associé a une meilleure réponse a la
chimiothérapie et a la radiothérapie, quel que soit le stade de la tumeur [283]. La présence de
cellules dendritiqgues matures DC-LAMP+ est également prédictif de I’efficacité de la
chimiothérapie néo-adjuvante dans des stades avancés [284]. A I’inverse, un ratio FoxP3/CD8

ou un NLR élevé est corrélé avec une moins bonne efficacité de la chimiothérapie [285,286].

L’introduction de I’immunothérapie a mis en lumiére le role de I’environnement
immunitaire intra-tumoral pour le contr6le ou 1’échappement tumoral. Cette immunothérapie
ciblant I’axe PD-1/PD-L1 vise a lever I’échappement tumoral médié par I’expression de PD-L1
sur les cellules tumorales induisant une dysfonction des lymphocytes T effecteurs PD-1+. Cette
stratégie a montré des résultats suffisamment positifs pour étre admis dans le traitement de
premiére ou deuxiéme ligne du CBNPC en adjuvant, puis en néo-adjuvant, avec un allongement

significatif de la survie globale et de la survie sans progression [84]. Néanmoins, de nombreux
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patients ne vont pas bénéficier de cette thérapie, malgré la présence de lymphocytes T CD8+
intra-tumoraux et d’une expression supérieure a 1% de PD-L1 par les cellules tumorales [82],
signifiant la nécessité de poursuivre les analyses biologiques de 1’environnement immunitaire

des tumeurs.

De nombreuses études ont démontré I’impact prédictif majeur de [Dinfiltrat de
lymphocytes T CD8+ [163,287,288], des lymphocytes T CD4+ [289,290] et de PD-L1 sur la
réponse aux ICI (Immune Checkpoint Inhibitor) [79,291]. Si les tumeurs non infiltrées en
cellules immunitaires ne répondent pas aux ICI, en revanche, 1’absence d’expression de PD-L1
peut étre associé a une réponse aux ICI dans une proportion significative de patients atteints de
CBNPC [292,293].

Parmi les cellules plutdt associées a une mauvaise réponse aux IClI, il faut citer les
polynucléaires neutrophiles [291] et les MDSC [294,295]. Les résultats sont plus contrastés
pour les lymphocytes Treg [294,296] et les lymphocytes T exhaustés [297,298].

4- Caractérisation spatiale de I’environnement immunitaire, son influence

sur la survie et la réponse aux IClI

La caractérisation de I’environnement par 1’évaluation de la densité d’une sous-
population cellulaire ne prend en compte ni la complexité de I’ensemble de [’infiltrat
immunitaire intra-tumoral, ni de sa topographie au sein de la tumeur, ni des proximités entre
les cellules immunitaires et leurs influences respectives [299]. Pourtant, ces paramétres

pourraient étre a I’origine des discordances de la littérature scientifique.
Ainsi, le microenvironnement tumoral peut étre étudié selon différentes approches :

e La quantification d’un ou plusieurs sous-types cellulaires.

e La localisation cellulaire dans un compartiment déterminé (tumoral, stroma, marge
d’invasion...).

e L’analyse de proximité entre types cellulaires, permettant d’identifier des contacts

cellulaires par le calcul d’une distance moyenne entre les cellules [300,301] (Figure

28).
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Figure 28 : Les échelles d’études spatiales du microenvironnement tumoral [300]

Un nombre trés restreint d’étude ont été publiés sur 1’analyse spatiale des cellules
immunitaires et leurs influences sur le pronostic dans les CBNPC. La majorité de ces études a
évalué la distance moyenne entre les lymphocytes T CD8+ et les cellules tumorales. Il a été
montré qu’une faible distance moyenne était liée a une meilleure survie clinique [302-304] et
une meilleure réponse aux ICI [305,306]. De méme, une faible distance moyenne entre les
macrophages M1 et les cellules tumorales prédirait la survie [307]. Parra et al. ont observé un
risque de récurrence plus important chez les patients dont les lymphocytes T exprimant PD-L1
et PD-1, et d’autres immune checkpoints (LAG-3, TIM-3), étaient proches des cellules
tumorales [241].

Ces etudes se sont donc intéressées a I’interaction entre cellules immunitaires et cellules
tumorales, mais peu d’études ont analysé les proximités spatiales entre deux types de cellules
immunitaires. Barua et al. ont montré un impact pronostique favorable en cas de proximité entre
les lymphocytes T CD8+ et Treg FoxP3+ (20um) [308]. La proximité des cellules NK (CD56+)
et de cellules CD45+ semble egalement associé a une meilleure survie [309]. Ces études n’ont
pas analysé¢ I’'impact sur la réponse thérapeutique dans le CBNPC. En revanche dans le
mélanome il a été montré qu’une proximité entre les cellules PD-1+ et PD-L1+ [310,311], ainsi
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qu’entre les lymphocytes T CD8+ ou PD-L1+ et les cellules tumorales [312] avait un impact

sur la réponse aux ICI

5- Intérét clinique : le développement des immunothérapies bi- et tri-

spécifiques

L’immunothérapie conventionnelle met & profit un anticorps monoclonal pour cibler et
bloquer une cible protéique sur une cellule. Les progreés en ingénierie génétique ont permis la
construction d’anticorps pouvant se lier simultanément a plusieurs épitopes différents, d’un
méme antigéne ou de plusieurs, d’une méme cellule ou portés par des cellules distinctes [313].
Dans le domaine de 1’oncologie, ils offrent une plus grande flexibilité¢ d’actions thérapeutiques.

IIs permettent notamment de [314] (Figure 29):

e Bloquer plusieurs voies cellulaires impliquées dans la prolifération tumorale ou la
résolution de la réponse immunitaire (immune checkpoint), et ainsi améliorer la réponse
immunitaire anti-tumorale.

e Recruter et d’activer des cellules immunitaires, notamment les lymphocytes T CD3+ et
les cellules NK, pour améliorer leurs efficacités cytotoxiques anti-tumorales en les
rapprochant des cellules tumorales.

e Améliorer la spécificité de I’anticorps pour un antigéne unique, en ciblant plusieurs de

ces épitopes
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Figure 29 : Les différents formats d immunothérapie [314]
(1) : anticorps monoclonal, (2) : anticorps bi-spécifique, (3) : anticorps tri-spécifique, (4) : anticorps
bi-spécifique engageur de lymphocyte T construit par la réunion de 2 chaines légeres
d’immunoglobuline, (5) thérapie CAR T cell (Chimeric antigen receptor T cells)

La grande majorité des anticorps bi-spécifiques en oncologie ont pour but de rapprocher
spatialement les lymphocytes T CD3 des cellules tumorales pour améliorer leurs efficacités
anti-tumorales, en forcant leurs interactions [315]. D’autres anticorps poly-spécifiques
permettent de rapprocher les cellules NK des cellules tumorales et induire leur lyse par les
mécanismes d’ADCC [316].

Des anticorps tri-spécifiques ont également été développés, avec des résultats
intéressants in vitro. Un anticorps tri-spécifique anti-CD3/anti-CD28/anti-CD38 a montré un
recrutement efficace des lymphocytes T CD3 a proximité immédiate de cellules tumorales de
myélome et leurs lyses [317]. Un anticorps tri-spécifique anti-EGFR/anti-EpCAM/anti-CD3 a
montré des résultats encourageant dans le cancer colorectal [318]. Ces anticorps poly-

spécifiques font I’objet d’essais cliniques croissants [314,315] (Table 4).
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Drug
Glofitamab

Mosunetuzumab

Epcoritamab
Elranatamab
Teclistamab

Erfonrilimab
Cadonilimab

Tebotelimab™®
lvonescimab

Navicixizumab
SI-B001*
Zanidatamab

Catumaxomab
Bintrafusp alfa

SHR-1701

Company
Roche/Genentech/Chugai

Roche/Cenentech/
Chugai/Biogen

Genmab/AbbVie
Pfizer

lanssen

Alphamab Oncology

Akeso Biopharma

MacroGenics
Akeso Biopharma

OncXerna Therapeutics/
Mereo Biopharma

Systimmune/Sichuan Baili
Pharmaceutical

Zymeworks

LintonPharma
Merck KGaA

Jiangsu Hengrui Medicine/
Suzhou Suncadia
Biopharmaceuticals

Targets
CD20xCD3
CD20xCD3

CD20xCD3
BCMA xCD3
BCMA xCD3
PDL1 xCTLA4
PD1 xCTLA4

PD1 xLAG3
PD1 xVEGF
DLL4 xVEGF

EGFR xHER3
HERZ xHER2

EpCAM xCD3
PDL1 xTGFp
PDL1 xTGFp

Key indications
DLBCL

Indolent and aggressive NHL

DLBCL

Multiple myeloma
Multiple myeloma
NSCLC, PDAC

G0OJ adenocarcinoma,
cervical cancer

Gastric/GO)] cancer
NSCLC

Ovarian cancer

NSCLC
Gastro-oesophageal
adenocarcinoma
Gastric adenocarcinoma

NSCLC, biliary tract cancer

NSCLC, cervical cancer,
gastric/GOJ cancer

Table 4 : Les anticorps bi-spécifiques en essais de phase Il en oncologie en 2022 [315]
BCMA : B-cell maturation antigen, DLBC : Diffuse Large B-Cell Lymphoma, DLL4 : Delta-Like
Ligand 4, GOJ : Gastro-oesophageal junction, PDAC : pancreatic ductal adenocarcinoma, NHL : Non-
Hodgkin’s Lymphoma, NSCLC : Non-small cell lung cancer, * : en phase Il-111
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Hypothése/Objectif

Le microenvironnement tumoral est un milieu complexe associant de nombreuses
cellules aux fonctions parfois opposées et se limiter & quantifier un sous type cellulaire parait
désormais insuffisant. Ainsi, 1’analyse spatiale du microenvironnement immunitaire, en
évaluant les interactions cellulaires, est probablement plus approprié pour prédire la qualité de

la réponse immunitaire et son influence sur la survie et la réponse aux thérapies.

L’objectif de cette thése a été d’analyser I’impact des interactions spatiales entre les
lymphocytes T CD8+, les lymphocytes Treg FoxP3+ et les neutrophiles CD66b+ sur les
cellules, la composition de I’environnement immunitaire, 1I’influence sur la survie et la réponse

thérapeutique dans le CBNPC.

Nous avons étudié les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes Treg FoxP3+ et les
neutrophiles CD66b+, individuellement, lorsqu’ils étaient en contact en utilisant des techniques
d’immunohistochimie multiplex, d’analyse protéique spatiale, d’expression de génes et de
protéines dans plusieurs cohortes de patients souffrants de CBNPC de stade I-111, de stade I11A-
N2 opérés et traités par radiothérapie/chimiothérapie et de stade Il1-1V traités par ICI. Nous
avons étudié une base de données publique de trancriptomique spatiale multiplexe a 1’échelle
subcellulaire permettant d’identifier des mécanismes cellulaires impliqués dans ces interactions

cellulaires.
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Résultats
Article 1 : Chemoradiotherapy efficacy is predicted by intra-tumour
CD8+/FoxP3+ double positive T cell density in locally advanced N2 non-

small-cell lung carcinoma

G. Boulle, Y. Velut, A. Mansuet-Lupo, L. Gibault, H. Blons, L. Fournel, A. Boni, I. Cremer,
M. Wislez, V. Duchatelle, Trédaniel, S.A. Hammond, R. Herbst, M. Alifano , P. Giraud, D.
Damotte

Publié dans European Journal of Cancer

Résumé des résultats de 1’ Article 1 :

L’objectif de I’étude a été d’étudier I’'impact des lymphocytes T CD8+, des lymphocytes
T régulateurs FoxP3+ et du PD-L1 TPS sur I’efficacité de la radio-chimiothérapie chez des
patients souffrant de CBNPC de stade |11 (N2). Des échantillons de pieces opératoires et de
biopsies ont été collectés.

Les résultats ont montré que la densité des lymphocytes T CD8+ dans le stroma était
associee a laréponse a la radiothérapie, de méme que la densité de lymphocyte T CD8+/FoxP3+
double positif. Cette sous-population a été peu étudiée et son rdle reste controversé, mais elle
pourrait avoir un role a la fois cytotoxique et régulateur de I’immunité anti-tumoral. En
revanche, la densité de FoxP3 n’a pas montré d’influence sur la réponse a la radiothérapie.

Les patients présentant un PD-L1 intermédiaire (1<x<50) présentait une meilleure
survie globale, mais pas une meilleure survie sans progression, suggérant que le gain de survie
de ces patients n’est pas li¢ au contrdle de la maladie.

Nos résultats soulignent 1’intérét de la quantification des populations de lymphocytes T
CD8+, et plus particuliérement la population de lymphocyte T CD8+/FoxP3+ dans la prédiction
de la réponse au traitement par radio-chimiothérapie, méme dans les biopsies.

Nos résultats suggérent que le traitement ne modifie pas I’infiltrat immunitaire, et ainsi
ne permet pas de transformer une tumeur « froide » en tumeur « chaude », mais plutét que le
traitement potentialise une réponse immunitaire anti-tumorale préexistante.
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been demonstrated if immune cells are necessary to drive radiotherapy efficacy and predict pa-
tient’s survival.

Patients and methods: We retrospectively analysed tumour samples and clinical data from 113
patients, 89 resected (PORT) and 24 non-resected (DRC) N2-NSCLC treated with chemo-
therapy and radiotherapy (same radiotherapy department from 2002 to 2015). The immune
environment was characterised with in situ multiplex staining (CDS8, FoxP3, PD-L1 and cyto-
keratin) and correlated with clinical data and survival.

Results: High density of CD8+ T cells was associated with OS (p = 0.04, HR = 1.93 [0.99
—3.78]) and DFS (p = 0.003, HR = 2.42 [1.31—4.47]) in the PORT. High density of
CD8+/FoxP3+ double positive cells was associated with OS (p = 0.01, HR = 1.97 [1.11
—3.48]) in the whole population, with OS (p = 0.05, HR = 1.92 [0.98—3.74]) and PFS
(p = 0.03, HR = 1.83 [1.03—3.23]) in the PORT without reaching significance for the
DRC. Intermediate PD-L1 expression in tumour cells (TPS = 1-49%) was associated with
a higher survival in the PORT.

Conclusions: Intra-tumoural CD8+ T cell and particularly CD8+/FoxP3+ double positive T
cell densities predict survival in stage III N2-NSCLC suggesting the need for a pre-existing
intra-tumour immunity to mediate the action of radiotherapy. Density of CD8-+/FoxP3+ cells
was the best predictor of patient’s survival in multivariate analysis and could represent a

Immune environment

biomarker of radiotherapy efficacy.
© 2020 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Non—small-cell lung carcinoma (NSCLC) is the leading
cause of cancer death worldwide because of its high
frequency, the late stage at diagnosis in 70% of patients
and the poor responsiveness to standard chemotherapy
[1,2]. In the initial stages (I—II), surgery is the mainstay
of treatment, possibly associated with adjuvant chemo-
therapy; the treatment of locally advanced disease (stage
IIT) is based on a multimodality approach including
surgery, chemotherapy and radiotherapy, with a wide
range of associations and sequences [3,4]. This popula-
tion is currently treated with several modalities,
including surgery, chemotherapy and radiotherapy.
Adjuvant immunotherapy for locally advanced stages is
a recent major breakthrough with a clear survival
benefit and acceptable toxicity [5,6]. Radiotherapy is
supposed to act as an immunogenic treatment with a
possible abscopal effect on distant metastases and thus
could increase efficacy of the immunotherapy. Tumour
immune environment characteristics and particularly
CD4+Thl cells and CD8+ cytotoxic T cells densities are
known to be a strong predictive marker of survival and
were also associated with immunotherapy efficacy. The
strong link between intra-tumour CD8+ T cells density
and survival even in advanced stages [7] or after neo-
adjuvant chemotherapy [8] has been extensively
demonstrated. The significance of intra-tumour FoxP3
Tregs density is contradictory according to authors and
could mediate either pro- or anti-tumour response; the
PD-L1 expression in tumour cells was reported as
associated with immunotherapy efficacy, but its

significance is contrasted for non-immunotherapy
treated patients [7—15].

In the present study, we address the respective link of
CD8+ T cells and FoxP3+ T cells densities with efficacy
of radiotherapy in stage III N2-NSCLC. We also
determined if the percentage of PD-L1—expressing
tumoural cells had a survival impact in such population.
We had the opportunity to analyse two groups of pa-
tients: first had tumour surgical resection followed by
treatment with chemotherapy and radiotherapy
(PORT), and the second was exclusively treated with
chemotherapy and radiotherapy (DRC). Both groups
received radiotherapy within the same radiotherapy
department of Hopital Européen Georges Pompidou
(HEGP). We found that intra-tumoural CD8+ T cell
and particularly CD8+/FoxP3+ double positive T cell
densities were strongly linked to survival after
radiotherapy.

2. Materials and methods
2.1. Patient population

We conducted a retrospective study including all
consecutive patients suffering from an NSCLC stage 111
pN2 that was histologically documented treated by
surgery combined with chemotherapy and radiotherapy
(PORT group) or with exclusive chemotherapy and
radiotherapy (DRC group) within the radiotherapy
department of HEGP between 2002 and 2015; and
whose tumour specimens were available for immuno-
staining experiments. Patients treated in three hospitals
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(HEGP, Cochin Hospital and St Joseph Hospital-
—Paris, France) were referred to a single centre for
radiotherapy after weekly multidisciplinary team meet-
ings sharing common practices outlined in institutional
guidelines. All patients included in the present study had
an N2 disease, therefore stage of disecase was fixed by T
stage (T1-T2 = IIIA; T3—T4 = IIIB). We excluded
30% of DRC patients because of the lack of available
histological material, and all NSCLC stages 11 and IV
or SCLC.

This study was approved by the local ethics com-
mittee (CPP Ile de France II, No. 2008-133, No. 201206-
12 and No. 2018 MSI1).

2.2. Treatments

Treatment regimen was decided according to our insti-
tutional guidelines in the setting of a multidisciplinary
team discussion. All the patients had the same pre-
treatment  work-up including contrast-enhanced
thoracic and upper abdominal computed tomography
(CT) and contrast-enhanced brain CT scans or magnetic
resonance imaging. Positron-emission tomography
(PET) scan was systematically used beginning January
2004. Invasive mediastinal staging (mediastinoscopy,
video-assisted thoracic surgery, EBUS and oesophageal
ultrasonography) was indicated in case of clinically
suspected N2 disease at CT or PET scan. As a general
rule, infiltrative (‘bulky’) N2 disease at presentation was
considered as a contraindication for surgery and pa-
tients were treated by chemoradiotherapy (DRC). For
resectable N2 disease (known before surgery or patho-
logical examination), curative surgery included
anatomical lung resection and a full mediastinal lym-
phadenectomy with perioperative platinum-based
chemotherapy (4 cycles). Pertinence of surgery,
possibly within the LUNG ART study was decided at
multidisciplinary team discussion. Treatment was sup-
plemented with 3D-radiotherapy in all operated pa-
tients, to deliver a dose of 54 Gy on the mediastinum,;
and for non-resectable diseases, radiotherapy and
chemotherapy combination was performed with 66 Gy
and at least two cycles of platinum-based chemotherapy.
According to the French Radiation Oncology Society
recommendations, dosimetry constraints for organ at
risk were as follows: a volume of lung parenchyma that
received 20 Gy < 37%, a mean dose to the lung less than
15—20 Gy, a volume of heart that received 40 Gy < 30%
and a volume of oesophagus that received 50 Gy < 35%
[16].

2.3. Pathological material

Formalin-fixed paraffin-embedded tumour samples were
collected from the pathology department of Cochin,
HEGP and Saint-Joseph Hospitals. All samples were
blindly reviewed by thoracic expert pathologists (ALM

and DD) and tumours classified according to the latest
World Health Organisation (2015) [17], and staging
according to the latest tumour-node-metastasis (TNM;
8th edition 2017).

2.4. Immunostaining

Multiplex fluorescence immunohistochemistry was per-
formed on 5-um thick serial sections using Opal™ 4-
Color Automation IHC Kit (PerkinElmer®) for CDS
(Anti-CD8 antibody SP16, Spring Bio), Cytokeratin
(Anti-cytokeratin antibody AE1/AE3, DAKO), FoxP3
(Anti-FoxP3 antibody 236A/E7, Abcam) and PD-L1
(Anti-PD-L1 E1L3N; CST), respectively, with Opal 570,
Opal 520 and Opal 690 fluorophores and then coun-
terstained with Spectral DAPI. Slides were scanned on
Axio Scan Z1 (Zeiss) and the analysis performed using
Halo® (Indica Labs) counting software. Multiplex
staining accuracy was checked by chromogenic staining
(DAB) on NSCLC tissues. For the multiplex staining,
the development of the analysis algorithm consisted of a
selection of the cells labelled by the fluorophore ac-
cording to nuclear (FoxP3) or membrane (CDS8, PD-L1
and cytokeratin) geometrical parameters. All counting
results were converted to cell density (cell number per
mm?), except for PD-L1 where the TPS (tumour pro-
portion score) was used, corresponding to the percent-
age of PD-L1 positive tumour cells. Different areas were
analysed on the tumour section: the tumour cell nests
only (IT), the tumoural stroma (S) and both (ST)

(Fig. 1).
2.5. Statistical methods

Survival analysis was performed with the ‘survminer’
RStudio (version 3.5.1) package, using both log-rank
test and Cox proportional hazards regressions (http:/
cran.r-project.org) to determine p-value, hazard ratio
(HR) and confidence interval (CI). A p-value <0.05
was considered to be significant, and Prism 8
(GraphPad) was used to represent multivariate
analysis. Multivariate analysis was performed on
overall survival (OS) selecting variables with the lowest
p-value (<0.1) obtained from univariate analysis: ST
CD8 and ST CDS8+/FoxP3+ double positive T cells
for the PORT group and ST CD8 and IT CD8+/
FoxP3+4 double positive T cells for the DRC group.
TNM status was not introduced in the multivariate
analysis as all patients were N2MO, and therefore
TNM was restricted to the T stage of the tumour. A
strong correlation was found between CD8+ and
CD8+/FoxP3+ double positive T cells (Supplementary
Fig. 3); therefore, we conducted the multivariate study
separately for the CD8+ T cells and the CD8+/FoxP3+
T cells.

Several cutoffs were tested and the first quartile was
used as a separation value between patients with low
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Fig. 1. Multiplex staining of two non—small-cell lung cancers from PORT cohort, showing heterogeneity of tumours microenvironment.
Tissue section was stained by fluorescent multiplex immunohistochemistry for CDS8 (yellow), PDL-L1 (violet in membranes), FoxP3
(violet in nuclei) and cytokeratin (green). (A) and (B), respectively, show non-expressing and high-expressing PD-L1 tumour nest, with few
infiltration of immune cells. (C) and (D), respectively, show high level of CD8+/FoxP3+ double positive cells in the stroma (ST) and in the
tumour nest (IT). Both pictures point the closeness of CD8+, FoxP3+ and CD8+/FoxP3+ cells together, especially in the stroma. Bold

red arrows indicate CD8+/FoxP3+ cells.

and high densities (25% low/75% high) of a considered
parameter as it gave the lowest p-value. Data collection
was completed on February 2019 and data analysis
started afterward.

3. Results
3.1. Population

We studied 113 patients treated with radiotherapy
regimen between 2002 and 2015 and having available
tumour samples for immunostaining. A total of 89 pa-
tients (PORT) were treated by surgical resection, and 24
patients were not operated from their lung tumour
(DRC). The median follow-up was 29.8 (0.8—149.6) and
20.8 (0.1-76.4) months for PORT and DRC, respec-
tively. Median age at the start of radiotherapy was 61.5

(39—82) and 60.7 (48—77) years for PORT and DRC,
respectively. Characteristics of the patient populations
are summarised in Table 1.

3.2. Survival and local control

At 5 years, OS rate was 50.9% (95% CI: 0.40—0.64) and
254% (95% CI: 0.10—-0.59) for PORT and DRC,
respectively. In global population, median survival was
27 months; in the PORT group, the median survival was
29.8 months and the DFS rate was 33.7% (95% CI:
0.23—0.47); in the DRC group, the median survival was
18.4 months and the DFS rate was 21.8% (95% CI:
0.0904—0.524). There was a significant difference be-
tween the two groups in terms of OS (p = 0.03,
HR = 0.52 [0.28—0.97]) (Supplementary Fig. 1).
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Table 1
Patients characteristics and univariate analysis.

PORT DRC p-Value
Patients (%) 89 (79%) 24 (21%)
Age (median year) 61.5 60.7 0.16
Men 54 (60.7%) 16 (66.7%) 0.76
Women 35 (39.3%) 8 (33.3%)
OMS (pre-treatment) 0.66
0—1 85 (95.5%) 24 (100.0)
2-3 4 (4.5%) 0
Tobacco 0.25
Yes 75 (84.3%) 23 (95.8%)
No 14 (15.7%) 1 (4.2%)
Pack-year (mean) 36 41 0.43
Chronic bronchitis 0.14
Yes 18 (20.2%) 9 (37.5%)
No 71 (79.8%) 15 (62.5%)
T stage (disease stage) 1.00
T1-T2 (II1A) 54 (60.7%) 15 (62.5%)
T3—T4 (I1IIB) 35 (39.3%) 9 (37.5%)
Side of tumour 1.00
Right 46 (51.7%) 13 (54.2%)
Left 43 (48.3%) 11 (45.8%)
Type of surgery NA
Segmentectomy 2 (2.2%) NA
Lobectomy 54 (60.7%) NA
Pneumonectomy 23 (25.8%) NA
Bilobectomy 6 (6.7%) NA
Others 4 (4.5%) NA
Resection NA
RO 87 (97.8%) NA
R1-2 2 (2.2%) NA
Ganglionic area 0.64
One 43 (46.1%) 14 (58.3%)
More than one 45 (50.6%) 10 (41.7%)
NA 1 (1.1%) 0 (0.0%)
Histology 0.18
Adenocarcinoma 59 (66.3%) 11 (45.8%)
Squamous cell carcinoma 20 (22.5%) 8 (33.3%)
Others 10 (11.2%) 5 (20.9%)
Chemotherapy NA
Neo-adjuvant 27 (30.3%) NA
Adjuvant 86 (96.6%) 24 (100%)
Adjuvant immunotherapy 0.94
Yes 9 (10.2%) 3 (12.5%)
No 39 (44.3%) 10 (41.7%)
NA 40 (45.5%) 11 (45.8%)

3.3. Prognostic value of immune subpopulations

At univariate analysis, in global population, the OS was
associated with double positive CD8+/FoxP3+ T cells
density (p = 0.01, HR = 1.97 [1.11-3.48]). Operated
population analysis gave the most significant association
between survival and CD8+ T cells densities, as high
density CD8+ T cells in the whole tumour area (ST
CD8) was associated with a significantly higher OS
(» = 004, HR = 193 [0.99-3.78]) and DFS
(p = 0.003, HR = 2.42[1.31—4.47]); in the tumour nest,
high density of CD8+ T cells (IT CD8) was associated
with higher DFS only (p = 0.009, HR = 2.20
[1.19—4.06]). High density of ST CD8+/FoxP3+ double
positive T cells was associated with better OS (p = 0.05,

HR = 1.92 [0.98—3.74]) and significantly greater PFS
(» = 0.03, HR = 1.83[1.03—3.23]) (Fig. 2). In the non-
operated group, high density of IT CD8+/FoxP3+ T
cells density was associated with a trend to improved OS
and DFS (p = 0.06, HR = 2.84 [0.88—9] and p = 0.05,
HR = 3.03 [0.91—10.10], respectively) (Supplementary
Fig. 2).

As densities of CD8+ and CD8+/Foxp3+ double
positive T cells were correlated, we conduct the multi-
variate analysis separately for each cells subtype
(Supplementary Fig. 3). Interestingly, we were able to
show that both immune populations were strong pre-
dictor of survival (OS and DFS; Fig. 3, Supplementary
Figs. 4 and 5). Particularly, intra-tumour CD8+/
FoxP3+ double positive cells were the best survival
predictor, meanwhile whole tumour CD8+ T cell den-
sity was at the limit of significance in multivariate
analysis (p = 0.05, HR = 0.54 [0.29—1.01]) and this
suggests that this population encompasses cells of more
heterogeneous specificity rather than population imbal-
ance (n = 28 low and n = 85 high).

FoxP3+ single positive T cells had no significant
impact on survival (OS, DFS) in the PORT and DRC
groups (data not shown).

3.4. Tumoural PD-L1 expression

In the PORT population, the OS was higher in patients
with a PD-L1 tumour expression level >1% (82 versus 9
months), but still did not reach significance (p = 0.40,
HR = 0.84 [0.25—2.86]) (Supplementary Fig. 6). The
beneficial effect on survival was mainly observed in
patients with a tumour expression level of PD-L1 be-
tween 1% and 49% compared to those >50% (149 versus
44 months). The OS was dramatically increased in the
PD-L1 intermediate group compared to the >50%, but
we did not find any differences for DFS in both groups
(33 versus 24). No association was found in the DRC
group. Twelve patients received immunotherapy in the
course of their disease, but no significant association
with survival, PDL1 expression nor immune infiltration
characteristics could be found.

4. Discussion

The aim of our study was to determine if the immune
environment characteristics could impact stage 111 (N2)
NSCLC patient’s survival after a radio/chemotherapy
regimen. Particularly, we wanted to determine if patients
with immunologically cold tumour may have a long
survival after radiotherapy suggesting an immunogenic
impact of irradiation. We addressed this question by
studying the survival of patients treated with radio-
therapy combined to chemotherapy and curative surgery
for a majority of them, according to the density of intra-
tumour CD8 T cells, FoxP3 cells and PDL1 positive
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Fig. 2. Kaplan—Meier curves for PORT group. OS (A) and DFS (B) with high (n = 67, red) or low (n = 22, blue) density of ST CD8+
cells. OS (C) and PFS (D) survival curves for patient with high (n = 67, red) or low (n = 22, blue) density of ST CD8+ FoxP3+ double

positive cells.

tumour cells. We used an in situ multiplex labelling
technique, which gave us the opportunity to identify and
quantify CD8+/FoxP3+ double positive cells within the
tumour nest and stroma. As expected, we found that the
OS after chemo/radiotherapy was significantly increased
when patients had tumour surgical resection with an HR
of 0.47, as smaller stages and better performance status
were prone to surgery. We also demonstrate that OS and
DFS were significantly associated with CD8+ T cells,
and interestingly to CD8+/FoxP3+ double positive T
cells densities, which was never reported before. Finally,
we also showed that the percentage of tumoural cells
expressing PD-L1 (TPS), particularly the intermediate
group (TPS = 1-49%) was associated with OS.

The prognostic value of a high density of CD8+ TILs
in NSCLC was reported by our team, independent of
the stage of disease nor neo-adjuvant treatment [7,8].
The link between CD8+ TILs and radiotherapy efficacy
was suggested before [9], particularly by Tokito et al.
who showed the impact of high density of CD8+ TILs
in terms of OS (p < 0.01) and PFS (p = 0.01) in a
chemo/radiotherapy cohort [10]. A recent meta-analysis

(24 studies and n 7006 patients) confirms the high
prognostic value of CD8+ TILs in NSCLC with an
impact on survival (HR = 0.91, p = 0.001) and recur-
rence (HR = 0.74, p = 0.001), but no clear link with
radiotherapy [18]. It has never been clearly demon-
strated the need for an established immunity to induce
an effective radiotherapy; rather radiotherapy is sup-
posed to induce immunogenic cell death and thus pro-
motes immune response, abscopal effect and to increase
the effectiveness of immunotherapy. Thus, our results
suggest that radiotherapy does not turn a cold tumour
into a hot tumour, but rather enhance or awake a pre-
existing anti-tumour immune response.

Interestingly, the multiplex staining identified CD8-+/
FoxP3+ double positive cells that were the best pre-
dictor of survival in multivariate analysis of OS and
DFS in both resected (PORT) and non-resected (DRC)
NSCLC. This subset of CD8+ TILS is controversial in
terms of biological significance as they represent a small
proportion of immune cells within tumours and that
they may act either as regulatory or cytotoxic cells
[19—21]. The FoxP3 expression in CD8+ T cells could
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Fig. 3. Multivariate Cox regression analysis on the OS of the whole cohort. IT CD8 FOXP3 (up) and ST CDS8 (down) have been separately
analysed against clinical covariates with p-value, hazard ratio and 95% Cls indicated in the respective tables, and forest-plots are rep-
resented for clarification. TNM stage was not included in the multivariate analysis, because all patients had the same N2MO stage, and
TNM status was therefore restricted to the T stage of the tumour. For factor covariates, reference level is indicated on the left side of the
levels columns. *p < 0.1, * *p < 0.05. OMS: Performance score from Organisation Mondiale de la Santé; CI, confidence interval.
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be a hallmark of a transient T cell activation or a
biomarker of an immune regulatory response to the
tumour, or to radiotherapy-induced inflammation. It
has been reported in a mouse model that CD8+/
FoxP3+ T cells were associated with a tumour regres-
sion phenotype and interferon-y secretion [19]. It was
not reported in human tumours, and our finding has to
be confirmed in other cohorts of NSCLC, treatment-
naive ones and in other solid tumours. The fact that
densities of CD8+/FoxP3+ T cells are predictors of
survival, even in small specimen (DRC) means that it
could be interesting biomarkers of responsiveness to
combined chemo/radiotherapy, at any stage of disease
or size of tumour samples. To quantify this population,
either multiplex fluorescent staining or chromogenic
double staining could be performed routinely, with
artificial intelligence help for an accurate assessment of
cell densities [22].

We analysed PD-L1 expression in tumoural cells
(TPS), which is a companion test for immune check-
point inhibitors. We found that longest survivors had
TPS comprised between 1% and 49%, which was not yet
reported by others [9,23]. Our PD-L1 staining technique
was validated with a French national harmonisation
study [24]. Interestingly, if the OS was dramatically
increased in the intermediate group, DFS was similar for
all patients with TPS above 1% and thus suggest that
disease control is not the principle mechanism of long-
term survival in these patients.

Our study had a few limitations; the need for tumour
tissue led to the main bias of the studied population, with a
very high proportion of operated patients, which is not
conventional management of N2 patients. Indeed, we had
low number of evaluable biopsies from DRC patients and
thus the proportion of PORT was artificially increased.
Both populations were similar in terms of clinical variable,
and yet there seems to be an advantage conferred to the
patients operated on, can be by the effect of reducing the
tumour volume with surgery, which may explain the
impact of operation status in the multivariate analysis.
Therefore, our results have to be confirmed in a more
clinically relevant population of DRC patients particularly
included in clinical trials. Postoperative radiotherapy was
administrated after RO resection; thus in operated patients,
survival after radiotherapy is not related to the volume of
residual disease, but rather to the density of cCD8+ T
lymphocytes, as suggested by our study.

Our results suggest that radiotherapy efficacy is not
due to immune cell recruitment, but rather linked to an
increasing antigen specificity of T cells or an enhancing
of pre-existing anti-tumour immune response and
should bring some benefit to patients with N2 status
[1,25,26]. Tt would have been interesting to analyse
tumour specimen before and after neo-adjuvant radio-
therapy to determine the effect of radiotherapy on im-
munes cells densities, but this is not recommended in
current patient’s therapeutic management.

We reported that survival outcome in NSCLC pa-
tients treated with a combined radiotherapy/chemo-
therapy regimen alone or with surgery can be predicted
by the density of CD8+ TILs and more specifically by
the density of CD8+/FoxP3+ double positive TILs. In
contrast to the hypothesised role of radiotherapy, pre-
existing intra-tumoural immune cells are necessary to
mediate a clinical response after radiotherapy.
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Résumé des résultats de 1’ Article 2 :

L’objectif de cette étude a été de montrer I’impact des proximités spatiales entre les les
lymphocytes T CD8+, les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ et les neutrophiles CD66b+ sur
le pronostique clinique et la réponse aux traitements anti-cancéreux, en développant un pipeline
d’analyse pour quantifier la proportion des interactions entre 2 types cellulaires, rapportée a

leurs densités respectives (Inp) sur 3 cohortes de patients souffrant de CBNPC.

Nous avons montré que 1’Ino CD66b-FoxP3 est prédictif de la survie et de la réponse a

la radiothérapie et chimiothérapie, ainsi que dans une moindre mesure 1’Inp CD8-CD66b, mais

pas I’Ino CD8-FoxP3.

Nous avons montré que I’Inp est lié & un environnement immunitaire tumoral
immunomodulateur et une signature anti-TEM. Cependant, les lymphocytes T CD8+ des
tumeurs avec un Inp élevé ont montrés une activation plus importante. Ce dernier résultat a été
retrouveé en étudiant 1’expression des protéines de 1’onco-immunité a 1’échelle paucicellulaire,
au niveau de ces interactions. L utilisation d’une base de données en ligne de transcriptomique
a I’échelle cellulaire a montré que les interactions CD8-CD66b, CD66b-FoxP3 et CD8-FoxP3
entrainent I’inhibition des mécanismes cellulaires impliqués dans la présentation antigénique,

’activation cellulaire et la production de cytokine.

L’Inp n’a pas montré de lien ni avec les caractéristiques cliniques du patient, ni avec
ceux de la tumeur a ’exception d’une diminution du PD-L1 TPS dans les tumeurs Inp Low,
pouvant suggérer une meilleure réponse a I’immunothérapie. L’étude d’une cohorte de patient
traités par immunothérapie anti-PD-1 n’a pas montré d’influence sur la survie et la réponse au

traitement.
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Ces resultats soulignent la complexité de I’immunité anti-tumorale, qui dépend de la
présence de certains types de cellules immunitaires, mais également de leurs interactions, qui
modulent leurs phénotypes et leurs activités anti-tumorales ; et soulignent I’intérét de I’Inp

CD66b-FoxP3 dans la prédiction de la réponse aux traitements anti-cancéreux.

102



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

TITLE PAGE

THE CONTACTOME INVOLVING CD8+ T CELLS, FOXP3+ T CELLS AND
NEUTROPHILS INFLUENCE THE SURVIVAL AND THE RESPONSE TO THERAPY IN
LUNG CANCER.

Running title

IMMUNE CELLS CONTACT PREDICT OUTCOME AND THERAPY RESPONSE IN
LUNG CANCER

Y. Velut???® A. Mansuet-Lupo'?34 J. Biton®, K. Leroy*>3¢ B. Burronit?*4, G.
Boulle'?3, P. Giraud®’, F Goldwasser®®° J. Arrondeau®® P. Boudou-Rouquette®® L. Gibault®,
H. Blons?5!, L. Fournel®!213, A. Boni'23, I. Cremer'23, M. Wislez}?314 S .A. Hammond®,

M. Alifano>?313 and D. Damotte?3#
AFFILIATIONS

Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), UMRS 1138,

Cordeliers Research Center, Team Cancer, inflammation and complement, Paris, France
2University of Paris, Paris, France
3Sorbonne Universités, Paris, France

“Assistance Publique — Hopitaux de Paris (APHP), Hépital Cochin, Department of
Pathology, Paris, France

SPhysiopathologie, cibles et thérapies de la polyarthrite rhumatoide ; Laboratoire
Immunologie et Immunopathologie-Li2P, INSERM UMR1125, Université Sorbonne Paris
Nord, Bobigny, France

®Assistance Publiqgue — Hopitaux de Paris (APHP), Hopital Européen Georges

Pompidou, Department of molecular oncology, Paris, France

103




VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

"Assistance Publique — Hopitaux de Paris (APHP), Hopital Européen Georges

Pompidou, Department of Radiotherapy, Paris, France

8CERTIM, Assistance Publique — Hopitaux de Paris (APHP), Hopital Cochin, APHP,
Paris, France

Department of Medical Oncology, Hopital Cochin, AP-HP, Paris, France

WAssistance Publique — Hopitaux de Paris (APHP), Hopital Européen Georges
Pompidou, Department of Pathology, Paris, France

Y1INSERM UMRS 1147, Personalized Medicine, Pharmacogenomic, Therapeutic
Optimization, Paris, France

12INSERM U1124, Environmental Toxicity, Therapeutic Targets, cellular signaling and
biomarkers (T3S), Paris, France

BAPHP, Hopital Cochin, Department of Thoracic Surgery, Paris, France

“APHP, Hopital Cochin Department of Respiratory medicine, Paris, France

>Research and Early Discovery, Oncology Research and Development, AstraZeneca,
Gaithersburg, Maryland, USA

Corresponding author: Pr Diane Damotte, Centre de Recherche des Cordeliers,
Sorbonne Université, Inserm, Université de Paris, Team Inflammation, complement and cancer,
15 Rue de I’Ecole de Médecine, 75006 Paris, France. E-mail: diane.damotte@aphp.fr

Phone: +33-1-48-51-40-83. Fax: +33-1-44-27-81-17

Keywords: NSCLC, CD8+ T cells, FoxP3+ cells, neutrophils, immunotherapy,

proximity, interaction, prognosis

104



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

Abstract

Background: Tumor immune environment (TME) influence the outcome of patients
suffering from solid cancer and predict response to immune-checkpoint inhibitors (ICI). High
densities of CD8+ cells and neutrophils were respectively associated with longer and shorter
survival; meanwhile FoxP3 cells were not clearly linked to outcome. Nevertheless, beyond the
density of each cell type, the balance and the interaction between these cells may contribute to the
TME complexity and functions explaining some unexpected patient’s outcome. We observed that
CD8+ lymphocytes, FoxP3+ lymphocytes and neutrophils could be physically in contact and we
aimed at determining their role on TME characteristics and their impact on survival and response
to therapy in human non-small cell lung carcinoma (NSCLC).

Methods: We quantified CD8+ cells, FoxP3+ cells and CD66b+ neutrophils respective
densities and the CD8-CD66b, CD8-FoxP3 and CD66b-FoxP3 doublets using multiplex
immunostaining in operated NSCLC stage IHIA-N2 (n=72) receiving chemotherapy and
radiotherapy, in stage | to 1l (n=54) treated by surgery and in patients treated by ICI (n=54).
Immune cells were considered in contact when the distance between nuclei was under 10pum and
we used a normalized density index of doublet cells “Inp*“ to avoid any bias linked to individual cell
densities. Clinical data and survival were collected for each cohort and compared to the doublets
densities and Inp. To characterise biological pathway involved in these doublets we compare the
Ino CD8-CD66b, CD8-FoxP3 and CD66b-FoxP3 to flow cytometry data, Nanostring gene
expression and Digital Spatial Profiling (DSP) analysis in the N=52 stage I-111 cohort. Nanostring

and DSP experiments results were compared to the Nanostring CosMx database.

Results: High density of CD8+ cells and neutrophils are associated with longer and shorter
survival respectively, meanwhile FoxP3+ cells density had no influence. Patients with high Inp of
CDB8+, FoxP3+ and neutrophils had the best overall survival, a lower frequency of PD1+/TIM3+ T
cells, a lower expression of IFN-y related genes and a decreased Epithelial to Mesenchymal
Transition signature, altogether suggesting a favourable TME prone to control tumor expansion.
Patients with high Inp appear to be sensitive to chemotherapy-radiotherapy but it did not predict ICI

efficacy.

Conclusion: High cellular contact between CD8+ T cells, FoxP3+ cells and CD66b
neutrophils in the TME significantly impact patient’s outcome and may predict response to therapy
in lung cancer. It suggests that beyond cells densities, the proportion and the spatial distribution of

immune subpopulations significantly influence tumour escape mechanisms.
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Background

The non-small cell lung carcinoma (NSCLC) remains the main cause of death from cancer
despite the combination of therapies namely surgery, radiotherapy, chemotherapy, targeted
therapy and immunotherapy. Patient’s management is based on clinical and tumour
characteristics but a deeper understanding of tumor biology is still required to achieve the
healing goal of curative therapy [1], [2]. The immune infiltration of NSCLC is a strong predictor
of survival and response to immune-checkpoint inhibitors (ICI). [3]-[5] CD8+ T cells intra-
tumoral infiltration, Thl and IFN-y gene signature were associated with the best outcome,
neutrophils with the worst one, although FoxP3+ T cell were reported to have no impact on
survival. [3], [6]-[8] If high CD8+ T cells infiltration in tumors is one of the best
prognosticators, it is also often associated with tumor escape mechanisms through the PD1-PD-
L1 pathway [9]-[12]. In line with that, a high frequency of PD-L1-expressing tumor cells (TPS)
was reported as indicative of immune checkpoint inhibitors (ICI) sensitivity and were
introduced in the routine clinical care for ICI administration [13]. The best response were
obtained when TPS was above 50% [14], [15], but when looking at the whole population of
lung cancer, ICI efficacy did not reach the expected results, as overall survival (OS) dropped
around 15% [11], [16]. The complexity of the tumor microenvironment (TME) composition
[5], including a wide range of immune cells, soluble factors and extracellular matrix may
collectively influence the patient’s OS and responsiveness to therapy [17]. It was previously
shown that TME is a dynamic milieu [18], [19] whose composition is profoundly influenced
by clinical and pathological factors like cancer gene mutation, Chronic Obstructive Pulmonary
Disease (COPD) or immune checkpoint expression [20], [21]. Quantification of immune cells
densities were previously reported as influencing patient’s prognosis [22]-[25], but recently it
was published that immune cells may show cellular contact in the TME and that it may impact
the immune cells pleiotropic functions [26]-[28]. Particularly, this may explain the
discrepancies between cell density assessment and survival, as each cell subtype may interfere
with the surrounding immune cells, modifying their function. [29]-[31] In line with this
hypothesis, we developed a new approach for the TME analysis by evaluating immune cells
proximity in NSCLC using multiplex fluorescence immunohistochemistry (IHC) focusing on
the CD66b+ neutrophil, CD8+ T lymphocyte and FoxP3+ T cells densities and mutual contact,
and we evaluated it influence upon survival and response to therapy.

MATERIAL & METHODS
Patients and samples

We analyzed three retrospectives cohorts of Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) whole
NSCLC tumor specimens. The first one (#Cohort 1) is a retrospective and monocentric cohort
(n=52) of stage I-I11A resected NSCLC in Cochin hospital between 2014 and 2015 [21]. The
second cohort (#Cohort 2) is a retrospective and multicentric cohort (N=72) of resected stage
IIA-N2-NSCLC patients receiving chemotherapy and radiotherapy within the same centre
between 2002 and 2015 [16]. The third cohort (#Cohort 3) is a monocentric cohort of metastatic
NSCLC (n=54) treated with immune checkpoint inhibitors either pembroluzimab in first line
(n=14) or nivolumab in second or third line (n=40) within the CERTIM (Centre d’Etude et de
Recherche des Thérapies ImmunoModulatrices) network. Each cohort adds additional
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informations for immune cells contact influence on survival (#Cohorts 1 and 2), on combined
chemotherapy/radiotherapy efficacy (#Cohort 2) and on ICI efficacy (#Cohort 3). Flow
cytometry analysis of intra-tumor immune cells was performed for tumors from the #Cohort 1
supplemented by gene expression analysis on FFPE samples with the Nanostring nCounter®
PanCancer Immune Profiling and PanCancer Progression Panel. In addition, Digital spatial
Profiling (DSP, Nanostring) was performed on N=24 tumors from #Cohort 1. The protocol was
approved by the local ethic committee (CPP lle de France Il, n°2008-133; n°2012 06-12 and
MS1) in agreement with article L.1121-1 of French law. All analysis performed across samples
are indicated in Supplementary Figure 1.

Immunohistochemistry

5-um thick FFPE-tumor sample were selected and evaluated by pathologist (ALM, BB and
DD) on Hematoxylin-Eosin-Safran-stained section. Sections with the highest immune cell
infiltration were used for IHC. Simple 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) IHC staining of PD-L1
(QR1, 1:100, Diagomics/BIOCYC) was performed on Autostainer Link 48 (Agilent).
Proportion of PD-L1 positive tumoral cells (TPS) was evaluated by pathologist (ALM, BB and
DD) with three cutoffs as follow: <1%, 1%<PD-L1<50% or >50%. Fluorescent multiplex IHC
staining were performed on Leica Bond RX (Leica Biosystem®) using the Opal™ 4- Color
Automation IHC Kit and the Opal Polaris 780 Reagent Pack (AKOYA Biosciences) with
CD66b (G10F5, BD), FoxP3 (236A/E7, Abcam), pan-cytokeratin (AE1/AE3, DAKO) and CD8
(SP16, Abcam). After counterstaining with DAPI, slides were mounted with ProLong™ Glass
Antifade Mountant (ThermoFisher Scientific), and digitized using Axio Scan.Z1 (Zeiss)
multispectral imaging system. Representative images of multiplex IHC staining is shown in
Figure 1A.

Cell counting and Spatial Analysis

Whole images were analyzed using Halo software (indica labs) under pathologist supervision
(D.D). Automatic quantification of CD66b+ (neutrophils), CD8+ and FoxP3+ cells was
performed, with pan-CK to discriminate stromal and intra-cytokeratin compartment. Following
cell counting, spatial arrangement of each cell in all samples was extracted and the close
proximity of immune cell was quantified using Proximity Analysis tool. We defined a doublet
of cell (called “doublet” thereafter) when the distance of two distinct cell type nucleus centroid
is less or equal to 10um, in accordance with the literature [32]. To account for individual cell
density variation between samples, we adapted a formula from Burel et al [33]. Briefly, they
studied doublet of lymphocyte and monocyte in the blood and estimate the relative proportion
of those cluster normalized by the respective proportion of each cell type composing the cluster.
We adapted the formula for IHC purpose as follow:

Density doubletqq_¢;

I =
NDc1-€2 ™ pensity., * Densityc,

Where Inp is the normalized density index of doublet cells between the two considered cell type
(Cland C2).
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Flow cytometry

Multiparameter flow cytometry staining were performed on isolated mononuclear cells
extracted from N=44 fresh NSCLC sample of patient from #Cohort 1 and analysed on a BD
LSRFortessa® Cell Analyzer, as previously described [21].

Gene expression in bulk sample

Gene expression analysis was performed on total RNA extracted from N=51 FFPE tumor
samples of #Cohort 1 using Nanostring nCounter® PanCancer Immune Profiling and
PanCancer Progression Panel as previously described [20].

Digital Spatial Profiling of cell interaction

DSP was performed on N= 24 FFPE samples of #Cohort 1. Briefly, slides were deparaffined
and antigen retrieval procedure were performed according to manufacturer instructions.
Samples were incubated overnight at 4°C with a mix of 49 photocleavables oligonucleotide-
labeled primary antibodies, including six controls (three negative and three positive) and 3
fluorescent-labeled primary antibodies to identify interacting and non-interacting cells area :
CD8-AF555 (EPR21769, Abcam), FoxP3-AF594 (SP97, Abcam) and Neutrophil Elastase-
AF647 (ELANE) (950334, Biotechne). After counterstaining with SYTO13 (Nanostring
Technologies), slides were loaded and scanned in the DSP device (Nanostring Technologies).
Region of interest (ROI) were defined as circular region of 70um diameter (3 848um2)
containing at least 20 cells in the stromal compartment. Necrotic and fibrotic area were
specifically excluded. Eight ROIs were selected per sample: two ROIs individually enriched
for each cell type (CD8, FoxP3, ELANE) and two ROIs enriched in these three immune cells
contacts. Oligonucleotides from the selected ROl were release after UV light exposure,
collected, dispensed in a 96-wells plate, hybridized with specific fluorescent barcodes and
digitally counted with nCounter® FLEX Analysis System (Nanostring Technologies).

CosMx database

Briefly, CosMx allows multiplex RNA quantification and mapping at single-cell subcellular
resolution. Tissue RNA are detected, after slide deparaffination and RNA exposure, by in-situ
hybridization probe and subsequent addition of a set of four reporters, coupled with four
different fluorochromes. A fluorescence microscope acquires high resolution Z-stacked image,
then reporters are cleaved by UV light exposure and washed away. Multiple cycle of staining,
microscope acquisition and destaining can be achieved to increase the desire number of target.
CosMx data of eight NSCLC tissue sections from previous report [34] and available online
(CosMx™ SMI FFPE Dataset) were collected. 980 RNA, including 20 negative controls to
evaluate background noise, were studied at subcellular cell level. Cell types were determined
using k-nearest neighbours (dimension 1 to 10 and 10 for the max size of the kd-tree leafs) and
Leiden clustering (resolution 0.05 and Reichardt and Bornholdt’s Potts model). We specifically
selected CD8 T cells, Treg cells and neutrophils for subsequent analysis. Euclidean distance
was computed between each cell centroids with a threshold of 10um, and RNA expression was
differentially analysed for one considered cell type if it interact with another considered cell
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type or not. Normalized counts were obtained by dividing individual raw count for each gene
by the total count of the considered cell.

Statistical analysis

Differences in clinical, pathological, immune cell or flow cytometry variables were evaluated
using x2 and Wilcoxon-Mann-Whitney test. When studying the effect of immune cells on
survival, median or third quartile was used as threshold value between “Low” (below median
or third quartile value) and “High” (above median or third quartile value) group. Wilcoxon-
Mann-Whitney test or Student’s t-test whether variable follow normal distribution were used
for comparison of cell densities or proportion between two groups. OS was calculated from the
date of surgical resection (or first cycle of the immunotherapy treatment for #Cohort 3), to the
date of death or last follow-up. Kaplan-Meier estimate was used for survival analysis with log-
rank test for comparison. Cox proportional hazards regression model was used for univariate
and multivariate analysis. Variables associated with survival showing p-value under 0.1 were
further selected for multivariate analysis. All statistical analysis was conducted using R 3.3.2
(https:// www.R-project.org/) with “survminer”, “ggplot” and “corrplot” packages. Gene
Expression Panel data were analyzed by ROSALIND® (https://rosalind.onramp.bio/), with a
HyperScale architecture developed by ROSALIND, Inc. (San Diego, CA). Digital spatial
Profiling data were analyzed with GeoMx Digital Spatial Profiler v2.0 Instrument Software.
Raw counts were normalized with housekeeping controls protein expression. Wilcoxon-Mann-
Whitney test was used to compare protein expression between two kinds of ROIs, with
Benjamini—Hochberg false discovery adjustment method to account for multiple testing.
GraphPad Prism 8.0.2 was used for data representation of multivariate Cox-regression analysis
and Biorender for scheme.
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Results

CD8+, FoxP3+ cells and CD66b neutrophils, interact in the tumor microenvironment and
influence the NSCLC survival

Clinical and pathological characteristics of the 3 cohorts are summarized in Table 1. For the
#Cohort 1 (stage I-111 NSCLC), the median follow-up was 39.9 months (range 0.23-83.36) with
a 5-year OS survival rate of 44.3%. The density of CD8+ T cells was not found significantly
associated with survival in the #Cohort 1 (p=0.88) which is enriched with COPD patients (39%)
[21], meanwhile high density of neutrophils negatively influences survival (p=0.056). FoxP3+
cells density and outcome were not statistically associated (p=0.49) (Figure 1B).

Multiplex immunostaining allowed us to observe close contact between CD8, FoxP3 and
neutrophils and we quantified these doublets of CD8-FoxP3, CD8-CD66b, and CD66b-FoxP3
cells using a proximity analysis approach, described in Figure 1C. We found that immune cells
close contact were mainly present in the stromal compartment, and they were heterogeneously
distributed within and among tumors, as shown in Figure 1A. Furthermore, the density of each
doublet differs according to the immune cell involved in this interaction (Figure 1D). Indeed,
CDB8-FoxP3 doublets were the most frequent, meanwhile CD8-CD66b and CD66b-FoxP3
doublets were less frequent (median: 18,3 ; 4.94 and 1,29 per mm2 respectively). To analyse
the role of such doublets, and considering the correlation between the density of each cell sub-
type composing the doublet and the density of the doublet itself (Supplementary Figure 2), we
normalized the quantification of the immune cell doublets using a normalized density index
(Inp), adapting the formula from Burel et al [33] (Figure 1C). The heterogeneity of doublets Inp
was not correlated with subgroups of NSCLC, as we found no differences of patients’ clinical
features according to Ino (Supplementary Table 1), except few differences for sex and tumor
histology with Inp CD8-CD66b. We found that high density of Inp of each doublets was often
associated with same higher density, or Inp, of the others doublets (Supplementary Figure 3).
Interestingly, a significant positive association was observed for CD66b-FoxP3 and survival
(p=0.03) and we found the same tendency even not significant for CD8-CD66b Inp (p=0.073)
and CD8-FoxP3 Inp (p=0.099) (Figure 1E).

At univariate analysis, CD66b-FoxP3 Inp (p=0.0343) and COPD (p=0.0138) were factors
affecting clinical outcome, and this value was also found at multivariate analysis (respectively
HR=0.3316 [0.1518-0.7244], p=0.00563 and HR=0.2603 [0.1071-0.6330], p=0.00299)
(Supplementary Table 2).

CD8+, FoxP3+ cells and CD66b neutrophils cell interaction are associated with immune
cell activation and an immunoregulatory environment in the tumor

As doublets Inp significantly influence patient outcome, we hypothesized that such cell contact
induce biological modification of the cells involved in this interaction or contactome. In a first
set of analysis, we collected flow cytometry data of whole tumor samples from #Cohort 1
(n=43) [21] (detailed panels in Supplementary Table 3). Interestingly, patients with high CD8-
CD66b Inp, meaning above median value, showed decreased expression of ICOS, CTLA-4 and
CD27 (respectively p=0.016, p=0.042 and p=0.016), and an increased expression of PD-1 on
CD8+ T cells (p=0.022) (Figure 2A). Similar observation were found for high CD8-FoxP3 Inp,
except PD-1 did not reach significance (p=0.325). Patients with high CD66b-FoxP3 Inp had a
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decreased expression of TIM-3, ICOS and CTLA-4 (respectively p=0.020, p=0.028 and
p=0.057) and an increased expression of PD-1 (p=0.004) on CD8+ T cells. Interestingly, these
findings were restricted to CD8 T only cells as we found no association between Inp and
immune checkpoint or activation molecules for CD4+ T cells, Treg and NK cells from the same
tumor. Moreover, Inp was not associated with the global proportion of CD8+, CD4+, Treg,
TEMRA, T effector, Effector Memory or NK cells (Supplementary Table 4).

In addition to flow cytometry, we had the opportunity to analyze the gene expression profile of
#Cohort 1 samples (n=51) obtained with Nanostring nCounter® PanCancer Immune Profiling
and PanCancer Progression Panel (Figure 2B). Using Gene Set Expression Analysis
(Supplementary Figure 4 & 5), we observed a down-regulation of gene involved in T cell
activation and differentiation in the high CD66b-FoxP3 Inp group (CD8A, PTGS2, GZMB,
IL6, IL2RA, CD6, TNFSF10, PRF1, MICB). Signature of T cell and cytokine production were
also found down-regulated in high Inp doublets of cells, notably interleukines and their
receptors (IL2, IL2-RA, IL-6, IL-15...), proinflammatory components (PTGS2, CCLZ20,
CXCRI1...) and cytolytic proteins (GZMB, PRF1...), suggesting a negative regulation of
immune cells. Interestingly, in the PanCancer Progression Panel, we observed an
overexpression of genes from the epithelial side of the Epithelial to Mesenchymal Transition
(EMT) (SLC44A4, TMPRSS2, TJP3, WNT5A, ERBB3, PRSS8, NDNF, PRR15L, SORD,
MYO5C, MUC-1), suggesting absence or a decreased of EMT in this group. Signature of
decreased immune cell activation and differentiation were again observed. Differentially
expressed gene sets are also linked to angiogenesis mechanisms and wound healing. Altogether,
these results indicates that doublets of cells are linked to less exhausted CD8+ T cells
phenotype, a more immune-regulated microenvironment, and decrease of EMT resulting in
tumor control and best outcome.

Flow cytometry and Nanostring nCounter® PanCancer Immune Profiling and PanCancer
Progression Panel were conducted in bulk samples of NSCLC, therefore as we focused on
interacting cells, we next analysed molecular modification at the cellular level using spatial
approach. For such purpose we performed Digital Spatial Profiling (DSP) analysis looking at
the variation of 49 proteins of immuno-oncology in samples of the #Cohort 1 (N=24) (Figure
3A). For this experiment, we compare proteins levels between each area of interest (ROIs) with
free immune cell and ROIs with interacting cells (Figure 3B). Among the protein panel, 6
proteins (CD163, LAG-3, FOXP3, GITR, PD-L2, CD80) were excluded because they raw
counts were below the detection limit. In the DSP experiments, we first studied the proteins
variation between tumors with high Ino compare to low Inp. We found only differences for Inp
“High” and “Low” tumors with an overexpression of CD34 in the area enriched with free CD8
(padj=0.028), meanwhile not differences were found when comparing the others ROIs (data not
shown). Secondly, we compare proteins expression in each free cells area compare to
interacting cells area and found several differences. When comparing free neutrophils to
interacting area, we found that neutrophil markers (CD66b, ARG1) were overexpressed in free
neutrophils ROIs while immune checkpoint and immune cell activation marker were
overexpressed in interacting cells ROIs. When comparing free FoxP3 cells to interacting area,
we found that 4-1BB was overexpressed in free FoxP3 area. Interestingly, main protein
expression modification was seen when comparing interacting cell area to free CD8 cells.
Indeed, we found an increased expression of neutrophils markers, immune checkpoint (CTLA-
4, B7-H3) as well as activation (STING, Ki-67) and costimulation proteins in the interacting
cells ROIs compare to free CD8+ area.
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Altogether, these results showed that CD8 T cells are biologically different when they interact
with neutrophils or FoxP3 cells, particularly they seem less exhausted and more activated,
suggesting more efficient functions for tumor control.

CD8+, FoxP3+ cells and CD66b neutrophils cell interaction is accompanied by a
modification of gene expression at the unicellular scale

DSP experiments shows modification of protein expression at the cellular scale when CDS8,
FoxP3 and neutrophils are in contact. To verify and validate this observation and understand
the cellular mechanisms affected by this immune cell interaction, we used a freely available,
published database of single-cell spatial transcriptomic of NSCLC TME. We compared the
expression of 960 RNA at single-cell scale between interacting and non-interacting cells. GSEA
was used to analyse which cell pathways and mechanisms were differentially expressed (Figure
4 & Supplementary Figure 6 & 7 & Supplementary Table 5).

When FoxP3 and CD8 T cell interact, we did not found any differences of RNA expression in
the FoxP3 cells suggesting that CD8 T cells does not affect FoxP3 transcriptome. Conversely,
in such FoxP3 and CD8 interaction we found a modification of CD8 cells RNA with modulation
of genes involved in the extra-cellular matrix (ECM), a reduce expression of genes of the
cytokine response and cell adhesion pathways. When looking at the FoxP3 and neutrophil
interaction setting, we found that neutrophil present a global decrease of cell activation and
cytokine production; and that FoxP3 T cells show a decrease RNA expression of genes from
IFN-gamma response, cell activation and cytokine production. Therefore, both
immunosuppressive cells seems less functional. The third interacting situation involving
neutrophils and CD8 shows that interacting neutrophils have a decreased gene expression for
cell activation and cytokine production; and that CD8 cells have a decrease expression of genes
from T cell activation, immune regulation and cytokine production.

Altogether, this database analysis confirms our results and shows that interacting CD8, FoxP3
and neutrophils have a mutual functional and phenotypic influence.

CD8+, FoxP3+ cells and CD66b neutrophils cell interaction impact CD8 exhaustion and
response to immune checkpoint inhibitors

The #Cohort 1 analysis at the whole tumor and cellular scales has allowed us to show that in
tumors with high frequency of interacting immune cells, the immune checkpoint proteins were
less expressed, suggesting the absence of tumor escape mechanism through PD1/PD-L1
pathway. In accordance with that, we found a lower frequency of PD-L1 expressing tumoral
cells when Inp were high, particularly for Ino CD8-FoxP3 (p=0.0009) (Figure 5A). Thus, we
hypothesized that ICI would not give any survival advantage to patients harbouring a high Inp,
compare to those with low Inp. To verify this assumption, we analyzed a cohort of patients
receiving ICI (#Cohort 2), either pembroluzimab in first line (N=14) or nivolumab in second
and third line (N=40) (Table 1).

The median follow-up of #Cohort 2 was 11.8 months (range 0.36-66.52) with a 5-year OS
survival rate of 17.9%. Among parameters influencing patient’s survival, the density of CD8+
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T cells has a strong favourable impact (p=0.00041) (Figure 5B), but CD66b+ and FoxP3+ cells
do not show any prognosis value (p=0.97 and p=0.26). Contrasting with patients from #Cohort
1, we did find a tendency to worse survival when Inp was high for CD66b-FoxP3 doublets
(p=0.23) (Figure 5C). Therefore, patients with low Inp had at least similar or slightly improved
survival compare to those with high Inp, contrasting with results from #Cohort 1 where clearly
high Inp was a strong predictor of good outcome. At univariate and multivariate analysis, age
at immunotherapy (p=0.00124), sex (p=0.0608), and CD8+ cells density (p=0.000727) were
the best predicator of survival (Supplementary Table 6).

We had the opportunity to analyse the Nanostring 10360 panel for some tumors from #Cohort
2 (N=17) and we found that genes was differently expressed when Inp was high with a higher
expression of genes involved in cell activation and differentiation, IFN gamma production,
response to cytokine and immune response. We also found underexpression of genes for cell
differentiation, EMT, cell communication and MAPK pathway activity (EGFR, KRAS, HRAS,
FGFR) (Supplementary Figure 8 & 9).

CD8+, FoxP3+ cells and CD66b neutrophils cell interaction impact response to
conventional radiotherapy combined to chemotherapy

We showed that high index of interacting immune cells does not confer survival advantage for
immune checkpoints inhibitors, it will even predict an absence of efficacy. We looked at the
same index in patients treated with conventional radiotherapy combined to chemotherapy.
Thus, we analysed a third cohort of patients stage I11A-N2 (#Cohort 3, n=72). Clinical and
pathological characteristics of #Cohort 3 are summarized in Table 1. The median follow-up was
31.72 months (range 0.82-149.64) with a 5-year OS survival rate of 37.2% (stage I1l1-N2-
NSCLC). Analysis of the median density of CD8 and FoxP3 cells did not showed any influence
on the prognosis (respectively p=0.31 and p= 0.56) even if there is a clear trend to an increased
survival in CD8high group, becoming significant when considering the strongest CD8+ T cell
infiltration (above third quartile as previously shown by Boulle et al. [16]). The high density of
neutrophils in the TME negatively influence patient survival (p=0.073) (Figure 6A).

For the patients from this cohort, the interacting immune cells influence the outcome as we
found a significant positive association between CD66b-FoxP3 Inp and CD8-CD66b Inp to the
survival (p=0.0026 and p=0.032 respectively), meanwhile CD8-FoxP3 Inp does not predict
outcome (p=0.65) (Figure 6B). At univariate analysis CD66b-FoxP3 Inp (p=0.00345), CD8-
CD66b Inp (p=0.0352), neo-adjuvant chemotherapy (p=0.0309) and “Others” tumor histology
(p=0.0267) were factors affecting clinical outcome. At multivariate analysis, CD66b-FoxP3 Inp
alone (HR=0.4468 [0.2373-0.8415], p=0.0126) and CD8-CD66b Inp with “Others” histology
retained a significant prognostic value (respectively HR=0.5282 [0.2877-0.9697], p=0.0395;
HR=2.7249 [1.1495-6.4594] p=0.0228) (Supplementary Table 7).
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Discussion

The tumor microenvironment is a complex milieu with a heterogeneity of cellular composition
and cells spatial localization within the stroma. This immune heterogeneity was reported to
predict survival and response to different systemic therapies particularly to immunotherapy [4],
[5]. Beyond the heterogeneity of each immune cells density, we observed that these cells were
sometimes in close contact when considering multiplex staining of lung carcinoma. We
performed a spatial analysis of CD66b+ neutrophils, FoxP3+ cells and CD8+ T cells in the
NSCLC TME because these cells are respectively considered as protective or pro-tumorogenic
cells, meanwhile FoxP3 cells had discrepancies role in the literature. We quantified individual
cells densities and cellular contact using an adapted formula from Burel et al [33] to account
for individual cell density variation between samples. We developed an easy-to-use setup and
analysis pipeline of immune cell interaction based on the spatial proximity of immune cell on
FFPE whole tumor sample and their relation with patient survival and treatment efficacy. Ino
reflects the association between the two considered cell type and represents the rate of
considered cell proximity in a defined area, small enough to suggest an interaction, normalized
by their respective densities.

In accordance with previous publication, we confirm that each immune cell subtypes impact
diversely the tumor progression [3], [6]-[8]. Unexpectedly, we found that CD66b+ and FoxP3+
cells in contact impact positively the patient outcome while they are both associated with poor
prognosis or neutral when considered as free cells. Similarly, we found that CD66b+ and CD8+
cellular close contact has the same positive influence on the patient’s survival. Interestingly,
frequency of FoxP3+ and CD8+ cellular close contact had no link to outcome, meaning that
when we consider doublet of immune cells, the cells involved in the interaction are important.
In our three cohorts, we found that CD66b-FoxP3 Inp was the strongest predictor of survival
and we hypothesize that CD66b+ cells is pivotal. Indeed, CD66b interacting cells was already
reported [29]. Lewkowicz et al. showed in two separate reports a direct cell-cell interaction
between LPS-activated regulatory T cells and polymorphonuclear cells (PMN) dependant of
ICAM-1 and CD11b, inducing IL-10 and TGF-§ production by non-activated PMN resulting
in PMN apoptosis [35], [36]. Others showed that this interaction causes PMN to inhibit T cell
mainly through release of NO. The contact between ICAM-1 and Mac-1 (CD11b/CD18) is
required as similar experiment in Transwell setup do not show any inhibition [37], [38], and
requires high concentration of ROS to suppress T cell activation in distance [39]. Thus,
CD66b+/FoxP3+ direct interaction may induce inhibition of these cells, leading to a
modification of the TME and prone to anti-tumoral phenotype. In our cohort of patients studied
with ex vivo immunes cells flow cytometry experiments and Nanostring gene expression on
whole tumor tissu, we observed decreased expression of immune checkpoint (CTLA-4, TIM-
3, LAG-3) on CD8+ T cell in flow cytometry and an anti-EMT signature in gene expression
that support this assumption. It is unclear in which extend one cell impacts the other.
Neutrophils are considered as promoting tumor growth [5], tumoral cells resistance to
radiotherapy and chemotherapy in vitro [40]-[42] and we postulate that interacting CD66b+
neutrophils inhibit immunoregulatory functions of FoxP3+ Treg through direct interaction of
ICAM-1 and Mac-1, which is not possible with free neutrophils as regulatory T cell are shown
to be resistant to oxidative stress [43]. The interaction between neutrophils and Treg may
induces release of NO and/or ROS that would affect neutrophils functions, without resulting in
Treg cell death. The third actor, the CD8+ T cell could then be redirected against tumoral cells
without being affected by the regulatory action of regulatory T cell or neutrophils. This
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mechanism could also have explained the decreased T cell activation in CD66b-FoxP3 Inp High
group. Indeed, Mitchell et al. showed in NSCLC that high intra-tumoral neutrophil burden
inhibits T-cell response and showed diminished expression of IFN-y related genes [44]. It
therefore may suggest that high CD66b-FoxP3 Inp should reflect a less exhausted immune
response against tumor, and therefore we hypothesized a decreased or an absence of sensitivity
to ICI. In line with that, we analysed ICI efficacy for patients according to CD66b-FoxP3 Inp
and found that patients with low CD66b-FoxP3 Inp receiving anti-PD-1 therapy displayed
longer OS compare to patients with high CD66b-FoxP3 Inp. Indeed, low CD66b-FoxP3 Inp is
associated with a higher expression of immune checkpoint, including a PD1/PD-L1 regulatory
pathway (Figure 6C).

The main limitation of our study is the precise phenotype of interacting cells. Indeed, as showed
by Minns et al., depending on the activation state of each cells, sometimes opposite effect can
be observed [45]. It appeared to us that, in the immune cell-cell proximity, the composition of
each specific subset of FoxP3+, CD66b+ or CD8+ T cells may vary. We plan to investigate the
phenotype of these cells by targeting others lineage or activation protein. Notably, we
hypothesized that CD66b+ interacting cells could be myeloid-derived suppressor cells (MDSC)
PMN and express differential level of LOX-1 (Lectin-like oxidized low-density lipoprotein
receptor-1), a known marker of MDSC [46], [47]. An interesting way forward would be to
confirm these results in culture. Nevertheless, the difficulties to handle immune cell in vitro
without altering their phenotypes, especially neutrophils, and cocultures condition setup with
more than two cell types are highly challenging.

Another limitation of our study is the absence of demonstration of the precise mechanisms
related to the CD66b-FoxP3 Inp. New therapeutic option such as bi- and tri-specific therapeutic
antibodies, designed to binds to multiple targets in different cells needs to be implemented by
these contactome analysis. Indeed, multi-specific Ab are mainly used to drive one or more
subset of immune cell in close proximity to tumoral cell to enhance their anti-tumoral actions,
but could be extent to bring together several subset of immune cell and activate specifically-
needed molecular pathways [48].

To conclude, by combining multiplex IHC and spatial cell analysis, we showed that CD66b+
neutrophils, FoxP3+ regulatory T cells and CD8+ T cells immune cell proximity or CD66b-
FoxP3 Inp predict survival, response to therapy and is associated with a non-exhausted TME.
To our knowledge, this is the first paper to report a relationship between the spatial proximity
of immune cell type and patient’s outcome but it deserves additional studies to understand the
underlying mechanism.
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Parameters Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3
(N=54) (N=54) (N=72)
Age
Median [Min, Max] 68.5 [44.0, 85.0] 66.1 [30.6, 83.8] 62 [39, 82]
Sex
F 18 (33.3%) 21 (38.9%) 31 (43.1%)
M 36 (66.7%) 33 (61.1%) 41 (56.9%)
Tobacco
No 7 (13.0%) 3 (5.6%) 13 (18.1%)
Yes 44 (81.5%) 50 (92.6%) 59 (81.9%)
Missing 0 (0.0%) 1 (1.9%) 0 (0.0%)
Pack year
<15 5 (9.6%) 7 (13.0%) 17 (23.6%)
>=15 47 (90.4%) 46 (85.2%) 55 (76.4%)
Missing 3 (5.6%) 1 (1.9%) 0 (0.0%)
COPD
No 33 (61.1%) NA 57 (79.2%)
Yes 21 (38.9%) NA 15 (20.8%)
Tumor stage
I-11 37 (68.5%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
n-1v 17 (29.6%) 54 (100%) 72 (100%)
Histology
ADK 28 (51.9%) 37 (68.5%) 50 (69.4%)
Squamous 23 (42.6%) 11 (20.4%) 14 (19.4%)
Others 3 (5.6%) 6 (11.2%) 8 (11.1%)
PD-L1 TPS
<1 12 (22.2%) 17 (31.5%) 4 (5.6%)
1<x<50 28 (51.9%) 14 (25.9%) 39 (54.2%)
>=50 14 (25.9%) 20 (37.0%) 29 (40.3%)
Missing 0 (0.0%) 3 (5.6%) 0 (0.0%)
Neoadjuvant Chemotherapy
No NA NA 57 (79.2%)
Yes NA NA 15 (20.8%)
Anti-PD1
Pembrolizumab NA 14 (25.9%) NA
Nivolumab NA 40 (74.1%) NA

Table 1
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CD66b-FoxP3 — CD66b-CD8
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Ino CD66b-FoxP3
level Low High p-value
N 27 27
Sex (%) F 8(29.6) 10 (37.0) 0.773
M 19 (70.4) 17 (63.0)
Age (mean (SD)) 67.89 (10.74) 65.52 (9.19) 0.387
Tumor stage (%) | 6(22.2) 7 (25.9) 0.934
I 12 (44.4) 12 (44.4)
n-1v 9(33.3) 8 (29.6)
Histological Subtype (%) ADC 12 (44.4) 16 (59.3) 0.523
Others 2(7.4) 1(3.7)
SSC 13 (48.1) 10 (37.0)
Tobacco status (%) Tobacco - 2(7.7) 5(20.0) 0.384
Tobacco + 24(92.3) 20 (80.0)
COPD (%) 0 15 (55.6) 18 (66.7) 0.577
1 12 (44.4) 9(33.3)
Ino CD8-FoxP3
level Low High p-value
N 27 27
Sex (%) F 9(33.3) 9(33.3) 1.000
M 18 (66.7) 18 (66.7)
Age (mean (SD)) 68.37 (9.60) 65.04 (10.24) 0.223
Tumor stage (%) I 7 (25.9) 6(22.2) 0.934
I 12 (44.4) 12 (44.4)
-1V 8(29.6) 9 (33.3)
Histological Subtype (%) ADC 14 (51.9) 14 (51.9) 0.828
Others 2(7.4) 1(3.7)
SSC 11 (40.7) 12 (44.4)
Tobacco status (%) Tobacco - 3(11.5) 4 (16.0) 0.955
Tobacco + 23 (88.5) 21 (84.0)
COPD (%) 0| 18(66.7) 15 (55.6) 0.577
1| 9(33.3) 12 (44.4)
Ino CD8-CD66b
level Low High p-value
N 27 27
Sex (%) F 5 (18.5) 13 (48.1) 0.043
M 22 (81.5) 14 (51.9)
Age (mean (SD)) 69.07 (10.51) |64.33(8.97) 0.081
Tumor stage (%) I 7 (25.9) 6(22.2) 0.860
I 11 (40.7) 13 (48.1)
-1V 9(33.3) 8(29.6)
Histological Subtype (%) ADC 9(33.3) 19 (70.4) 0.024
Others 2(7.4) 1(3.7)
SSC 16 (59.3) 7 (25.9)
Tobacco status (%) Tobacco - 1(3.8) 6 (24.0) 0.092
Tobacco + 25 (96.2) 19 (76.0)
COPD (%) 0| 15(55.6) 18 (66.7) 0.577
1| 12 (44.4) 9(33.3)

Supplementary Table 1
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Parameters Coh_ort 1 Univariate Multivariate
(N=54) HR 95%ClI Pval  HR 95%ClI Pval
Age
Median [Min, Max] 68.5 [44.0, 85.0] 1.019 [0.979-1.061] 0.353
Sex
F 18 (33.3%) REF REF REF
M 36 (66.7%) 1.671 [0.7325-3.812] 0.222
Tobacco
No 7 (13.0%) REF REF REF
Yes 44 (81.5%) 0.808 [0.2766-2.36] 0.697
Pack year
<15 5 (9.6%) REF REF REF
>=15 47 (90.4%) 0.6595 [0.1947-2.234] 0.504
Missing 3 (5.6%)
COPD
No 33 (61.1%) REF REF REF REF REF REF
Yes 21 (38.9%) 0.337 [0.1418-0.8013] 0.0138 | 0.2603 [0.1071-0.6330] 0.00299
Tumor stage
I-11 37 (68.5%) REF REF REF
H-1v 17 (31.5%) 1.7161 [0.8025-3.67] 0.164
Histology
ADK 28 (51.9%) REF REF REF
Squamous 23 (42.6%) 1.288 [0.5943-2.790] 0.522
Others 3 (5.6%) 1.837 [0.4138-8.153] 0.424
PD-L1 TPS
<1 12 (22.2%) REF REF REF
1<x<50 28 (51.9%) 0.8303 [0.3500-1.970] 0.673
>=50 14 (25.9%) 0.4810 [0.1569-1.475] 0.201
CD66b-FoxP3 Inp
Low 27 (50,0%) REF REF REF REF REF REF
High 27 (50,0%) 0.4391  [0.2049-0.9410]  0.0343 | 0.3316 [0.1518-0.7244] 0.00563
CDB8-CD66b Inp
Low 27 (50,0%) REF REF REF
High 27 (50,0%) 0.5058 [0.2364-1.082] 0.079
CD8-FoxP3 Inp
Low 27 (50,0%) REF REF REF
High 27 (50,0%) 0.5327 [0.2489-1.1400] 0.105

Supplementary Table 2
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CD8 Panel CD4 Panel | Cytokine Panel
TIM-3 TIM-3
CDh4 CD4 CDh4
CD8 CD8 CD8
CD27 CD27 IL-10
CD28 CD28 Granzyme B
CD45 CD45 CD45
LAG-3 CTLA4 IFNy
CD45 CD45
CCR7 CCR7 CD56
APC ICOS ICOS TNF
AF700 CD3 Foxp3 CD3
APC-H7 PD1 CD3 IL-17

Supplementary Table 3

Cell type Ino_CD8_FoxP3 Ino_CD66b_CD8 Ino_CD66b_FoxP3
CD4+ 0,325 0,548 0,518
CD8+ 0,377 0,505 0,691
Treg (CD4+/FoxP3+) 0,814 0,338 0,198
TEMRA (CD45RA+/CCR7-) 0,159 0,745 0,261
T Effector (CCR7-) 0,239 0,793 0,948
Effector memory (CD45RA-/CCR7-) 0,539 0,608 1,000
NK Granzyme+ (CD56+ GRB+) 0,868 0,677 0,169

Supplementary Table 4
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In_CD8_interacting_with_CD66b

In_CD8_interacting_with_Treg

In_CD66b_interacting_with_CD8

Gene.name Log2FD Adj_pval Gene.name Log2FD | Adj_pval Gene.name Log2FD | Adj_pval
ACVR1 -0,751 1,40E-02 ACTA2 -1,033 | 1,20E-03 ADGRE2 -0,534 1,46E-02
ADGRES -0,653 1,13E-05 ACVR2A -0,848 3,39E-02 AHR -0,504 4,84E-02
ADGRF1 0,618 2,17E-02 ADGRG3 -1,091 1,74E-02 ANXA2 -0,613 5,29E-04
ADORA2A 0,591 7,71E-03 ALCAM -0,779 | 1,33E-02 APP -0,551 1,28E-02
AKT1 -0,757 4,77E-05 ANGPT1 -1,022 | 2,40E-02 ARF1 -0,562 2,02E-03
ANXA1 -1,380 8,41E-15 APP -0,621 2,75E-02 AZU1 -0,537 9,85E-03
ANXA2 -0,951 1,83E-12 ATF3 -0,993 1,97E-02 B2M -0,647 8,21E-14
ANXA4 -0,670 5,93E-03 ATG12 -1,019 | 1,40E-04 CALM2 -0,503 1,32E-03
APOB 0,575 3,83E-02 AZU1 -1,121 | 3,42E-03 CASP3 -0,532 2,54E-02
APP -0,654 9,89E-04 BAG3 -0,939 1,75E-02 CCL3 -0,561 6,81E-04
AQP3 -0,534 3,19E-02 BGN -1,148 6,41E-14 CCL7 -0,677 1,70E-02
AREG -0,570 2,30E-02 BID -0,798 2,88E-03 CD300A -0,503 6,51E-03
ARF1 -0,885 4,88E-10 BMP5 -1,127 | 2,40E-02 CD3E -0,594 1,18E-08
ARHGDIB -1,401 1,35E-26 BRCA1 -0,853 | 4,36E-02 CD40LG -0,513 3,57E-02
B2M -1,664 6,42E-153 Cllorf96 -0,773 1,08E-03 CD53 -0,573 2,48E-06
BAX -0,764 2,38E-07 CALB1 -0,764 4,70E-02 CD55 -0,520 2,25E-04
BCL2 -0,663 5,90E-07 CALD1 -0,905 | 2,04E-04 CD63 -0,676 2,73E-08
BCL2L1 -0,747 9,51E-07 CCL15 -1,458 | 4,14E-05 CD84 -0,613 6,51E-03
BECN1 -0,798 5,59E-04 CCL19 -1,124 1,07E-04 CD8B -0,552 4,76E-02
BST2 -0,578 2,14E-04 CCL21 -0,853 5,47E-03 CDKN1A -0,541 4,01E-04
BTG1 -1,180 2,74E-44 CCL3 -0,546 | 1,62E-02 CEACAM1 -0,706 9,22E-03
C1QA -0,993 2,09E-13 CCL3L3 -0,706 | 4,86E-03 CEACAM6 -0,753 2,83E-03
ClQaB -1,325 2,12E-13 CCL4L2 -0,556 | 2,39E-03 CIDEA -0,571 2,31E-02
ciac -0,979 1,82E-12 CCR2 -1,060 | 4,25E-03 CLEC4A -0,706 1,79E-05
CALM1 -0,795 1,66E-05 CCRL2 -1,152 8,09E-03 CLEC4E -0,777 1,79E-05
CALM2 -1,161 2,56E-17 CD300A -0,811 | 1,23E-02 CLEC7A -0,588 5,45E-04
CALM3 -1,115 7,58E-13 CD3D -0,523 | 4,81E-03 COL17A1 -0,505 4,70E-02
CASP8 -0,796 4,43E-09 CD55 -0,629 | 2,08E-02 COL9A2 -0,944 3,40E-47
CCL19 -0,553 2,76E-02 CD59 -1,075 | 1,20E-03 CRP -0,617 2,81E-05
CCL2 -0,961 1,85E-05 CD5L -0,870 | 3,49E-02 CRYAB -0,560 1,73E-02
CCL4 -0,587 1,69E-04 CD69 -0,713 | 1,42E-05 CSF3R -0,601 1,20E-05
CCL5 -1,285 6,03E-52 CD79A -0,811 | 1,46E-02 CX3CL1 -0,702 3,30E-04
CD164 -0,574 2,80E-03 CD80 -0,829 | 2,11E-02 CXCL8 -1,651 1,91E-53
CD2 -0,899 3,47E-21 CD83 -0,597 | 4,18E-02 CXCR4 -0,580 3,20E-05
CD37 -1,370 2,51E-25 CD9 -0,685 | 2,16E-02 CYP1B1 -0,612 1,92E-02
CD3E -0,725 2,39E-20 CDH11 -1,461 | 2,07E-04 DUSP5 -0,548 4,42E-38
CD3G -0,543 1,82E-06 CELSR1 -0,855 | 4,32E-02 EPCAM -0,552 9,85E-03
CD4 -0,732 3,63E-04 CLDN4 -0,655 1,22E-02 EZR -0,622 9,54E-03
CD40 -0,676 8,17E-03 CLEC1A -1,354 | 1,14E-02 FCGR3A -0,563 6,25E-08
CD44 -0,608 3,98E-14 CLEC2D -0,563 | 2,39E-03 FKBP11 -0,516 1,97E-19
CD47 -0,971 1,09E-07 CLU -0,755 1,28E-02 FLT1 -0,573 1,40E-03
CD48 -0,971 1,18E-15 CNTFR -1,127 8,22E-04 FPR1 -0,548 2,41E-05
CD52 -1,339 2,54E-27 COL12A1 -1,081 | 1,62E-02 FZD7 -0,571 3,88E-03
CD53 -1,004 1,34E-27 COL14A1 -1,107 | 1,89E-03 G6PD -0,543 1,26E-02
CD55 -0,809 1,02E-06 COL15A1 -1,207 | 1,89E-03 GLUL -0,598 6,93E-08
CD59 -0,887 2,04E-05 COL16A1 -0,974 | 4,48E-03 GNLY -0,548 3,37E-06
CD63 -1,114 7,34E-21 COL17A1 -1,019 4,74E-02 GZMB -0,640 6,54E-03
CD68 -1,224 3,60E-17 COL1A1 -1,352 | 3,03E-19 HCAR2 -0,514 7,52E-05
CD69 -0,709 6,62E-09 COL1A2 -1,439 | 2,68E-14 HLA.DRA -0,586 6,16E-05
CD74 -1,731 3,75E-97 COL3A1 -1,351 | 5,39E-14 HSD17B2 -0,648 2,89E-02
CD81 -0,740 2,61E-11 COL4A1 -1,327 | 7,01E-05 HSPA1A -0,525 1,79E-05
CD84 -0,660 2,59E-06 COL4A2 -1,353 | 1,45E-06 HSPA1B -0,595 6,33E-07
CcD9 -0,721 7,71E-04 COL5A1 -1,273 | 1,17E-04 HTT -0,500 | 3,77E-02
CDH1 -0,631 2,01E-02 COL5A2 -1,304 | 1,06E-04 IAPP -0,555 4,86E-02
CDKN1A -0,721 1,10E-04 COL6A1 -1,054 | 2,44E-05 ICAM1 -0,584 4,46E-03
CENPF -0,700 3,74E-02 COL6A2 -0,835 | 6,77E-06 IDO1 -0,717 1,07E-03
CFD -0,526 7,81E-03 COL6A3 -0,890 | 1,19E-04 IFNGR1 -0,685 3,05E-05
CFLAR -1,102 1,67E-14 COL8A1 -0,964 | 4,00E-03 IFNGR2 -0,544 | 2,43E-03
CIITA -0,838 9,24E-06 COL9A2 -1,230 | 1,10E-36 IL13RA1 -0,642 4,53E-05
CLDN4 -0,791 8,59E-05 CRP -1,565 | 1,06E-13 IL17A -0,553 2,11E-02
CLEC2B -0,513 6,27E-03 CRYAB -0,697 | 4,36E-02 IL17B -0,530 4,68E-03
CLEC2D -0,562 1,67E-05 CSHL1 -1,051 | 1,12E-02 IL1R2 -0,623 1,79E-05
CLEC7A -0,621 9,12E-03 CTNNB1 -0,512 | 2,92E-03 ILIRAP -0,563 1,78E-05
CLU -0,539 1,24E-02 CX3CL1 -1,342 | 4,52E-04 INHBA -0,512 1,26E-02
CMKLR1 -0,874 1,43E-03 CXCL10 0,636 3,10E-06 INS -0,568 1,34E-02

138



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

COL3A1 0,666 | 2,71E-06 CXCL12 0,686 | 2,18E-02 ITGA1 0,559 | 2,77e-04
COL6A1 0,609 | 2,11E-04 CXCL17 -1,406 | 1,67E-03 ITM2A 0,627 | 1,28E-02
COL6A2 0,832 | 4,88E-10 CXCL9 0,605 | 2,87E-03 KRT19 0,709 | 4,42E-06
COL6A3 0,765 | 6,18E-06 CXCR5 0,661 | 4,87E-02 KRT20 0,552 | 3,77E-02
COL9A1 0,548 3,20E-02 CYP1B1 -1,092 | 3,76E-04 KRT23 0,648 | 5,47E-03
COL9A2 0,658 | 6,74E-27 DCN -1,224 | 3,17E-09 KRT4 0,511 | 2,75E-02
coTL1 41,243 | 4,74E-27 DDR1 1,092 | 2,39E-03 KRT6C 0,527 | 9,85E-03
CRIP1 0,684 | 3,76E-08 DHRS2 0,849 | 3,81E-02 KRT7 0,559 | 4,01E-04
CRP 0,663 | 1,80E-07 DLL1 0,915 | 2,06E-02 LGALS3 0,529 | 1,03E-03
CSK 0,615 | 2,53E-05 DST 0,964 | 1,84E-02 LMNA 0,526 | 4,88E-02
CST7 0,517 | 9,81E-05 DUSP1 -1,055 | 5,52E-08 LYN 0,669 | 1,34E-03
CTLA4 0,691 | 3,36E-04 DUSP2 0,669 | 1,73E-05 MALAT1 0,944 | 4,40E-25
CTNNB1 -1,153 | 6,42E-18 DUSP5 2,234 | 2,486-71 | MAP1LC3B 0,521 | 1,26E-02
CTSW 0,823 | 1,38E-06 EFNB1 -1,020 | 1,23E-02 MECOM 0,540 | 2,99E-02
CXCL10 1,265 | 4,74E-08 ELANE 0,904 | 1,41E-02 MET 0,590 | 4,31E-02
CXCL14 0,558 | 2,44E-02 EOMES -0,797 | 1,40E-02 MMP1 0,787 | 9,20E-03
CXCL16 0,514 | 1,35E-02 EPHA2 0,928 | 3,10E-02 MMP7 0,683 | 5,00E-04
CXCL6 0,603 8,95E-03 EPHB3 0,985 | 1,30E-02 | MTRNR2L1 0,922 | 3,02E-04
CXCL9 1,463 | 8,04E-10 ERBB3 0,982 | 2,69E-02 MXRAS 0,513 | 1,99E-02
CXCR4 -1,315 | 2,06E-49 ESAM 0,843 | 3,66E-02 MZzB1 0,619 | 1,34E-02
CYP1B1 0,649 | 1,25E-03 ESR1 -0,762 | 4,03E-02 MZT2A 0,575 | 1,74E-58
CYSTM1 0,583 | 3,08E-03 FABP4 -1,175 | 4,72E-02 NDRG1 0,613 | 5,79E-06
DCN 0,775 | 2,94E-08 FASN 0,709 | 3,44E-02 NEAT1 0,569 | 1,97E-12
DDX58 0,768 | 1,49E-04 FFAR3 0,859 | 2,20E-02 NLRC4 0,636 | 1,45E-02
DNMT1 0,536 | 9,98E-04 FFAR4 0,861 | 3,79E-02 NLRP3 0,584 | 7,84E-03
DNTT 0,576 | 4,95E-02 FGF12 -1,199 | 1,45E-02 NPPC 0,579 | 3,40E-24
DUSP1 0,921 | 2,68E-12 FGF18 -1,004 | 2,16E-02 OXGR1 0,720 | 2,71E-03
DUSP2 0,727 | 3,70E-08 FGFR1 0,880 | 9,46E-03 PECAM1 0,528 | 3,82E-03
EIFSA 0,824 | 2,30E-18 FGFR2 -1,110 | 3,41E-02 PIGR 0,574 | 1,75E-02
ENTPD1 0,587 | 4,10E-03 FKBP11 41,299 | 1,85E-21 PROK2 0,579 | 1,58E-02
ESR1 0,562 | 4,61E-02 FLT1 0,981 | 6,47E-03 PRSS2 0,509 | 6,24E-03
ETS1 41,092 | 4,23E-25 FN1 0,830 | 2,60E-06 PTHLH 0,509 | 4,01E-02
EZR 41,002 | 2,22E-17 FOS -0,766 | 5,37E-04 RAC2 0,518 | 6,51E-03
FCER1G -1,118 | 1,37E-08 FPR1 0,531 | 4,70E-02 RNF43 0,530 | 3,13E-02
FCGR3A -1,189 | 2,48E-14 FYN 0,634 | 1,31E-06 RSPO1 0,512 | 2,39E-02
FFAR2 0,539 3,25E-03 GADD45B 0,706 | 4,36E-03 S100A8 0,582 | 8,50E-04
FGFR1 0,566 | 1,96E-02 GC -1,263 | 1,55E-02 SAT1 0,646 | 5,67E-07
FN1 0,506 | 2,33E-06 GCG -1,072 | 3,85E-02 SCG5 0,605 | 7,57E-03
FOS 0,576 | 1,74E-03 GDF15 0,959 | 9,43E-03 SELENOP 0,589 | 7,52E-03
FYB1 0,876 | 4,51E-15 GLUD1 -1,323 | 5,51E-05 SLC40A1 0,634 | 1,18E-03
FYN 0,923 | 813E-19 GPER1 0,752 | 4,18E-02 SMAD?2 0,625 | 3,65E-03
GLUL 41,194 | 2,37E-17 GPR183 0,681 | 7,02E-03 SNAI2 0,609 | 4,46E-03
GNLY -1,060 | 3,47E-17 GZMK 0,515 | 1,39E-02 SOX9 0,532 | 6,51E-03
GPER1 0,681 1,51E-04 HBA1 -0,905 | 1,37E-02 SPRY2 0,507 | 1,60E-02
GPNMB -1,099 | 1,37E-08 HLA.DRB5 0,738 | 3,66E-07 SRGN 0,818 | 3,06E-17
GPR183 -0,670 | 2,04E-04 HSP90B1 0,759 | 2,85E-05 THBS2 0,563 | 8,40E-05
GPX1 -1,116 | 2,18E-26 HSPA1A -0,845 | 7,15E-04 TLR2 0,529 | 1,02E-04
GPX3 0,818 | 1,80E-05 HSPA1B 0,951 | 1,86E-05 TMA4SF1 0,837 | 1,26E-04
GSN 0,943 | 2,11F-09 HTT 0,854 | 9,63E-03 | TNFRSF11B 0,534 | 1,03E-02
GSTP1 -1,170 | 1,59E-20 IFIT1 0,887 | 3,31E-02 TNFRSF19 0,565 | 2,69E-02
GZMA 0,833 | 1,70E-10 IFITM3 0,657 | 2,20E-08 TNFRSF1B 0,539 | 2,46E-03
GZMB -1,175 | 2,40E-10 IFNA1 0,932 | 3,41E-02 TYK2 0,514 | 5,03E-18
GZMH 0,514 | 2,88E-04 IFNAR1 0,878 | 1,26E-02 VEGFD -0,700 | 3,86E-03
GZMK -0,608 | 6,03E-06 IFNAR2 0,722 | 5,40E-03 VWF 0,671 | 6,82E-03
H2AZ1 -0,536 | 1,67E-05 IFNGR1 -0,581 | 3,40E-02
H4C3 1,105 | 1,24E-11 IFNL3 0,947 | 1,59E-02
HDAC1 0,575 | 3,02E-04 IGF1 1,289 | 1,62E-05
HDAC3 -0,638 | 3,35E-04 IGFBP7 1,235 | 2,21E-15
HDACS 0,578 | 1,89E-02 IGHA1 -0,788 | 4,08E-04
HIF1A 0,868 | 1,69E-05 IGHM -0,747 | 3,49E-03
HLA.A -1,097 | 2,20E-93 1111 -0,790 | 7,90E-04
HLA.B 41,223 | 1,22E-111 IL16 0,572 | 3,95E-05
HLA.C -1,020 | 5,60E-86 1L17B -1,145 | 4,00E-03
HLA.DPA1 -1,165 | 4,85E-33 IL1R1 0,826 | 4,04E-04
HLA.DPB1 -1,405 | 7,20E-33 IL6 0,688 | 2,66E-02
HLA.DQA1 0,999 | 4,27E-17 INHA 0,900 | 2,82E-02
HLA.DQB1 -0,967 | 7,90E-16 ITGA1 -0,570 | 3,88E-03
HLA.DRA -1,957 | 2,24E-52 ITGAE 0,751 | 6,14E-04
HLA.DRB1 -1,127 | 8,67E-37 ITGAL 0,610 | 5,03E-04
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HLA.DRB5 0,576 | 1,58E-10 JAG1 0,856 | 3,34E-02
HLA.E -1,060 | 9,04E-43 JUN 0,577 | 3,32E-03
HMGB2 41,057 | 1,77E-14 JUNB -0,783 | 3,88E-06
HSP90AA1L -1,391 | 2,46E-34 KIT 0,816 | 3,81E-02
HSP90AB1 -1,316 | 1,36E-33 KLF2 0,601 | 3,06E-03
HSP90B1 0,982 | 3,98E-14 KLRK1 0,706 | 7,53E-07
HSPA1A 0,968 | 7,05E-11 KRAS 0,591 | 2,08E-02
HSPB1 1,148 | 2,05E-19 KRT1 -0,744 | 3,49E-03
IER3 0,508 | 1,66E-02 KRT10 0,820 | 4,99E-02
IF127 -1,031 | 9,97E-11 KRT14 0,802 | 3,86E-06
IFITM1 0,863 | 7,11E-19 KRT16 -1,015 | 2,31E-04
IFITM3 0,789 | 2,00E-21 KRT17 0,771 | 1,36E-02
IFNAR2 0,501 | 1,30E-03 KRT18 -0,588 | 4,00E-03
IFNGR2 -1,302 | 1,32E-08 KRT19 0,561 | 5,27E-03
IFNL3 0,769 | 4,27E-06 KRT23 0,976 | 2,52E-02
IGF1 0,587 | 2,38E-03 KRT6A 0,791 | 8,52E-03
IGF2R 0,726 | 2,14E-04 KRT7 0,604 | 1,73E-02
IGHAL 0,522 | 1,84E-02 LIF 0,816 | 2,37E-02
IGHG1 0,658 | 2,56E-04 LINC02446 0,862 | 9,20E-03
IGHG2 0,553 | 1,61E-03 LMNA 0,547 | 4,62E-02
IGHM 0,526 | 3,83E-02 LUM -1,107 | 2,21E-06
IGKC -1,131 | 1,13E-17 MAML2 0,919 | 8,28E-03
IL1ORB 0,514 | 9,65E-03 MGP -1,884 | 3,03E-19
IL13RA1 0,626 | 4,12E-03 MMP16 -1,082 | 3,01E-02
IL16 0,617 | 1,35E-09 MMP2 0,914 | 2,85E-05
IL18 0,587 | 2,48E-02 MRC2 0,961 | 2,12E-03
IL1R1 0,547 | 1,41E-03 MTRNR2L1 -1,065 | 7,05E-05
IL2RB 0,637 | 1,34E-04 MXRAS 0,849 | 1,39E-02
IL2RG 0,599 | 6,44E-07 MZT2A -1,341 | 3,30E-64
IL32 0,894 | 6,08E-37 NANOG -1,143 | 4,54E-03
IL6ST 41,055 | 1,18E-11 NDRG1 0,734 | 3,32E-04
IL7R 0,978 | 1,01E-17 NFKB1 0,710 | 1,89E-02
IRF3 0,779 | 1,09E-11 NOTCH3 -1,445 | 2,07E-04
ITGAL 0,613 | 3,23E-07 NPPC -1,009 | 2,26E-18
ITGA2 0,518 5,30E-03 OLFM4 0,966 | 4,13E-02
ITGAL -0,720 | 1,09E-08 OSMR -1,639 | 1,49E-03
ITGAV 0,698 | 4,12E-04 PDGFA 0,850 | 1,39E-02
ITGB1 0,886 | 3,59E-09 PGF -1,069 | 3,79E-02
ITGB2 -1,088 | 9,91E-19 PHLDA2 0,876 | 1,62E-02
ITGB5 0,619 | 3,08E-03 PPARG 0,855 | 4,38E-02
ITK -0,702 | 8,49E-08 PSAP 0,615 | 3,61E-04
ITM2A 0,504 | 1,64E-03 PTGDR2 -1,580 | 5,47E-15
JAK1 0,945 | 1,27E-12 PTGDS 0,958 | 4,27E-04
JAK2 0,618 | 7,71E-03 PTGIS -1,011 | 1,03E-02
JUNB 0,792 | 7,51E-10 PTGS2 -1,574 | 3,86E-03
KLK3 0,518 | 4,61E-03 PTTG1 0,805 | 8,52E-03
KLRB1 0,574 | 1,80E-03 QRFPR 0,975 | 1,63E-02
KLRK1 0,748 | 2,68E-12 RAMP1 -1,852 | 8,59E-14
KRT10 0,559 1,86E-02 RARA 0,843 | 1,32E-05
KRT15 0,866 | 6,47E-11 RARRES1 1,279 | 2,07E-04
KRT19 -1,055 | 1,06E-07 RARRES2 0,860 | 4,86E-05
KRT7 0,574 | 3,96E-03 RGCC -0,760 | 6,39E-04
LAMP2 0,629 | 1,90E-03 RGS2 -1,035 | 1,12E-05
LGALS1 -0,794 | 5,01E-16 S100B 0,912 | 1,71E-03
LGALS3 -1,304 | 1,85E-14 SAAL 0,809 | 2,79E-03
LGALS3BP 0,635 | 6,92E-04 SAT1 -0,558 | 3,05E-03
LGALS9 0,687 | 4,04E-04 SEC23A 0,591 | 1,45E-02
LMNA 0,641 | 2,54E-03 SEC61G 0,593 | 5,02E-03
LUM -1,080 | 3,70E-10 SERPINA3 -1,159 | 1,28E-02
LYN 0,829 | 4,75E-03 SERPINBS -1,119 | 2,22E-02
LYz -1,381 | 2,59E-18 SERPINH1 0,860 | 2,37E-03
MALAT1 1,836 | 7,23E-201 SLPI 0,898 | 2,33E-02
MAP1LC3B | -0,825 | 3,37E-06 SMO -1,058 | 1,59E-02
MAPK13 0,817 | 7,63E-04 SNAI2 0,701 | 4,18E-02
MAPK14 0,549 | 4,75E-04 SOD1 0,617 | 2,01E-03
MGP -1,015 | 4,62E-13 SOX2 0,845 | 2,91E-02
MIF -1,089 | 1,71E-22 SOX9 0,808 | 4,94E-02
MMP2 -0,794 | 2,65E-07 SPARCL1 0,898 | 4,54E-03
MMP7 0,534 | 5,24E-03 SPRY2 0,871 | 1,80E-02
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MT1X 0,586 | 1,70E-04 SRGN -0,563 | 3,75E-05
MT2A -1,097 | 9,50E-40 ST6GALNAC3 | -1,105 | 1,44E-02
MTRNR2L1 | -0,844 | 9,95E-06 STAT3 0,615 | 1,83E-03
MX1 -0,800 | 2,32E-08 STATSB 0,797 | 2,57E-03
NCR1 0,916 | 5,48E-03 SYK 0,838 | 4,03E-02
NEAT1 -1,097 | 2,29€-51 TAGLN 0,923 | 2,56E-08
NFKBIA 0,741 | 4,07E-08 TCL1A -1,180 | 2,06E-02
NKG7 0,695 | 8,73E-07 TFEB -1,532 | 3,24E-03
NLRC5 0,951 | 1,87E-14 TGFBR1 0,838 | 3,49E-03
NLRP1 0,525 | 1,09E-02 THBS1 -1,211 | 2,81E-07
NRXN3 0,612 7,20E-03 THBS2 -1,375 | 5,28E-09
0AS2 0,730 | 2,30E-06 TIMP1 -1,396 | 3,76E-24
0AS3 0,660 | 1,80E-05 TLR1 0,907 | 2,75E-02
P2RX5 0,533 | 6,79E-03 TLR3 -1,215 | 9,20E-03
PF4 0,723 2,70E-03 TMA4SF1 -0,768 | 4,13E-02
PRF1 0,643 | 7,86E-05 TNFRSF11B -1,445 | 1,52E-03
PSAP 0,867 | 8,13E-19 TNFRSF12A 0,752 | 3,63E-09
PTGDS 0,556 | 1,06E-03 TNFRSF18 0,856 | 2,29E-03
PTGES2 0,516 | 3,66E-03 TNFRSF9 0,609 | 3,83E-02
PTGES3 0,621 | 8,67E-07 TNFSF14 -1,062 | 1,08E-03
PTPRC 41,267 | 6,69E-41 TNFSF9 0,562 | 2,91E-02
PTPRCAP 0,920 | 2,64E-17 TOP2A 0,793 | 2,91E-02
RAC1 0,857 | 1,09E-11 TPM1 0,557 | 3,41E-02
RAC2 -1,039 | 1,39E-16 TPM2 0,677 | 1,95E-03
RBP) -1,176 | 1,05E-14 TSC22D1 0,750 | 4,32E-02
RELA 0,833 | 1,29E-05 TUBB 0,540 | 3,64E-04
RGS1 0,952 | 1,49E-20 TXK 0,731 | 2,16E-02
RORA 0,526 | 1,22E-02 TYK2 -1,582 | 1,02E-52
RPL21 -1,046 | 6,33E-47 UBE2C 0,998 | 1,09E-06
RPL22 -1,240 | 8,30E-42 VCAN -1,311 | 1,59E-07
RPL32 -1,603 | 1,81E-36 VEGFA 0,818 | 1,06E-02
RPL34 -1,178 | 4,34E-45 VPREB3 -1,278 | 5,47E-03
RPL37 41,229 | 2,04E-54 VTN -1,248 | 2,23E-04
RPS4Y1 -1,276 | 2,00E-08 WIF1 41,731 | 2,21E-15
RUNX3 0,529 | 8,17E-09 WNT10B 0,943 | 7,54E-03
RXRB 0,631 | 3,14E-04 WNT5B -1,191 | 2,29E-03
RYK 0,594 | 1,58E-02 XCL1 0,671 | 1,08E-02
S100A10 -1,538 | 7,88E-25 YES1 0,771 | 2,06E-02
S100A4 0,943 | 3,43E-16
S100A6 1,132 | 1,77E-32
SAT1 -0,903 | 1,26E-09
SEC23A 0,529 | 4,34E-03
SEC61G 0,846 | 4,71E-06
SELENOP 41,252 | 7,22E-09
SERPINA1 1,534 | 4,92E-13
SLC2A4 0,517 2,89E-02
SLC40A1 -0,995 | 5,49E-06
SMAD2 -1,030 | 2,70E-08
SMAD4 0,807 | 2,88E-04
SMARCB1 0,555 | 1,29E-02
soD1 0,868 | 5,24E-09
SoD2 41,299 | 1,07E-23
SPINK1 0,690 7,41E-05
SPOCK2 0,532 | 7,54E-05
SPP1 11,362 | 7,32E-11
SQSTM1 -1,371 | 3,60E-24
SRGN -1,055 | 1,01E-28
ST6GALL 0,717 | 1,20E-03
STAT1 -1,117 | 8,87E-15
STAT3 0,726 | 4,35E-06
STAT4 0,867 | 2,01E-12
STATSA 0,623 | 2,24E-03
STATSB 0,894 | 1,41E-06
STAT6 0,778 | 2,79E-05
TAP1 0,522 | 8,35E-04
TAP2 0,522 | 6,27E-04
TGFBR2 -0,509 | 2,01E-05
TIMP1 0,839 | 1,01E-17
TLR4 0,685 | 2,80E-02
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TM4SF1 -1,004 | 2,94E-04
TNFRSF1B 0,865 | 2,33E-06
TNFRSF21 0,668 | 2,80E-02

TNFSF12 0,514 | 3,01E-02

TPM1 0,551 | 2,70E-03
TPSB2 0,747 | 2,73E-02
TTR 0,577 1,31E-02
TUBB 0,578 | 1,26E-08
TUBB4B 0,625 | 3,35E-04
TYK2 0,930 | 3,26E-47
TYROBP 0,923 | 1,10E-06
VIM -1,265 | 2,38E-54
WIF1 0,552 2,34E-07
XBP1 0,705 | 1,86E-06
YBX3 0,868 | 2,12E-08
ZFP36 0,602 | 2,07E-08
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In_CD66b_interacting_with_Treg

In_Treg_interacting_with_CD8

In_Treg_interacting_with_CD66b

Gene.name Log2FD Adj_pval Gene.name Log2FD | Adj_pval Gene.name Log2FD Adj_pval
ABL1 -0,817 3,59E-02 CCL5 0,600 1,07E-05 ADGRES5 -0,822 2,00E-02
ABL2 -0,780 4,70E-02 COL1A2 -0,508 | 3,12E-02 ADIRF -1,131 2,58E-02

ACTA2 -0,731 3,19E-02 CXCL10 0,824 2,61E-04 AKT1 -0,941 2,55E-02
ACTG2 -1,132 1,96E-02 LTBR 0,888 5,99E-03 ANXA1 -1,537 1,44E-04
ADGRL2 -1,071 2,29E-02 RUNX3 0,568 1,69E-04 ANXA2 -1,327 1,12E-06
ADIRF -1,067 1,52E-03 APOD -1,151 3,76E-02
ALCAM -1,050 6,73E-04 ARF1 -0,729 6,76E-03
ANGPT1 -0,842 3,82E-02 ARHGDIB -2,068 1,19E-11
ANXA2 -1,492 2,12E-07 AXL -1,160 3,73E-02
ANXA4 -1,330 2,58E-03 B2M -2,168 4,54E-60
APOA1 -0,858 3,52E-02 BAX -0,784 4,72E-03
APOB -1,387 8,80E-03 BCL2 -0,744 2,43E-04
APOD -0,872 3,14E-02 BCL2L1 -1,088 2,42E-04
AQP3 -0,917 3,00E-02 BGN -1,979 4,04E-11
AREG -1,098 9,44E-03 BST2 -0,957 6,11E-04
ARF1 -0,954 9,81E-04 BTG1 -1,997 7,04E-28
ARHGDIB -1,197 1,52E-03 C1QA -1,383 5,86E-09
ATF3 -0,964 2,68E-02 C1Q0B -1,831 1,70E-09
ATG12 -1,380 1,38E-06 ciac -1,229 1,01E-06
AZGP1 -1,154 9,92E-03 C9orf16 -0,969 8,35E-04
B2M -1,386 2,19E-22 CALD1 -0,962 6,73E-03
BCL2 -1,037 1,41E-03 CALM1 -1,195 7,78E-03
BCL2L1 -0,891 4,75E-04 CALM?2 -1,299 4,82E-06
BEST1 -0,686 2,71E-02 CALM3 -1,314 1,36E-06
BGN -1,839 8,95E-11 CASP8 -0,696 1,13E-02
BID -0,602 1,05E-02 CCL5 -1,384 5,06E-08
BMPR2 -1,106 1,45E-02 CCND1 -1,146 1,84E-03
BRCA1 -0,882 2,50E-02 CCR5 -0,755 3,79E-02
BTG1 -0,604 7,97E-03 CD163 -1,084 5,11E-03
C11lorf96 -0,668 3,66E-02 CD164 -1,049 1,26E-02
C1QA -1,072 5,58E-07 cD2 -1,194 6,91E-10
C1QB -0,832 5,22E-03 CD27 -1,043 8,77E-05
ciac -1,245 1,88E-07 CD37 -1,229 6,26E-07
C9orfl16 -1,002 5,60E-05 CD3D -1,195 9,83E-05
CALD1 -0,833 1,49E-02 CD3E -1,379 7,84E-14
CALM?2 -0,848 4,51E-04 CD3G -1,049 8,03E-05
CALM3 -0,737 2,64E-02 CD4 -0,931 4,36E-03
CASP3 -1,254 2,23E-03 CD44 -1,303 6,09E-12
CASP8 -0,809 4,35E-02 CD47 -0,817 3,20E-02
CAV1 -0,641 2,96E-02 CD48 -0,833 9,53E-05
CCL11 -0,768 2,16E-02 CD52 -1,780 1,67E-12
CCL13 -1,096 9,92E-03 CD53 -1,558 2,30E-18
CCL15 -1,363 7,13E-08 CD55 -1,172 2,68E-02
CCL18 -0,753 1,72E-02 CD58 -0,728 1,93E-02
CCL19 -0,871 3,62E-02 CD59 -1,039 4,03E-02
CCL20 -0,697 3,62E-02 CD63 -0,979 3,77E-05
CCL21 -0,831 4,93E-03 CD68 -0,564 1,81E-02
CCL5 -0,647 4,62E-02 CD69 -1,416 3,81E-07
CCL7 -0,937 3,90E-02 CD74 -2,166 2,26E-39
CCND1 -0,935 3,22E-03 CD81 -0,893 3,38E-04
CCR2 -0,922 1,68E-02 CD84 -0,789 9,60E-04
CCRL2 -0,745 3,31E-03 CD9 -1,087 1,40E-02
CD14 -0,613 9,26E-03 CFLAR -1,473 6,68E-09
CD164 -0,804 3,84E-02 CIDEA 0,842 2,09E-02
CD209 -0,615 4,00E-02 CLEC2D -0,806 1,24E-02
CD27 -0,783 1,31E-02 COL18A1 -1,129 2,08E-02
CD33 -0,997 2,09E-02 COL1A1 -1,953 3,44E-29
CD36 -1,063 9,91E-03 COL1A2 -1,720 8,14E-10
CD3E -2,037 2,19E-22 COL3A1 -2,254 1,84E-20
CD3G -0,814 3,19E-02 COL5A1 -1,081 1,20E-02
CD4 -0,854 2,39E-02 COL5A2 -1,360 1,25E-02
CD44 -0,604 8,86E-03 COL6A1 -1,272 4,45E-04
CD48 -0,636 7,18E-03 COL6A2 -1,545 1,51E-07
CD52 -0,675 3,24E-02 COL6A3 -1,329 2,66E-05
CD53 -0,893 7,03E-06 COL8A1 -1,005 3,28E-02
CD55 -0,930 5,02E-05 COL9A2 -1,765 1,06E-17
CD58 -0,664 6,62E-03 COTL1 -1,256 3,98E-07
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CDsL 0,669 | 4,95E-02
CD63 0,833 | 1,31E-04
CD68 -0,880 | 3,01E-06
cD74 -1,157 | 6,77E-11
CD81 0,903 | 1,59E-03
CD86 0,808 | 4,35E-02
CDSA -0,720 | 3,50E-02
CD9 0,886 | 6,43E-03
CDKN3 -1,160 | 8,47E-04
CEACAM1 1,187 | 1,02E-02
CFD 0,578 | 3,88E-02
CFLAR 0,840 | 6,56E-03
CHI3LL 0,639 | 4,41E-02
CIITA 0,855 | 9,70E-03
CLEC12A 0,757 | 4,49E-03
CLEC2B 0,949 | 4,82E-03
CLEC4A 0,719 | 2,01E-03
CLEC4E 0,921 | 1,01E-03
CLEC7A 0,786 | 2,50E-03
CLOCK 41,121 | 7,18E-03
CMKLR1 -1,033 | 7,18E-03
CNTFR 0,919 | 3,36E-03
COL11A1 -1,404 | 1,01E-03
COL15A1 -1,406 | 2,85E-04
COL16A1 0,892 | 1,13E-02
COL1A1 -1,369 | 4,32E-07
COL1A2 0,982 | 2,86E-03
COL3A1 -1,135 | 2,06E-05
COL4A1 0,961 | 6,62E-03
COL5A1 -1,070 | 2,60E-03
COL5A2 0,951 | 1,68E-02
COL5A3 -0,855 | 1,01E-02
COL6A3 0,646 | 4,64E-02
COL9A2 2,631 | 2,09E-89
CRIP1 0,849 | 8,40E-04
CRP -1,763 | 1,15E-08
CSF2RA -1,057 | 5,66E-06
CSF2RB 0,660 | 2,21E-02
CTNNB1 1,415 | 2,54E-05
CTSG -1,027 | 9,61E-06
CX3CL1 -1,006 | 3,31E-03
CXCL14 0,795 | 4,09E-02
CXCL16 0,687 | 3,05E-03
cXCL2 0,541 | 4,82E-02
CXCL5 -1,0908 | 1,10E-03
CXCL8 -1,666 | 4,61E-16
CXCR4 41,452 | 2,32E-09
DCN 0,965 | 4,41E-03
DDR2 0,948 | 1,13E-02
DNMT1 0,739 | 3,80E-02
DNTT -1,643 | 3,22E-03
DUSP5 3,226 | 4,31E-141
DUSP6 0,717 | 7,39E-03
EGF 0,852 | 4,81E-02
EIF5A -0,608 | 1,37E-04
EMP3 0,914 | 1,40E-04
ENTPD1 0,931 | 1,01E-02
EOMES -0,965 | 4,69E-02
EPCAM 0,802 | 3,42E-02
EPHA4 0,954 | 2,71E-02
EPHB2 0,916 | 6,776-03
ERBB2 -0,923 | 2,80E-03
ERBB3 0,798 | 2,92E-02
ESR1 0,831 | 2,46E-02
EZH2 0,711 | 4,81E-02
FABP5 0,810 | 5,60E-04
FAS 0,820 | 1,79E-02
FCER1G -0,891 | 7,03E-04
FCGR3A 0,733 | 2,90E-05

CRP 1,127 | 3,44E-02
CTLA4 0,874 | 1,08E-04
CTNNB1 -1,354 | 8,44E-07
CTSG 0,915 | 1,78E-02
cxcL8 0,715 1,76E-02
CXCR4 1,748 | 1,06E-17
CXCR5 41,130 | 3,28E-02
CYTOR 41,248 | 1,90E-10
DCN 2,433 | 7,36E-12
DMBT1 0,881 3,03E-02
DUSP5 1,248 | 4,08E-11
EIF5A 41,311 | 3,77E-08
ENTPD1 41,586 | 3,13E-07
ETS1 -1,221 | 8,97E-09
EZR 0,935 | 2,68E-05
FAS 0,713 | 1,32E-02
FCER1G 0,699 | 4,38E-02
FCGR3A 1,157 | 4,44E-05
FKBP11 0,561 | 6,57E-03
FN1 1,818 | 2,07E-09
FOXP3 0,654 | 4,04E-02
FYB1 -1,015 | 3,33E-06
FYN 41,332 | 7,66E-10
GLUL -0,990 | 1,74E-05
GNLY -0,700 | 1,58E-02
GPNMB 1,455 | 1,34E-03
GPX1 0,769 | 1,66E-04
GSN -1,431 | 5,11E-06
GSTP1 41,092 | 1,41E-05
GZMA 41,582 | 3,87E-05
H2AZ1 -1,598 | 4,96E-05
H4C3 0,864 | 6,79E-03
HLA.A -1,636 | 3,91E-55
HLA.B 41,995 | 1,34E-66
HLA.C 11,592 | 4,46E-46
HLA.DPA1 2,022 | 4,51E-16
HLA.DPB1 -1,603 | 9,79E-10
HLA.DQA1 41,498 | 2,01E-11
HLA.DQB1 0,842 | 1,06E-04
HLA.DRA 1,783 | 1,28E-11
HLA.DRB1 41,600 | 1,16E-15
HLA.DRB5 0,944 | 7,69E-05
HLA.E 41,231 | 4,03E-18
HMGB2 41,194 | 2,91E-05
HSP90AA1 -1,511 | 3,78E-11
HSP9OAB1 1,426 | 1,44E-11
HSP90B1 41,755 | 1,46E-09
HSPA1A 0,875 | 1,32E-02
HSPA1B 0,835 | 5,53E-03
HSPB1 1,225 | 7,17E-06
ICAM3 0,757 | 2,24E-03
IFI127 41,711 | 1,79E-09
IFITM1 41,139 | 1,09E-09
IFITM3 0,714 | 5,89E-05
IFNA1 0,869 3,03E-02
IFNGR1 0,929 | 3,20E-02
IGF1R -1,806 | 1,92E-02
IGF2R 0,728 | 2,94E-02
IGFBP5 -0,933 | 1,65E-03
IGFBP7 41,271 | 1,50E-07
IGHG1 -1,012 | 2,01E-09
IGHG2 -1,083 | 3,04E-09
IGKC 41,571 | 2,28E-23
ILIORA 0,754 | 1,18E-03
ILLORB 0,891 | 1,67E-02
IL11RA 0,878 | 7,25E-03
IL16 -0,808 | 4,69E-04
IL1B 0,855 2,98E-02
ILIR1 -1,167 | 1,89E-05
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FCRLA -1,068 | 5,72E-04
FGF7 -1,279 | 5,72E-04
FGG 0,701 | 4,13E-02
FGR 0,917 | 2,45E-04
FKBP11 2,079 | 2,82E-55
FLT1 0,882 | 3,12E-03
FN1 -1,145 | 2,05E-04
FOS 0,583 | 1,17E-02
FOXF1 0,839 | 6,62E-03
FOXP3 0,710 | 4,36E-02
FPR1 0,728 | 8,21E-04
FYN -1,243 | 1,92E-03
FZD4 -0,636 | 3,90E-02
FZD5 0,833 | 9,92E-03
GDF10 0,762 | 4,26E-02
GDF9 0,726 | 3,73E-02
GLUD1 0,810 | 2,25E-02
GLUL 0,548 | 1,36E-03
GNLY -1,078 | 4,07E-07
GPBAR1 0,526 | 4,00E-02
GPNMB 0,945 | 1,36E-03
GPR183 0,893 | 1,39E-02

GSN 0,761 | 1,47E-02

GSTP1 0,774 | 6,34E-04

GZMH 0,961 | 5,92E-03

H2AZ1 -1,306 | 6,43E-05
H4C3 0,520 | 4,26E-02
HBA1 0,748 | 2,48E-02

HCAR3 0,716 | 5,36E-03

HDAC1 41,130 | 4,43E-03

HIF1A 0,760 | 1,74E-02

HILPDA 0,739 | 1,27E-02

HLA.A 0,656 | 5,70E-07

HLA.B 0,955 | 6,92E-17

HLA.C 0,932 | 5,66E-15

HLA.DPA1 -1,307 | 1,45E-09
HLA.DPB1 0,873 | 2,06E-03
HLA.DQA1 0,722 | 1,53E-03
HLA.DQB1 0,831 | 5,77E-05
HLA.DRA -1,432 | 1,75E-08
HLA.DRB1 1,286 | 1,41E-09
HLA.DRBS -1,096 | 4,06E-10

HLA.E 0,761 | 1,92E-05

HMGB2 0,846 | 1,07E-03

HSP9OAAL 0,760 | 7,42E-04
HSP90AB1 0,591 | 4,33E-04
HSP90B1 -1,037 | 6,34E-04

HSPA1A -1,073 | 3,04E-06

HSPA1B -1,150 | 2,65E-07

HSPB1 0,856 | 2,95E-05

ICAM1 0,651 | 2,34E-02

IFITM3 0,571 | 1,55E-04

IFNAL -1,426 | 5,00E-04

IFNARL 0,985 | 5,17E-03

IFNAR2 -0,690 | 1,83E-02

IFNGR1 0,758 | 5,68E-03
IGF1 0,771 | 2,57E-02
IGF2 -1,066 | 4,43E-03

IGFBP3 0,882 | 7,73E-03

IGFBP5 0,795 | 3,31E-03

IGFBP6 0,523 | 2,64E-02

IGFBP7 0,974 | 1,73E-05
IL10 -1,170 | 2,41E-03

ILIORB -1,049 | 3,98E-04
1111 0,754 | 1,37E-03
IL12A 0,733 | 2,47E-02

IL13RA1 0,793 | 4,46E-03
IL15 0,624 | 2,92E-02
IL16 0,615 | 4,35E-02

IL2RB 0,973 | 1,77€-03
IL2RG 0,888 | 2,60E-04
IL32 -1,408 | 2,49E-24
IL6ST 1,544 | 4,15E-08
IL7R 1,345 | 5,34E-13
IRF3 1,131 | 1,27E-07
ITGA1 -1,102 | 3,95E-03
ITGAS 0,871 | 1,36E-02
ITGAL 0,862 | 2,89E-03
ITGAV -1,038 | 1,68E-02
ITGB1 -1,133 | 2,69E-04
ITGB2 0,767 | 7,10E-04
ITK 41,382 | 4,32E-08
ITM2A 1,113 | 5,19E-03
JAK1 1,443 | 1,36E-07
JAK2 41,196 | 2,33E-02
JCHAIN -1,336 | 2,68E-04
KLRK1 1,263 | 4,58E-03
KRAS -1,303 | 5,11E-03
KRT14 0,827 | 6,05E-04
KRT15 41,094 | 1,90E-05
LGALS1 11,366 | 1,22E-12
LGALS3 -1,131 | 3,40E-04
LMNA -1,316 | 5,04E-03
LTB 1,144 | 4,42E-07
LUM 41,999 | 4,33E-06
LYZ 0,701 | 1,24E-02
MAF 0,999 | 2,11E-08
MALAT1 2,461 | 3,64E-103
MAPILC3B | -1,173 | 4,49E-03
MAPK14 0,731 | 1,73E-02
MGP 41,551 | 3,10E-04
MIF -1,016 | 9,72E-08
MMP2 41,594 | 7,72E-07
MMP7 0,881 | 4,47E-02
MRC1 41,675 | 1,98E-02
MSMB 1,223 2,28E-02
MT2A 11,542 | 7,97E-16
MTRNR2L1 | -2,020 | 6,31E-03
MX1 0,686 | 2,25E-03
NANOG 41,622 | 2,68E-02
NDRG1 0,707 | 1,75E-02
NEAT1 41,373 | 3,01E-38
NFKBIA 0,509 | 1,83E-02
NLRC5 1,149 | 5,19E-07
NR3C1 0,894 | 1,58E-02
0AS2 0,680 | 1,11E-02
0AS3 0,702 | 4,69E-03
PDGFC 2,189 | 6,31E-03
PSAP 1,127 | 1,43E-06
PTGES2 0,651 | 1,76E-02
PTGES3 0,968 | 8,54E-04
PTPRC 21,640 | 3,34E-16
PTPRCAP -1,254 | 1,58E-06
RAC1 -1,364 | 2,83E-06
RAC2 41,392 | 2,68E-08
RAMP1 1,812 | 1,01E-02
RARRES2 -0,877 | 1,50E-03
RBPJ -1,055 | 3,82E-05
RGCC 41,065 | 3,12E-03
RGS1 -1,551 | 6,45E-16
RORA 41,115 | 2,12E-03
RPL21 -1,467 | 1,39E-19
RPL22 41,285 | 8,62E-15
RPL32 -1,917 | 3,80E-14
RPL34 1,584 | 8,45E-18
RPL37 -1,503 | 8,74E-18
RPS4Y1 1,226 | 1,26E-03
RUNX3 0,871 | 5,25E-04
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S100A10 2,035 | 4,22E-09
S100A4 -1,551 | 1,91E-14
S100A6 41,537 | 7,16E-17

SAT1 41,261 | 1,11E-04

SEC61G -1,097 | 4,73E-03

SELENOP 1,823 | 2,34E-04

SERPINA1 0,849 | 1,02E-02

SERPINH1 -1,989 | 3,99E-04
SLC40A1 1,712 | 1,52E-05
SMAD?2 -1,033 | 2,88E-03

soD1 41,119 | 1,85E-03
SOD2 0,846 | 1,76E-04

SPOCK2 0,748 | 4,73E-04

SQSTM1 1,349 | 2,83E-06

SRGN -1,021 | 4,08E-08
ST6GAL1L 2,230 | 1,38E-06
STAT1 -1,274 | 6,18E-07
STAT3 -1,055 | 9,60E-04
STAT4 -1,028 | 4,23E-05
STATSB 41,044 | 1,19E-02
TAGLN 41,544 | 5,94E-08
TAP1 0,873 | 7,78E-03
TAP2 -1,216 | 3,81E-04

TGFBR2 -1,153 | 3,18E-04
THBS1 41,238 | 4,19E-03
THBS2 0,967 | 7,78E-03

TIGIT -1,266 | 1,90E-06
TIMP1 0,917 | 3,89E-05
TLRS 0,834 3,73E-02
TNFRSF10B | -1,413 | 6,95E-03
TNFRSF12A | -0,902 | 1,53E-04
TNFRSF14 0,515 | 8,18E-03
TNFRSF18 0,975 | 2,37E-04
TNFRSF1B 0,857 | 2,74E-03

TNFSF10 0,689 | 4,12E-02

TNFSF8 1,164 | 5,38E-03
TPM1 41,595 | 1,53E-04
TPM2 0,839 | 1,75E-03

TPSAB1 1,427 | 7,05E-03
TPSB2 -1,566 | 9,51F-04
TUBB 0,926 | 1,04E-05
TYK2 2,301 | 3,52E-26
UBE2C 41,066 | 2,02E-02
VCAN 0,727 | 3,82E-02

VHL 0,899 | 3,40E-04
VIM 2,128 | 7,66E-28
VSIR 0,910 | 1,30E-02

WNT7B 41,333 | 1,56E-04
XBP1 -1,385 | 3,81F-08
YBX3 0,972 | 3,05E-03
ZFP36 -0,960 | 2,66E-05

IL17A 0,740 | 1,82E-02
IL178 0,901 | 5,84E-03
IL18R1 0,743 | 2,50E-02
IL1A 0,636 | 2,94E-02
ILIR2 -1,001 | 6,16E-07
ILLRAP -1,167 | 8,84E-08
IL20RA 0,884 | 3,60E-02
IL2RG 0,861 | 1,52E-03
1L32 0,645 | 1,10E-03
IL3RA 0,686 | 3,90E-02
ILAR 0,528 | 4,31E-02
IL6 -0,504 | 4,58E-02
IL6ST 0,751 | 4,35E-02
INHBA 1,115 | 2,07E-03
INHBB 0,853 | 1,67E-02
INS 0,987 | 1,37E-02
INSR -1,288 | 1,73E-03
IRF3 0,650 | 2,92E-02
ITGA1 -1,814 | 9,27E-09
ITGA2 0,712 | 4,69E-02
ITGA9 0,653 | 4,65E-02
ITGAE 0,674 | 4,00E-02
ITGB1 0,717 | 1,89E-02
ITGB4 -0,954 | 7,90E-03
ITGB6 0,653 | 4,54E-02
ITM2A 0,878 | 2,22E-02
JAG1 0,719 | 2,34E-02
JAK1 -1,105 | 3,30E-04
JUN 0,511 | 3,59E-02
KITLG 0,971 | 1,05E-02
KRAS 0,821 | 4,41E-03
KRT1 -1,265 | 3,31E-05
KRT14 41,339 | 1,16E-12
KRT15 0,839 | 1,14E-03
KRT16 0,747 | 4,83E-04
KRT17 0,917 | 2,52E-05
KRT18 41,025 | 7,45E-08
KRT19 -1,243 | 2,03E-06
KRT20 0,894 | 3,62E-02
KRT23 -1,089 | 4,08E-03
KRTS -1,087 | 8,18E-03
KRT7 0,523 | 2,71E-02
KRTS -0,698 | 3,01E-06
KRT86 0,673 | 4,33E-02
LGALS1 0,774 | 3,29E-05
LGALS3 0,819 | 3,16E-03
LTB -1,164 | 7,68E-06
LTBR 0,708 | 4,09E-02
LTF -1,196 | 5,38E-03
LYz 0,770 | 7,42E-04
MAF -1,089 | 2,44E-04
MALAT1 -1,614 | 5,37E-26
MAP1LC3B 0,849 | 1,68E-02
MAPK13 0,816 | 1,01E-02
MARCO -0,875 | 3,84E-02
MEG3 0,717 | 2,46E-02
MGP -1,375 | 1,19€-04
MIF 0,770 | 1,22E-05
MMP1 -0,993 | 3,37E-02
MMP2 0,849 | 8,90E-03
MMP7 0,970 | 1,92€-03
MRC1 0,974 | 1,81E-02
MS4A1 -1,038 | 2,29€-02
MT2A 0,741 | 8,16E-04
MTRNR2L1 0,941 | 9,45E-03
MXRAS 0,772 | 3,05E-02
MYC 0,663 | 4,79E-02
MYH11 -1,158 | 1,81E-02
MZT2A 1,770 | 4,31E-141
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NANOG 0,672 | 1,90E-02
NDRG1 -0,989 | 7,03E-06
NEAT1 0,895 | 7,23E-12
NPPC -1,725 | 3,49E-55
NPR3 1,335 | 6,43E-03
NR3C1 -1,012 | 8,18E-03
OLFM4 -1,187 | 1,52E-03
OLR1 -1,433 | 6,50E-04
PDGFC 1,345 | 1,12E-03
PECAM1 -1,155 | 3,43E-04
PPARA 0,763 | 4,45E-02
PPARG 41,412 | 2,14E-03
PRSS2 0,753 | 1,14E-02
PSAP -0,988 | 5,70E-07
PTGDR2 -1,967 | 1,26E-14
PTGDS 0,893 | 2,01E-02
PTGES3 0,960 | 5,24E-04
PTGS1 1,484 | 8,94E-04
PTGS2 0,663 | 4,45E-02
PTHLH 0,796 | 4,83E-02
PTK6 -1,025 | 3,22E-03
QRFPR -1,018 | 4,43E-03
RAC1 0,723 | 2,03E-04
RAMP1 2,224 | 3,90E-22
RARA -1,207 | 3,09E-10
RARRES1 0,774 | 1,30E-02
RARRES2 -0,603 | 3,59E-02
RBP) -1,442 | 7,03E-06
RELT 0,569 | 2,02E-02
RGCC 0,678 | 1,66E-02
RGS2 -0,706 | 2,59E-03
RPL21 0,864 | 7,47E-09
RPL22 0,605 | 6,00E-03
RPL32 0,746 | 9,88E-03
RPL34 -1,285 | 4,68E-09
RPL37 0,919 | 2,07E-06
RUNX3 0,734 | 2,51E-02
RXRA 0,668 | 4,36E-02
S100A10 0,911 | 2,65E-03
S100A2 1,189 | 8,10E-04
S100A4 0,610 | 1,54E-02
S100A6 -1,414 | 2,38E-13
S100A8 0,552 | 4,67E-02
S100B -1,686 | 3,88E-08
S100P 0,705 | 1,41E-02
SAAL -1,054 | 2,45E-04
SAT1 0,810 | 7,46E-05
SELL 0,911 | 1,18E-02
SERPINA1L 0,579 | 3,36E-03
SERPINA3 0,868 | 2,44E-02
SERPINH1 0,772 | 3,286-02
SLC2A4 0,963 | 2,19€-02
SLC40A1 -1,005 | 1,52E-03
SMAD2 0,732 | 2,56E-02
SMAD4 -0,959 | 3,62E-02
SMARCB1 0,926 | 2,01E-02
SMO -1,337 | 9,63E-04
SNAIL 0,519 | 3,10E-02
SNAI2 -0,865 | 8,88E-03
SOSTDC1 -1,361 | 9,79E-04
SPARCL1 0,987 | 4,58E-03
SPINK1 -1,789 | 6,38E-08
SPRY2 -1,387 | 6,50E-04
SQSTM1 0,589 | 1,05E-02
SRGN -1,246 | 1,03E-14
STAT3 0,529 | 2,17E-02
STATSA 0,669 | 2,24E-02
STATSB -1,182 | 4,58E-03
STAT6 0,647 | 2,46E-02
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TAGLN -1,639 | 4,49E-08
TAP1 0,617 | 2,96E-02
TGFBR2 0,620 | 3,59E-02
THBS2 -1,732 | 8,28E-10
TIGIT 0,822 | 1,81E-02
TIMP1 0,717 | 3,63E-03
TLR1 0,851 | 3,10E-03
TLR2 0,710 | 4,08E-03
TLR3 0,699 | 4,65E-02
TLR4 0,532 | 3,41E-02
TLRS -0,905 | 2,63E-02
TLRS 0,807 | 2,96E-02
TMA4SF1 -0,905 | 7,48E-03
TNFRSF12A -1,337 | 9,02E-15
TNFRSF18 -1,082 | 6,42E-05
TNFRSF1A -0,607 | 5,39E-03
TNFRSF21 0,934 | 2,92E-02
TNFSF12 0,810 | 2,11E-02
TNFSF14 1,146 | 1,41E-04
TNFSF8 0,698 | 4,41E-02
TNFSF9 0,893 | 6,04E-03
TOP2A 0,645 | 3,94E-02
TPM1 0,672 | 1,94E-02
TPM2 -1,011 | 6,34E-04
TPSB2 0,915 | 1,06E-02
TSC22D1 -1,162 | 1,52E-03
TTR 0,733 | 4,67E-02
TUBB -0,829 | 3,68E-06
TYK2 2,547 | 1,70E-61
TYMS 0,833 | 4,39E-02
TYROBP 0,893 | 1,15E-05
UBE2C 1,824 | 8,83E-14
UPK3A 0,729 | 3,90E-02
VCAN 0,904 | 9,26E-04
VEGFD 0,879 | 1,74E-02
VHL -0,628 | 6,00E-03
VIM 0,876 | 1,96E-04
VSIR 0,734 | 3,18E-03
VTN -1,344 | 3,31E-05
WIF1 2,122 | 1,70E-33
WNT108 -0,997 | 3,46E-03
WNT7B -1,015 | 1,57E-03
YES1 0,712 | 4,36E-02

Supplementary Table 5
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Parameters Cohort 2 Univariate Multivariate
(N=54)
HR 95%CI Pval HR 95%CI Pval
Age
Median [Min, Max] 66.1 [30.6, 83.8] 0.9489  [0.9191-0.9796] 0.00124 | 0.9528  [0.9206-0.986] 0.00580
Sex
F 21 (38.9%) REF REF REF REF REF REF
M 33 (61.1%) 1.914 [0.9709-3.773] 0.0608 2.2988 [1.1449-4.6158] 0.01926
Tobacco
No 3 (5.6%) REF REF REF
Yes 50 (92.6%) 0.985 [0.2359-4.113] 0.984
Missing 1 (1.9%)
Pack year
<15 7 (13.0%) REF REF REF
>=15 46 (85.2%) 1.610 [0.5681-4.561] 0.37
Missing 1 (1.9%)
Tumor stage
I-11 0 (0.0%) NA NA NA
HI-1v 54 (100%) NA NA NA
Histology
ADK 37 (68.5%) REF REF REF
Squamous 11 (20.4%) 0.9087 [0.4122-2.003] 0.812
Others 6 (11.1%) 0.6362 [0.2224-1.820] 0.399
PD-L1 TPS
<1 17 (31.5%) REF REF REF
1<x<50 14 (25.9%) 0.6973 [0.3140-1.549] 0.376
>50 20 (37.0%) 0.6541 [0.3099-1.380] 0.265
Missing 3 (5.6%)
Anti-PD1
Pembrolizumab 14 (25.9%) REF REF REF
Nivolumab 40 (74.1%) 1.081 [0.5062-2.309] 0.84
CD8 density TOT
Low 27 (50.0%) REF REF REF REF REF REF
High 27 (50.0%) 0.3242 [0.1687-0.6231] 0.000727 | 0.2967  [0.1500-0.5869] 0.00048
CD66b-FoxP3 Inp
Low 27 (50.0%) REF REF REF
High 27 (50.0%) 1.4702 [0.7861-2.75] 0.228
CD8-CD66b Inp
Low 27 (50.0%) REF REF REF
High 27 (50.0%) 1.11 [0.4807-1.687] 0.744
CD8-FoxP3 Inp
Low 27 (50.0%) REF REF REF
High 27 (50.0%) 0.9141 [0.4905-1.704] 0.777

Supplementary Table 6
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Univariate Multivariate
Parameters Cohort 3
(N=72) HR 95%Cl Pval HR 95%ClI Pval
Age 1.005 [0.9746-1.037] 0.734
Median [Min, Max] 62 [39, 82]
Sex
F 31 (43.1%) REF REF REF
M 41 (56.9%) 1.646 [0.9014-3.005] 0.105
Tobacco
No 13 (18.1%) REF REF REF
Yes 59 (81.9%) 1.101 [0.53-2.288] 0.796
Pack year
<15 17 (23.6%) REF REF
>=15 55 (76.4%) 1.586 [0.7385-3.405] 0.237
COPD
No 57 (79.2%) REF REF REF
Yes 15 (20.8%) 0.5627 [0.2515-1.259] 0.162
Tumor stage
-1l 0 (0.0%) NA NA NA
1-1v 72 (100%) NA NA NA
Histology
ADK 50 (69.4%) REF REF REF REF REF REF
Squamous 14 (19.4%) 1570 [0.7951-3.101] 01937  1.2595 [0.6184-2.5654] 0.5250
1.5097 [0.7524-3.0289] 0.2463
Others 8 (11.1%) 2.586 [1.1161-5.992] 0.0267 2.1818 [0.9169-5.1917] 0.0778
2.7249 [1.1495-6.4594] 0.0228
PD-L1 TPS
<1 4 (5.6%) REF REF REF
1<x<50 39 (54.2%) 0.867 [0.2044-3.678] 0.847
>=50 29 (40.3%) 1.177 [0.2746-5.052] 0.826
Neoadjuvant Chemotherapy
No 57 (79.2%) REF REF REF REF REF REF
Yes 15 (20.8%) 2.046 [1.068-3.920] 0.0309 1.8307 [0.9243-3.6240] 0.0829
1.8938 [0.9583-3.7425] 0.0661
CD66b-FoxP3 Inp
Low 36 (50.0%) REF REF REF REF REF REF
High 36 (50.0%) 0.4102 [0.2258-0.7453] 0.0035  0.4468 [0.2373-0.8415] 0.0126
CD8-CD66b Inp
Low 36 (50.0%) REF REF REF REF REF REF
High 36 (50.0%) 0.5312 [0.2949-0.9570] 0.0352  0.5282 [0.2877-0.9697] 0.0395
CD8-FoxP3 Inp
Low 36 (50.0%) REF REF REF
High 36 (50.0%) 1.1415 [0.6407-2.034] 0.653

Supplementary Table 7
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Legends :
Table 1: Clinical description of the 3 cohorts of NSCLC patients used in this study

Figure 1: Immune cell interaction is linked to prognosis in #Cohort 1. (A) Representative
4-color multiplex immunohistochemistry of NSCLC samples from #Cohort 1 with low-
interacting immune cell (upper left), high CD66b-FoxP3 interaction (upper right), high CD8-
CD66b interaction (bottom left) and high CD8-FoxP3 interaction (bottom right). (B) Prognosis
impact of CD8+ (left), CD66b+ (right) and FoxP3+ (middle) cells (red: above median value,
blue : below median value). (C) Spatial plot in NSCLC sample with red circles delimiting pairs
of interacting cell. Two cells were considered interacting when their nuclei centroids were
distant to less than 10pum distance. An Inp was calculated to normalize raw density of pairs of
cell by the respective density of the cell types composing the cell pairs. (D) Boxplot showing
the proportion of pairs of cells across NSCLC sample. (E) Prognosis impact of Inp CD8-CD66b
(left), Ino CD8-FOXP3 (middle) and Inp CD66b-FoxP3 (right) cells (red: above median value,
blue : below median value).

Figure 2: Inp is linked to a less exhausted tumor microenvironment. (A) Matrix with p-value
resulting of the comparison of the proportion of several immune cell expressing activation and
inhibitory markers with Inp (CD8+CCR7- are effector T cells, CD8+CCR7-CD45RA- are
effector memory T cells). Red-colored cells indicates an increase of the considered cell subtypes
in High Ino and blue-colored cell a decrease. (B) Gene expression of whole NSCLC FFPE
sample from #Cohort 1 with Immune Profiling (left) and Cancer Progression Panel (right).

Figure 3: CD8 in interaction ROIs are more activated. (A) Matrix of proteins studied by
Digital Spatial Profiling. (B) Differential protein expression between Interaction ROIs and
ELANE-enriched ROIs (top), FoxP3-enriched ROIs (middle) or CD8-enriched ROIs (bottom).

Figure 4: Immune cell interaction is linked to immune regulation. Gene Set Enrichment
analysis of most differentially expressed genes between immune cell type in interaction versus
the same immune cell type free of interaction across the three studied interaction setting: CD8-
FoxP3 (top), CD66b-FoxP3 (middle) and CD8-CD66b (bottom). Only 5 genes were found
differentially expressed between FoxP3 interacting with CD8 and free FoxP3 cells (see
Supplementary Figure 7), thus GSEA was not performed.

Figure 5: Inp is linked to a diminished PD-L1 TPS and lost their prognostic value in anti-
PD1 treated patients (#Cohort 2). (A) PD-L1 TPS variation between High and Low Inp.
Median value was used to discriminate High and Low groups (B) Prognosis impact of CD8
(left), CD66b (right) and FoxP3 (middle) cells. (C) Prognosis impact of Inp CD8-CD66b (left),
Ino CD8-FoxP3 (right) and Ino CD66b-FoxP3 (middle) cells.
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Figure 6: Inp is predictive of radiochemotherapy regimen efficacy in #Cohort 3. (A)
Prognosis impact of CD8 (left), FoxP3 (middle) and CD66b (right) cells. (B) Prognosis impact
of Ino CD8-CD66b (left), Inp CD66b-FoxP3 (middle) and Inp CD8-FoxP3 (right) cells. Median
value was used to discriminate High and Low groups. (C) Ino impact summary in NSCLC.

Supplementary Figure 1: Representative scheme of all experiment performed in all cohorts used
in this study

Supplementary Figure 2: Correlation between immune cell density of CD8+ T cells, FoxP3+ T
cells and CD66b+ neutrophils and the density of their respectives doublets in #Cohort 1.

Supplementary Figure 3: Venn diagram showing the repartition of each Inp in patient of
#Cohort 1

Supplementary Table 1: Variation of clinical data of #Cohort 1 with Inp

Supplementary Table 2: Cox-univariate and multivariate analysis of #Cohort 1

Supplementary Table 3: Flow cytometry panels used in #Cohort 1

Supplementary Table 4: Impact of Inp on immune cell type evaluated by flow cytometry

Supplementary Figure 4: GSEA of whole NSCLC FFPE sample from #Cohort 1 with Immune
Profiling Panel

Supplementary Figure 5: GSEA of whole NSCLC FFPE sample from #Cohort 1 with Cancer
Progression Panel

Supplementary Figure 6: Representative scheme of the spatial transcriptomic analysis using
CosMx FFPE Database online. In all field, cell were segmented and identified according to
gene expression. After identification of neutrophil, CD8+ T cell and Treg, euclidian distance
was computed to separate interacting pairs of cells from « free » cells, with a 10um distance
threshold. Differential gene expression was performed by comparing the gene expression in
one cell type in interaction setting versus the same cell type in non-interaction setting
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Supplementary Figure 7: Spatial cell transcriptomic analysis for each pair of CD8+ T
lymphocyte, FoxP3+ T lymphocyte and neutrophil. Volcano plot represents RNA expression
variation between the immune cell type in interaction versus the same immune cell type free of
interaction. Only the most differentially expressed gene are named. Complete list of
differentially expressed gene can be found in Supplementary Table 5

Supplementary Table 5: Complete list of genes differentially expressed in spatial cell
transcriptomic for all settings. FD : Fold Change

Supplementary Table 6: Cox-univariate and multivariate analysis of #Cohort 2

Supplementary Figure 8: Gene expression of whole NSCLC FFPE sample from #Cohort 2 with
10360 Panel

Supplementary Figure 9: GSEA of whole NSCLC FFPE sample from #Cohort 2 with 10360
Panel

Supplementary Table 7: Cox-univariate and multivariate analysis of #Cohort 3
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Discussion

L’objectif de ce travail était de confirmer 1I’hypothése que la composante spatiale des
cellules immunitaires module leurs fonctions pro- ou anti-tumorales. Nous nous sommes
focalisés sur les proximités spatiales entre les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes T
régulateurs FoxP3+ et les neutrophiles CD66b+ dans le microenvironnement tumoral des
CBNPC, car il s’agissait de trois types cellulaires majeurs de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Nous avons mis en place un pipeline d’analyse des interactions spatiales reposant sur
(i) un marquage immunohistochimique multiplex des lymphocytes T CD8+, Treg FoxP3+ et
neutrophiles CD66b+, (ii) la quantification des doublets de cellules proches de moins de 10pum
de distance, (iii) la normalisation de la densité des interactions entre les 2 types cellulaires par
rapport a leurs densités respectives et (iv) leurs impacts pronostics et prédictifs aux traitements.

L’index d’interaction

Notre travail a rencontré un obstacle technique 1i¢ a 1’analyse des interactions. En effet,
la proportion des proximités entre 2 cellules est corrélée a la densité respective des cellules
étudiées. Plusieurs études ont seulement analysé le nombre de ces interactions et regardé
I’impact sur la survie ou la récidive tumorale [248,319,320] pour différentes cellules
immunitaires. L’utilisation d’une normalisation permet d’obtenir un résultat affranchi de la
corrélation intrinséque. Nous aurions pu utiliser différentes méthodes de normalisation, comme
des fonctions de répartition (G-cross fonction [308], Ripley K [321]), le pourcentage de cellule
en interaction d’un type cellulaire donné [322] ou, plus récemment, un index d’interaction basé
sur le nombre de cellule compté [323,324]. De fait, il n’y a pas a I’heure actuelle, de consensus
sur ces méthodes de normalisation notamment dans les études de données spatiales. Cela rend
difficile les comparaisons de nos résultats avec le reste de la littérature scientifique utilisant des
techniques similaires. Néanmoins, en accord avec notre étude, ces données de la littérature ont
montré des résultats intéressants dans plusieurs types de cancers, notamment des liens avec la
survie et la réponse aux traitements, de méme que I’impact des interactions cellulaires et les

mécanismes cellulaires sous-jacents.

Trois interactions ont été visualisées et caractérisees : entre le lymphocyte T CD8+ et le
lymphocyte Treg FoxP3+ ; entre le lymphocyte T CD8+ et le polynucléaire neutrophile
CD66b+ et entre le polynucléaire neutrophile CD66b+ et le lymphocyte Treg FoxP3+. Nos
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résultats suggerent que I’interaction la plus intéressante en terme de survie dans nos cohortes
est celle entre le polynucléaire neutrophile CD66b+ et le lymphocyte Treg FoxP3+. En
revanche, I’interaction qui a le plus d’impact sur la fonctionnalité des T CD8+ est celle entre le
lymphocyte T CD8+ et le lymphocyte Treg FoxP3+. Notre hypothése est que les interactions
sont dynamiques, avec une succession d’événements débutants par I’interaction entre le
neutrophile et le Treg, qui limite 1’épuisement fonctionnel des lymphocytes T CD8+ effecteurs,
d’ou la diminution ou I’absence d’expression des molécules du verrou immunologique dans les
CBNPC enrichis en doublets cellulaires. Une représentation sous forme de diagramme de Venn

souligne la présence de tumeurs dans lesquelles tous les doublets sont au-dessus de la médiane.

L’Ino CD8-FoxP3 ou le role de ’interaction entre les lymphocytes T CD8+ et les
lymphocytes Treg FOXP3+

Les interactions entre les lymphocytes T CD8+ et les Treg FoxP3+ sont les plus
nombreuses dans notre étude. Cependant, I'Inp CD8-FoxP3 n’a pas montré d’impact
pronostique ni prédictif de la réponse au traitement, quel que soit la cohorte de patient. Ce
résultat est en contradiction avec la littérature sur I’impact des interactions entre ces 2 types
cellulaires. En effet, les proximités spatiales entre ces 2 cellules ont montré un impact positif
sur la survie globale dans le cancer du poumon [308], le cancer gastrique [248] et le cancer
rectal [325]. Les auteurs ont émis plusieurs hypotheses pour expliquer ce bon pronostic : (i) les
Treg FoxP3+ a proximité des lymphocytes T CD8+ seraient des lymphocytes Treg naturels qui
contrdleraient I’inflammation associée au cancer [248] ; (ii) la forte proportion de lymphocytes
T CD8+ a proximité des lymphocytes Treg FoxP3+ empéche ces derniers de réaliser
efficacement leurs fonctions immunomodulatrices [308]; (iii) I’impact fonctionnel de
I’interaction dépend du compartiment tumoral et seules les interactions entre ces 2 cellules dans
les massifs tumoraux entraine une inhibition de I’inflammation associée au cancer [325]. Il nous
est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature scientifique, étant donné la
différence de méthode dans 1’évaluation des interactions cellulaires. Notre hypothese est que
cette interaction n’est pas suffisante en elle-méme pour impacter significativement le pronostic.
Il est possible, comme le souligne Feichtenbeiner et al. que les lymphocytes Treg FoxP3+ en
interaction constitue un sous-type particulier de ces cellules avec un impact différent sur la

survie globale.
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L’Ino CD66b-FoxP3 ou le role de ’interaction entre les polynucléaires neutrophiles

et les lymphocytes Treg FOXP3

L’Ino CD66b-FoxP3 qui étudie les interactions entre les neutrophiles et les Treg FoxP3
a montré un impact important sur la survie et la réponse a la radio-chimiothérapie. Ce résultat
est d’autant plus inattendu que ces 2 types cellulaires sont connus pour étre de mauvais
pronostic, pour 1’un, ou sans influence pronostique pour I’autre [163,275,281,326]. Si plusieurs
études ont montreé la présence d’interaction entre les neutrophiles et les lymphocytes T CD8+,
résultant en I’immunomodulation des T CD8+ par les molécules ROS et NOS libérées par les
neutrophiles [154], a l’inverse, peu d’études se sont intéressées aux interactions entre
lymphocytes Treg FoxP3+ et neutrophiles CD66b+ [209]. Pillay et al. ont identifié un sous-
type de neutrophile mature (CD11c°"9"YCD62L9™/CD11b°"9"/CD16°"9") capable de supprimer
laréponse T CD4 et CD8 via Mac-1 (CD11b/CD18) et la génération de ROS [327]. Lewkowicz
et al. ont également montré que I’interaction entre des Treg activés par du LPS et des
neutrophiles non activés entraine 1’apoptose des neutrophiles et la sécrétion d’IL-10. Les
auteurs ont également montré que cette inhibition est médiée par ICAM-1/CD11b et que
I’interaction directe cellule-cellule est indispensable, cette inhibition n’étant pas observé dans
un systéme Transwell [328]. L’interaction entre les lymphocytes Treg FoxP3+ et les
neutrophiles CD66b+ entrainerait 1’inhibition des neutrophiles. Les lymphocytes T CD8+ en
périphérie pourraient exercer leurs actions cytotoxiques contre la tumeur, sans cellules
immunomodulatrices fonctionnelles. Nos résultats appuient cette hypothése, comme le montre
la diminution de I’expression des checkpoints immunitaires sur les lymphocytes T CD8+ et
I’immunorégulation observé en transcriptomique spatiale dans les neutrophiles et les Treg en
interaction. De plus, nous avons également observé cette interaction entre CD11b exprimé par
les neutrophiles CD66b+ et ICAM-1 exprimé par les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ par

une technique d’immunohistochimie multiplex dans plusieurs échantillons de CBPNPC.

La valeur pronostique négative d’une forte densité de neutrophiles CD66b+, leurs
implications dans la résistance des cellules tumorales a la radio-chimiothérapie in vitro [329],
et la résistance intrinseque des lymphocytes Treg FoxP3+ au stress oxydatif [330] laissent a
penser que ces derniers orchestrent ces interactions. Cela pourrait expliquer I’association entre
une bonne survie et la densité des lymphocytes Treg FoxP3+ dans plusieurs études sur le
CBNPC [252,270].
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L’Ino CD8-CD66b ou le role de ’interaction entre les lymphocytes T CD8+ et les
polynucléaires neutrophiles

L’Ino CD8-CD66b a montré un impact pronostique positif modeste dans les 2 cohortes
de patients traités par radiothérapie et chimiothérapie. Les interactions entre les lymphocytes T
CD8+ et neutrophiles ont été relativement bien décrits dans des modeéles fonctionnels de culture
de cellule. Les neutrophiles ont un role prépondérant en inhibant I’action cytotoxique des
lymphocytes T CD8+ par la sécrétion de ROS, de NOS, de TNFa, de myélopéroxydase et
d’arginase-1 [154-156]. Nous n’avons pas trouvé d’article ayant étudié I’impact de ces

interactions sur le pronostic dans la littérature scientifique.

Notre résultat est inattendu, compte tenu du role inhibiteur du neutrophile sur le
lymphocyte T CD8+. Il est probable que les interactions entre lymphocytes T CD8+ et
neutrophiles ont lieu dans des régions ou des lymphocytes Treg sont également a proximité.
Dans ce cas, 1’effet pronostic observé de I’Inp CD8-CD66b serait impacté par celui de 1’Inp
CD66b-FoxP3 et soulignerait la proximité de ces 3 types cellulaire dans le microenvironnement
tumoral, avec une interaction préferentielle entre les neutrophiles et les lymphocytes Treg
FoxP3. Cette hypothese serait cohérente avec nos résultats montrant que I’interaction entre le

neutrophile et le lymphocyte Treg entraine leurs inhibitions respectives.

L’interaction cellulaire influence le phénotype et la fonction des cellules

Minns et al. ont montré que I’impact de I’interaction Treg-neutrophile dépendait de
I’état d’activation de chaque cellule en interaction [331]. Dans cette étude, les neutrophiles non
activés inhibent, par une interaction cellulaire directe, les lymphocytes T « early » activés, mais
ne peuvent pas inhiber les lymphocytes T « late » activés. Ces résultats sont tres proches de
ceux obtenus par Lewkowicz [328]. Nous avons utilisé CD66b comme marqueur des
polynucléaires neutrophiles car il s’agit d’un marqueur constitutif de ces cellules. Nous ne
pouvons donc utiliser ce marqueur pour déterminer 1’état d’activation des neutrophiles dans nos
cohortes. Le géne de la NO synthase inductible (NOS2), responsable de la génération de NOS,
et qui est étudié dans les panels d’expression de géne dans nos expériences de transcriptomique
sur les tumeurs en « bulk », ne montre pas de différence d’expression significative. Cependant,
NOS2 est également exprimé de fagon constitutive par I’épithélium pulmonaire, ce qui peut
expliquer 1’absence de différence d’expression [332]. D’autres molécules témoignant de

’activation des neutrophiles, comme les genes NOX1 (NADPH oxydase) et NOS1/3 (NO

159



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

synthase) responsables respectivement de la génération de ROS et NOS, et impliqués dans

I’inhibition directe des lymphocytes T n’étaient pas dans les analyses spatiales.

Les CD66b en interaction pourraient représenter des G-MDSC

Une autre hypothése serait que les cellules CD66b+ que nous avons quantifié
correspondent a des cellules myéloides suppressives granulocytiques (G-MDSC) qui est un
groupe cellulaire probablement hétérogene, sans marqueurs qui font consensus pour les
caractériser. La présence d’interaction entre MDSC et Treg a été rapporté, mais leurs
conséquences biologiques sont contradictoires selon les études et les modeles. Dans un modele
murin de cancer du poumon, les auteurs ont rapporté une suppression, par les G-MDSC, de la
différentiation des CD4+ en Treg induit [333]. Ce phénomene qui survient précocement dans
la polarisation de la cellule CD4+, est contact-dépendant et dépend des ROS et de IDO, mais
pas de I’arginase-1, de iNOS, de NO, de la déplétion en cystine/cystéine, de la voie PD-1/PD-
L1 ou de COX-2 (cyclooxygenase 2). Fujimura et al. ont observé, dans un modéle murin de
mélanome, une suppression de la prolifération des lymphocytes T CD4 par les MDSC
CD11b+Gr1+ via PD-L1 [334].

A Tinverse, dans un modéle murin d’adénocarcinome du pancréas, Siret et al. ont
observé une induction contact-dépendante des Treg par les MDSC [335]. Des tissus humains
de cancer du pancréas ont également été analyses par immunohistochimie et présentent des
proximités spatiales entre cellules FoxP3+ et CD11b+. Cependant, les auteurs n’ont pas abordé
les mécanismes cellulaires impliqué, ni approfondi la relation entre la proportion d’interaction
entre cellules FoxP3+ et CD11b+ et les parametres cliniques. Serafini et Schlecker ont retrouvé
des résultats similaires, mais sur des cellules myéloides suppressives monocytiques (M-
MDSC), qui n’expriment pas le marqueur CD66b [336,337].

Plusieurs études ont mis en évidence LOX-1 comme marqueur membranaire specifique
pour identifier les MDSC [161,338]. Cependant, nous n’avons pas observé de surexpression du
géne OLR1, codant pour LOX-1, dans les données de transcriptome spatiale. Ceci indiquerai
soit que les neutrophiles en interaction ne sont pas des G-MDSCs, soit que les G-MDSCs

n’interagissent pas de facon préférentielle aux autres cellules immunitaires étudiées.
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Les NETs des neutrophiles ont-ils une influence dans ces interactions cellulaires ?

La formation de NET par les neutrophiles ou les G-MDSC ont été rapportés recemment
dans les cancers et présentent de nombreux effets immunomodulateurs et pro-tumoraux
[339,340]. L’ impact des interactions entre les NETSs et les lymphocytes a été trés peu étudié. La
littérature scientifique est plutdt en faveur d’un effet pro-inflammatoire et activateur des
neutrophiles et des lymphocytes T CD8+ par les NETs [341,342]. De facon intéressante, Tillack
n’a pas observé cet effet sur les lymphocytes T CD4+. Seul Wang et al. se sont intéressé a
I’interaction Treg-NET dans un modéle murin de carcinome héepatocellulaire et montré que les
NETs promeuvent la différentiation et la prolifération des Treg [343]. Nous n’avons pas observé
ces modifications fonctionnelles dans nos analyses transcriptomiques, mais notre modele est
trés différent car il s’agit de tumeurs humaines hétérogenes et d’étude d’expression de genes
sur tumeur et stroma mélangés. De plus, I’histone H3 citrulliné, spécifique des NETS, n'est pas

disponible en expression de gene.

Les Treg FoxP3+ en interaction représentent un sous type de Treg ?

Nous pouvons poser I’hypotheése que les Treg interagissant directement sont un sous-
type particulier de cellules régulatrices. En effet plusieurs sous-type de Treg ont été décrits, les
principaux étant les Treg induits et les Treg naturels [344]. Nos études de transcriptomique et
d’expression protéique n’ont pas permis d’identifier un sous type particulier de Treg lorsqu’ils
étaient en interaction, notamment nous n’avons pas eu I’opportunité d’étudier la neuropiline-1,

qui permet de discriminer les Treg induit des Treg naturels.

Nos résultats suggérent plutdt une immunomodulation respective médiée par 1’état
d’activation des cellules en interaction, plutbt que la présence d’un sous-type cellulaire

spécifique a la formation des interactions cellules-cellules.

L’interactome : un mécanisme majeur de I’immunomodulation et de la réponse

thérapeutique ?

Pour analyser plus précisément les mécanismes cellulaires impliqués dans les
interactions cellule-cellule nous avons utilisé une approche d’étude de données en ligne de
transcriptome spatial a 1’échelle cellulaire dans le CBNPC [345]. Une sous-expression des

genes lié a la présentation de I’antigéne a été observé dans les cellules en interaction, dont les
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neutrophiles qui sont décrits comme ayant un réle de présentation de 1’antigéne dans de
nombreux modeles de tumeur, dont le CBNPC [346]. Dans notre situation, 1’interaction
cellulaire n’aurait pas pour objectif de présenter I’antigéne pour initier ou potentialiser une
réponse immunitaire anti-tumorale, mais plutét d’immunomoduler la réponse T régulatrice des

lymphocytes Treg FoxP3+.

De facon intéressante, nous avons observé que les interactions cellulaires étaient
associees a une sous-expression d’un ensemble de genes impliqués dans la formation des
differents composants du collagene qui est un constituant majeur de la matrice extracellulaire.
Il influence les fonctions et la migration des cellules tumorales, mais également celles des
lymphocytes T infiltrants les tumeurs [347] ou encore des macrophages [348] et diminue
I’efficacité de I’'immunothérapie [349]. Ces résultats tendent a montrer que, dans les territoires
riches en collagene, les cellules immunitaires sont isolées et statiques, et ainsi le traitement du
stroma par de la collagénase permet a nouveau la migration et la pénétration des lymphocytes

T vers les Tlots tumoraux, I’ensemble soulignant 1’effet pro-tumoral du collagene [347].

Gentles et al. ont utilisés une approche différente d’analyse des interactions cellulaires
dans le microenvironnement tumoral de CBNPC [350]. lls ont étudié 40 échantillons de
CBNPC qui ont éte dissociés et les cellules triées selon 4 catégories : tumorales, immunitaires,
endothéliales et fibroblastiques. Un séquencage des ARN sur les populations triées a été realisé
et les interactions entre ces types cellulaires ont éte reconstruits par bioinformatique en s’aidant
de base de données pour générer un interactome du microenvironnement des CBNPC (Lung-
Tumor Microenvironment Interactome (LTMI)). Des analyses GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) peuvent alors étre réalisées et nous permettent d’identifier les voies biologiques
enrichis avec I’expression d’un gene particulier. L’analyse de transcriptome spatiale a montré
une sous-expression de TYK2 (Tyrosine Kinase 2) dans plusieurs situations d’interaction. De
facon intéressante, TYK2 est lié a une signature de géne de la voie IL8-CXCR1/2 impliqué
dans I’activation, le développement et le recrutement des neutrophiles. De méme, nous avons
observé une sous-expression du géne SAT1 (Spermidine/Spermine N1-Acetyltransferase 1), et
I’analyse GSEA souligne un enrichissement des genes de la présentation antigénique avec

I’expression de SAT1 dans les cellules immunitaires, cohérent avec une immunomodulation.
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L’interaction des cellules immunitaires et la réponse aux ICI

Les patients ayant un CBNPC traités par chirurgie puis radiothérapie et chimiothérapie
et dont les tumeurs avaient un Inp CD66b-FoxP3-°" avaient une mauvaise survie, des
lymphocytes T CD8+ fonctionnellement plus épuisés et une signature ARN en faveur de la
transition épithélio-mésenchymateuse. Nous avons également observé un PD-L1 TPS tumoral
plus élevé dans les tumeurs avec un Inp CD66b-FoxP3-*Y. Nous avons ainsi émis 1’hypothése

que ces patients répondraient mieux a I’immunothérapie anti-PD1.

Dans la #Cohorte 2, I’Inp CD66b-FoxP3 n’a pas montré d’impact pronostique et
prédictif, bien qu’une tendance négative sur la survie générale peut étre observée. Il est
important de noter que la majorité (40/54) patients de cette cohorte ont recu du nivolumab en
2°™ ligne aprés une chimiothérapie en 1°° ligne; les autres (14/54) ayant recu du
pembrolizumab en 1°¢ ligne. Cette cohorte est donc enrichie en patients qui n’ont pas
progresses. Ce biais de sélection explique les signatures pro-inflammatoires en expression de
géne sur cette cohorte et, peut-&tre, le manque de significativité statistique de 1’analyse de survie
de I’Inp CD66-FoxP3.

L’immunothérapie anti-PD-1/PD-L1 a pour objectif I’expansion et la revigoration des
lymphocytes T CD8+ fonctionnellement épuisés, mais également le recrutement de nouveaux
clonotypes de lymphocytes T CD8+ ayant pour origine les ganglions lymphatiques drainant la
tumeur. Ces résultats ont été observés chez I’Homme et la souris dans plusieurs sous-types de
cancer [351] dont le cancer du poumon [352,353]. Dans notre étude, nous avons observé que la
présence d’un Inp CD66-FoxP3-" pouvait étre associé a une densité plus élevée de
lymphocytes T CD8+. Ainsi I’Inp CD66-F0XP3 pourrait représenter un marqueur d’efficacité a
I’immunothérapie anti-PD-1, la densité de lymphocytes T CD8+ étant également prédictif de la
survie chez les patients traités par immunothérapie anti-PD-1. Cependant, ces résultats tendent
a montrer que I’immunothérapie anti-PD-1 seule n’est pas suffisante pour obtenir une réponse
anti-tumorale efficace dans les tumeurs Inp CD66b-FoxP3-°", 1 serait ainsi intéressant de cibler
plusieurs formes d’immunosuppression simultanément pour potentialiser la réponse

immunitaire anti-tumorale.

Le lien entre neutrophiles et immunothérapie est connu, en effet il a été montré que les
tumeurs enrichies en neutrophiles étaient moins sensibles aux ICI, sans que 1’on sache s’il s’agit
d’un lien fonctionnel direct ou une association entre ce stroma riche en neutrophiles et les

altérations moléculaires, comme les mutations de STK11 ou la perte de BRG1 (carcinomes
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SMARCAA4 déficients) [277,354]. Faget et al. ont rapporté que les neutrophiles inhibent
I’efficacité de I’immunothérapie [355] en limitant 1’angiogenése et en induisant la TEM, tandis
que Markowitz et al. ont observé que les G-MDSC sont augmentés apres traitement par des
anti-PD-1 chez les patients CBNPC non-répondeurs aux anti-PD-1 [356]. Kargl et al. ont
montré que 1’utilisation d’un antagoniste de CXCR1/2 améliore les résultat des anti-PD-1 sur
la souris, avec une diminution significative des neutrophiles et une augmentation des
lymphocytes T CD8 anti-tumoraux. L.’administration d’un anti-PD-1 et d’une immunothérapie
ciblant les neutrophiles serait une stratégie thérapeutique intéressante, ainsi plusieurs
antagonistes de CXCR1/2 existent avec des résultats encourageants sur la souris [357]. Chez
I’Homme, des thérapies combinant anti-PD-1 et CXCR1/2 sont en cours d’étude dans le cancer

colorectal, le mélanome et les adénocarcinomes du pancréas [358].

Nos résultats suggerent de cibler les protéines responsables de I’interaction neutrophile-
Treg. Des anti-ICAML1 et anti-CD11b ont été décrits dans la littérature scientifique [359,360].
Cependant, la large expression de ces 2 marqueurs sur d’autres sous types cellulaires va
probablement limiter leurs applications en immunothérapie. L’utilisation de bispécifique anti-
CD1lb & anti-CXCR1/2 permettrait de restreindre le champs d’application de

I’immunothérapie sur les neutrophiles.

Nous avons également observé dans nos résultats d’expression de genes que 1’Inp
CD66b-FoxP3-°" était associé a une surexpression du géne codant pour COX-2, qui a un impact
pro-tumoral et qui peut étre ciblé par des immunothérapies anti-COX-2, en combinaison avec
des anti-PD-1 [361-363]. Une étude a montré un allongement significatif de la survie générale
chez les patients souffrant de CBNPC métastatiques et traités par une combinaison d’anti-

PD(L)1 et anti-COX-2, compareé a des patients traités par anti-PD1 seuls [364].
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Perspectives et Conclusion

La caractérisation du microenvironnement immunitaire peut se faire désormais par des
approches d’analyses spatiales qui permettent de quantifier les cellules, de les localiser, d’en
déterminer les interactions avec les cellules avoisinantes et parfois d’en déterminer le
transcriptome comme le PIC-seq (physically-interacting cell sequencing) [365]. Cette
technique identifie les cellules en interaction, les collecte avec un trieur de cellules classique,
puis le sequencage des ARN est réalisé séparément sur chaque type cellulaire. Elle permet
d’¢étudier une seule interaction entre 2 cellules, a trés faible débit et a des codts élevés. Cohen
et al. ont utilisé le PIC-seq dans des échantillons de CBNPC pour caractériser les interactions
entre des lymphocytes T CD4+ et des cellules myéloides [366]. Les auteurs y ont décrit un
sous-type de lymphocyte T CD4+ (PD-1+/CXCL13+) qui interagi préférentiellement avec les
cellules dendritiques DC-LAMP matures et assure une réponse anti-tumorale efficace dans les
CBNPC traités par immunothérapie anti-PD-1 chez la souris. De maniére intéressante, la
proportion d’interaction observée dans leur étude est de grandeur équivalente a celle que nous

avons observe.

A 1’échelle de notre travail, nous avons montré que les interactions cellulaires avaient
plus d’importance que la simple quantification des sous-populations de cellules immunitaires.
En effet, ces interactions modulent les fonctions des cellules immunitaires et identifient des
mécanismes anti-tumoraux particuliers, qui ne peuvent étre identifiés a 1’échelle de la tumeur.
L’utilité de I’'Inp CD66b-FoxP3 comme indicateur prédictif de la réponse aux traitements, a la
fois de radio-chimiothérapie et d’immunothérapie, est particuliérement intéressant. Il serait
pertinent d’en poursuivre 1’étude, notamment en précisant le phénotype des cellules en
interaction, ceci afin d’identifier des cibles thérapeutiques permettant de moduler I’occurrence

de ces interactions.

Etendre les analyses spatiales a d’autres types cellulaires va permettre de mieux
comprendre, a I’échelle cellulaire, la complexité de I’environnement immunitaire tumoral et

leurs impacts sur la progression tumorale et la réponse thérapeutique.
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Résumé des résultats de 1’ Article 3 :

Les carcinomes SMARCA4-déficient constituent une entité récente, peu décrite,
caractérisée par la perte d’expression du géne SMARCA4, codant pour la protéine BRG1
impliquée dans le remodelage de la chromatine dans le complexe protéique SWI/SNF. Ce sont
des tumeurs de faible pronostique. Ces tumeurs sont de faible pronostique, ne semblent pas
présenter de mutation actionnable, et leurs réponses a I’immunothérapie reste controversée.
L’objectif de I’é¢tude a été d’analyser leur environnement immunitaire et leur profil mutationnel,

et de les comparer a une cohorte de patient BRG1 non perdu.

Les tumeurs BRG1 perdus ne présentaient pas de mutation d’EGFR, moins de mutation

de TP53 et moins de PD-L1 TPS comparé aux tumeurs BRG1 non perdu.

Les densités de lymphocytes T FoxP3+ et de neutrophiles CD66b+ étaient plus
importants dans les tumeurs BRG1 perdus. La densité de lymphocytes T CD8+ n’était pas
significativement entre les 2 groupes. Des resultats similaires ont été retrouvés sur les données

du TCGA, a I’exception des lymphocytes T FoxP3+ non disponibles.

Les tumeurs BRGL1 perdus ont montrés une survie globale inférieure aux BRG1 non
perdus comme attendu. Au niveau de I’environnement immunitaire, nous n’avons pas observé
de relation entre la densité de lymphocyte T CD8+, de lymphocyte T régulateurs FoxP3+ et de

neutrophile sur la survie globale.

183



VELUT Yoan — Thése de doctorat - 2022

Ces résultats suggerent que 1’environnement immunitaire des tumeurs BRG1 perdus ne
permet pas une réponse immunitaire anti-tumorale efficace. Ceci pourrait s’expliquer par la

plus grande proportion de lymphocytes T régulateurs FoxP3+ et de neutrophiles.

Les tumeurs BRG1 perdus traités par immunothérapie anti-PD-1 présentent des survies
globales plus faible que les tumeurs BRG1 non perdu traités par anti-PD-1. Ceci suggére que

les tumeurs BRG1 perdus ne sont pas de bons candidats aux immunothérapies anti-PD-1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Introduction: SMARCA4/BRG1 loss of expression occurs in 5-10% of non-small cell lung carcinomas (NSCLC). We
Non-small cell lung cancer investigated the pathological, molecular and immune environment characteristics of this deficiency among

SMARCAA4-deficient
BRG1
Immunotherapy

NSCLC, its impact on overall survival (OS) of resected patients and the sensitivity to anti-PD1 inhibitors in
metastatic patients.

Materials and methods: BRG1 expression was assessed by immunohistochemistry to identify SMARCA4-deficient
NSCLC (SD-NSCLC) from the cancer tissue collection of Cochin Hospital (Paris, France). Molecular profiles were
analyzed by targeted NGS covering 28 genes in 63 resected SD-NSCLC. The balance of immune cells between
CD8+, FOXP3+ cells and neutrophils (CD66b+) was characterized by multiplex immunohistochemistry and
compared to non-SD NSCLC. Clinical outcome after anti-PD-1 therapy was evaluated in 7 SD-NSCLC out of 77
NSCLC patients.

Results: SD-NSCLCs were more commonly found in TTF1-negative high-grade adenocarcinomas and pleomorphic
carcinomas. They were associated with few targetable alterations (KRAS G12C and MET amplification). Their
immune environment was characterized by an increased of FOXP3+ cell and neutrophil densities, but not of
CD8+ T cells, compared to non-SD NSCLC. SD-NSCLC patients had a significantly shorter OS in early stages of
resected patients and in metastatic patients treated by anti-PD1 treatment.

Conclusion: BRG1-loss in NSCLC confers a poor prognosis and is associated with an immunosuppressive envi-
ronment that could be responsible of limited efficacy to anti-PD1 inhibitors. The identification of SD-NSCLC by
BRG1 immunohistochemistry is desirable for an optimal management of NSCLC patients.
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1. Introduction

The switch/sucrose-non-fermenting (SWI/SNF) complex functions as
a tumor suppressor and mutations in at least one of its subunits have
been demonstrated in 20% of human cancers [1]. The SMARCA4 gene
encodes BRG1, one of the two ATPase subunits of the SWI/SNF complex.
SMARCA4 inactivating mutations are described in two thoracic tumors:
SMARCAA4-deficient undifferentiated tumor (SD-UT, formerly known as
SMARCA4-deficient sarcoma) and SMARCA4-deficient non-small cell
lung carcinoma (SD-NSCLC) [2-5]. Only SD-UT is recognized as a
separate entity in the 8th edition of the WHO classification that should
be differentiated from SD-NSCLC [5]. Nevertheless, a recent study sug-
gests a biological continuum between these two tumors, SD-UT being a
form of ‘dedifferentiated’ lung carcinoma [6], leading to the replace-
ment of the term “sarcoma” by that of undifferentiated tumor in the
latest WHO classification. Moreover, these entities are linked at mo-
lecular level, as they share genomic alterations typical of smoking-
related NSCLC (KRAS, KEAP1, STK11) and have a high tumor muta-
tional load [2,4].

Loss of expression of BRG1/SD-NSCLC occurs in approximately
5-10% of NSCLC, predominantly male and heavy smokers. SD-NSCLCs
are mostly TTF1/p40-negative poorly differentiated carcinomas,
mainly adenocarcinomas and pleomorphic carcinomas [7-11]. The way
to identify this entity, either by the mutation of SMARCA4 gene or by the
loss of expression of BRG1 protein is not clearly defined. Indeed, the loss
of BRG1 expression is often associated with SMARCA4 mutations but not
all SMARCA4 mutations induce a loss of expression of BRG1. Truncating
mutations (i.e. frameshift, splice-site or nonsense) are most usually
associated with loss of protein expression, in contrast to non-truncating
mutations (i.e. missense). On the contrary, the loss of BRG]l can be
present without SMARCA4 mutations [6,10,12,13]. Many studies re-
ported a poor prognosis of SD-NSCLC, whether by identifying them by
the loss of BRG1 expression [9,14] or by the SMARCA4 mutation
[15-17]. Although all SMARCA4 alterations are associated with poor
clinical outcomes, truncating mutations which are associated with BRG1
protein loss, were associated with the poorest prognosis [12], empha-
sizing the importance of BRG1 immunohistochemistry to identify SD-
NSCLC.

Currently, there is no codified treatment for SD-NSCLC. These tu-
mors do not seem to harbor actionable oncogenic driver alterations,
such as EGFR, ALK, and ROS1, as in conventional NSCLC [7,9,12,13],
excluding the prescription of targeted therapy. Data on the effectiveness
of immunotherapy are contradictory, some case reports suggest an ef-
ficacy of immune checkpoint inhibitors (ICI) [18,19], which may be
explained by a high mutational load [2,4]; but most studies report a low
response to ICI [15,16], which may be due to low PD-L1 expression and
presence of co-mutations in STK11 and KEAPI genes [20]. Recent
studies seem to confirm the non-benefit to ICI in SD-NSCLC, particularly
in patients with KRAS- and SMARCA4-mutant NSCLC [15,16]. Since we
previously showed that intratumoral immune cell densities were
significantly associated with molecular alterations in NSCLC [21], we
hypothesized that SD-NSCLC might have a specific immune environ-
ment, which could explain its poor prognosis in untreated patients and
in patients treated with ICI.

In the present study, we aimed at analyzing clinical, pathological,
molecular and immune environment of 63 SD-NSCLC resected patients
and we compared these tumors to non-SD NSCLC. We also reported the
overall survival of 7 SD-NSCLC among 77 patients treated by PD-1
blockade within the CERTIM (Immunomodulatory Therapies Multidis-
ciplinary Study group) network.

2. Patients and methods
2.1. Study design and sample selection

We retrospectively selected 63 SD-NSCLC patients naive of
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treatment, operated with curative intent at Cochin Hospital, Paris,
France, between 2001 and 2020. These 63 SD-NSCLC FFPE specimens
were defined by a complete loss of BRG1 expression by immunohisto-
chemistry. Twenty-three were identified from a consecutive cohort of
417 patients who underwent NSCLC resection between 2001 and 2005;
and 40 cases were identified from routine care practice from internal
patients (2014-2020), with some analyzed for different parameters in
previous studies [21-23] (Supplementary Fig. 1). Squamous-cell lung
carcinomas and large-cell neuroendocrine carcinomas were excluded.
The immune cell infiltrate of the 63 SD-NSCLC tumors was compared
with that of 28 non-SD NSCLCs. The 28 non-SD NSCLC patients were
included according to the following criteria: resected NSCLC, available
tumor samples for the multiplex immunohistochemistry study and
period of surgery identical to the 63 SD-NSCLC. We excluded squamous-
cell and neuro-endocrine carcinomas and tumors with EGFR, ALK and
ROS]1 alterations, since these findings are never found in SD-NSCLC. At
last, we also checked that clinical and pathological characteristics of the
28 non-SD NSCLCs were similar from those of the 63 SD-NSCLC (Sup-
plementary Table 1).

Finally, we evaluated the benefit of immunotherapy in 7 patients
with SD-NSCLC from a cohort of 77 patients with metastatic non-
squamous cell carcinomas, included in the CERTIM group, who
received anti-PD-1 therapy (either nivolumab or pembrolizumab), in
second line or more, between 2015 and 2020 (Supplementary Fig. 1).

This study was performed with the approval of our institutional re-
view board (CPP Ile de France II, 2008-133 and 2012 06-12, No. 2018
MS1).

2.2. Pathological evaluation and immunohistochemistry

Histological tumor typing was performed according to the 5th WHO
criteria [5] and pathologic tumor staging was evaluated using the 8th
edition of TNM classification. All adenocarcinomas were classified into 3
grades according to their predominant architectural pattern, as previ-
ously described [22,24]. Inmunohistochemistry was performed using
the fully automated Leica Bond III platform and antibodies against the
following antigens: BRG1 (clone EPNCIR111A, Abcam), TTF1 (clone
SPT24, Tebu Novocastra), p40 (clone BC28, Zytomed), PD-L1 (clone
QR1, Diagomics/BIOCYC).

2.3. Molecular analysis

DNA was extracted from FFPE tumor samples, selected to contain at
least 30% of tumor cells, using the Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA
Purification Kit (Promega). All samples were characterized using 2 NGS
panels: (1) The Ion AmpliSeq™ Colon-Lung Cancer Research Panel v2
(Life Technologies™, France), as previously described [23,25], and (2) a
custom Ion AmpliSeq™ DNA panel, full gene coding sequence for
SMARCA4, TP53, STK11, KEAP1, RB1, CDKN2A, ARID1A and PTEN and
sequenced on the Ion Proton™ System (Life Technologies™). Samples
were considered as non-interpretable when mean coverage depth was
<300X.

2.4. Multiplexed immunofluorescence

Fluorescent multiplexed immunohistochemistry was only performed
on the surgically resected samples, using 5-um thick serial sections from
the selected tumor tissue section containing the highest density of im-
mune cells on hematoxylin-eosin-safran (HES) stained slides. Staining
was performed on Leica Bond RX (Leica Biosystem®), using Opal™ 4-
Color THC Kit (AKOYA Biosciences®) for CD66b (clone G10F5, BD),
FOXP3 (clone 236A/E7, Abcam), pan-cytokeratin (clone AE1/AE3,
Agilent) and CD8 (clone SP16, Abcam), as previously described [26].
Immune cells densities were quantified in the tumoral cores with Halo
software (indica labs). Results are expressed as the absolute number of
positive cells per square millimeter. Unfortunately, for the patients
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Table 1

Clinical, pathological and molecular characteristics of 63 resected SMARCA4-
deficient NSCLC. Adenocarcinoma grade corresponded to II (intermediate
grade) for lepidic, papillary, or acinar predominant pattern and III (high grade)
for solid, micropapillary, or solid predominant pattern and mucinous type, as
previously described [22,24]. Wilcoxon-Mann-Whitney or Chi? test were used to
find associations between clinical and molecular data. PD-L1 TPS: tumor pro-
portion score corresponding to the percentage of PD-L1 positive tumor cells. SD-
NSCLC: non-SMARCA4-deficient NSCLC, COPD: chronic obstructive pulmonary
disease.

SD-NSCLC (N = 63)

Age at diagnosis Molecular status:

Median [Min, Max] 61 [38, 80] KRAS status
Sex number (%) WT 48 (76%)
Female 12 (19%) mutated 15 (24%)
Male 51 (81%) TP53 status
Smoking status (Pack-y) WT 18 (29%)
<15 4 (6%) mutated 40 (63%)
>15 59 (94%) Non-interpretable 5 (8%)
COPD STK11 status
No 19 (30%) WT 38 (60%)
Yes 43 (68%) mutated 17 (27%)
unknown 1 (2%) Non-interpretable 8 (13%)
Histological type KEAP1 status
Adenocarcinoma 54 (86%) WT 39 (62%)
Large-cell carcinoma 4 (6%) mutated 15 (24%)
Pleomorphic carcinoma 5 (8%) Non-interpretable 9 (14%)
Adenocarcinoma grade CDKN2A status
I 17 (31%) WT 43 (68%)
111 37 (69%) mutated 11 (18%)
TTF1 expression Non-interpretable 9 (14%)
Positive 31 (49%) KEAP1-STK11

comutation
Negative 32 (51%) No 48 (76%)
PD-L1 (TPS, %) Yes 6 (10%)
0 36 (57%) Non-interpretable 9 (14%)
>1% <50% 17 (27%) SMARCAA4 status
> 50% 10 (16%) WT 12 (19%)
Tumor stage Mutated (truncating) 40 (64%)
I-II 39 (62%) Mutated (non-truncating) 2 (3%)
11V 24 (38%) Non-interpretable 9 (14%)

treated with ICI, samples were too small to perform multiplex analysis.
2.5. Gene expression analysis

Gene expression for neutrophil (CD66b) and CD8+ T lymphocyte
populations was performed using an independent transcriptome dataset
from the Cancer Genome Atlas in Lung adenocarcinoma (TCGA LUAD)
database, including NSCLC without or with SMARCA4 (missense and
nonsense) mutations. The presence of these two immune populations
was inferred using the microenvironment cell populations (MCP)-
counter, with no available data for FOXP3+ cells [27].

2.6. Statistical analysis

Statistical analyzes were conducted using R 3.3.2 (https://www.R-
project.org/). Wilcoxon-Mann-Whitney or Chi? test were used to find
associations between clinical and molecular data and to compare im-
mune cell densities. For survival analysis, we used Kaplan-Meier method
and log-rank test, overall survival (OS) was calculated from the date of
surgical resection to the date of death or date of last follow-up. Cox
proportional-hazards regression model was used for univariate analysis.
OS was defined as the time from the date of diagnosis to the date of death
or last follow-up. For patients treated by ICI, we also measured the OS
from the date of the first cure of immunotherapy to the date of death or
last follow-up.
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Table 2

Comparison of clinicopathological and molecular characteristics of SMARCA4-
deficient NSCLC with non-SMARCA4 NSCLC in resected patients. PD-L1 TPS:
tumor proportion score corresponding to the percentage of PD-L1 positive tumor
cells. SD-NSCLC: SMARCA4-deficient non-small cell lung cancer, non-SD NSCLC:
SMARCA4-deficient non-small cell lung cancer, COPD: chronic obstructive
pulmonary disease.

Parameters Non SMARCA4 SMARCA4 P-value
resected non- resected non-
squamous NSCLC n squamous NSCLC
=303 n=63
Age at diagnosis 0.5
Median [Min, Max] 61 [19, 84] 61 [38, 80]
Sex number (%) 0.1
Female 89 (29%) 12 (19%)
Male 214 (71%) 51 (81%)
Smoking status (Pack-y) 0.02
<15 58 (19%) 4 (6%)
>15 238 (79%) 59 (94%)
NR 7 (2%) 0 (0%)
COPD <0.001
No 173 (57%) 19 (30%)
Yes 130 (43%) 43 (68%)
Unknown 0 (0%) 1 (2%)
Tumor size (mm) 0.8
Mean (SD) 36 (21) 36 (25)
Histological type 0.002
Adenocarcinoma 286 (94.5%) 54 (86%)
Large-cell carcinoma 14 (4.5%) 4 (6%)
Pleomorphic carcinoma 3 (1%) 5 (8%)
Adenocarcinoma grade <0.001
(resected samples N =
286)
1 1 (0.3%) 0 (0%)
I 197 (68.7%) 17 (31%)
I 88 (31%) 37 (69%)
TTF1 expression <0.001
Negative 35 (12%) 32 (51%)
Positive 268 (88%) 31 (49%)
PD-L1 (TPS, %) 0.001
0% 103 (34%) 36 (57%)
>1% <50% 96 (32%) 17 (27%)
> 50% 103 (34%) 10 (16%)
Tumor stage 0.1
I-I 221 (73%) 39 (62%)
1I-1v 82 (27%) 24 (38%)
EGFR status 0.003
WT 191/224 (85%) 63/63 (100%)
mutated 33/224 (15%) 0/63 (0%)
KRAS status 0.01
WT 130/224 (58%) 48/63 (76%)
mutated 94/224 (42%) 15/63 (24%)
TP53 status 0.2
WT 93/224 (42%) 18/58 (31%)
mutated 131/224 (58%) 40/58 (69%)
STK11 status 0.3

WT
mutated

173/224 (77%)
51/224 (23%)

38/55 (69%)
17/55 (31%)
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® BRGH retained

‘ ® BRGH1 loss

BRG1-10ss NSCLC | BRG1retained NSCLC
Density (median) (n=63) (n=28) pvalue
CD8+ T cell 333(23-1071) 393 [139-1787) 0.2
Regulatory Tcells| 247 [8-2129) 109 (4-745) 0.002
Neutrophils 144 [2-2867) 47 [1-588) 0.002
FoxP3+ CD66b+
CD8 T cells Neutrophils
Mann-Vhinegy %st p - 0744 Mann-Whitney test p= 00134

MCP-counter score for Neutrophis

MCP-counter score for CD8 T cells

Missense/Nonsense WT \.Y'.'.:'c:".-",:".: '.';T
SMARCA4 mutation status SMARCA4 mutation status

Fig. 1. Comparison of immune environment between SMARCA4-deficient NSCLC and non-SMARCA4 deficient NSCLC. Fluorescent multiplex immunohistochemistry
(A, B) and radar plot (C), showing a higher infiltration of regulatory T cells (FOXP3+, green nuclei) and neutrophils (CD66b-+, yellow) in BRG1loss/SMARCA4-
deficient (A) compared to BRG1retained/non-SMARCA4 deficient NSCLC (B). Fluorescent multiplex immunohistochemistry used CD8+ T cell (pink), CD66b+
neutrophils (yellow), FOXP3 (green in nuclei) and cytokeratin (green in membrane). HR and p-value were calculated with Cox-regression. (D) Analysis of the CD8+ T
cell and neutrophil in lung adenocarcinoma according to the mutation status of SMARCA4 gene by the MCP-counter method based on TCGA database. SMARCA4
mutations included missense and nonsense mutation. Data are shown as MCP-counter scores and comparisons were performed with the Mann-Whitney U test. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

16



Y. Velut et al

Overall Survival Probability (%)

Lung Cancer 169 (2022) 13-21

0 H
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Time (Months)
Number at risk
BRG1retained{ 303 261 226 194 170 159 131 99 76 63 50
8
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72 84 96 120

Fig. 2. Survival analysis for resected NSCLC according to BRG1 expression. Overall survival curves were estimated using the Kaplan-Meier method, and differences
between patient groups were evaluated by log-rank test. Number at risk and percentage of alive are indicated. (For interpretation of the references to color in this

figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
3. Results
3.1. Clinical and molecular characteristics of SD-NSCLC

The 63 patients with SD-NSCLC were mostly male (n = 51, 81%),
heavy smokers (>15 pack-years) (n = 59, 94%) and with COPD (chronic
obstructive pulmonary disease) (n = 43, 68%). The major histological
type was adenocarcinoma (n = 54, 86%), mostly solid predominant
pattern (n = 36, 66%), with only one lepidic and one mucinous
adenocarcinoma. TTF1 expression was found in 31 (49%) tumors. Of the
128 squamous-cell carcinomas tested, none had a BRG1-loss. Only 10
tumors (16%) had PD-L1 tumor cell expression (TPS) > 50%. We often
found aggressive histological criteria, i.e. vascular emboli (n = 45,
71%), pleural infiltration (n = 41, 65%) and lymph node invasion (n =
30, 47%) (13 pN1 and 17 pN2). Pathological stages for all resected tu-
mors were 20 (32%), 19 (30%), 22 (35%) and 2 (3%) for stage I, I, III,
and IV, respectively. Regarding the molecular characteristics, 54 of the
63 SD-NSCLC had interpretable results and 42 tumors (78%) had at least
one SMARCA4 mutation, composed of nonsense (n = 28), frameshift (n
= 12), missense (n = 6), and splice-site (n = 5) mutations. No significant
difference was found between patients with BRG1-loss tumors by
SMARCA4 mutation status, in term of clinical, molecular and immune
infiltrate parameters, including overall survival (supplementary
Table 2). Truncating mutations (i.e., frameshift, nonsense or splice
mutations) were found in 40/42 (95%) tumors. Six tumors had
concomitant several SMARCA4 mutations (2 or 3). Co-mutations were
identified in TP53 (63%), STK11 (27%), KEAP1 (24%), KRAS (24%),
CDKN2A (18%), ARID1A (8%), PTEN (3%), and RBI (2%) genes
(Table 1). Concerning potential targetable driver genes, we never found
EGFR mutation, 2 tumors had a non-V600 BRAF activating mutation, 5
tumors had KRAS G12C activating mutation, one had HER2 amplifica-
tion and one had MET amplification, both confirmed by FISH, with gene-
to-centromere ratio>2.

We compared the SD-NSCLC (n = 63) and the non-SD NSCLC (n =
303) patients and found that SD-NSCLC patients were associated with
heavier smoking history (p = 0.02), COPD (p < 0.001), non-
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adenocarcinoma histological type (p = 0.002), a higher grade of
adenocarcinoma (p < 0.001), more negative TTF1 expression (p <
0.001), lower PD-L1 tumor cell expression (TPS) (p = 0.001), less KRAS
mutations (p = 0.01) and absence of EGFR mutation (p = 0.003). We
found no significant difference according to tumor stage, TP53 and
STK11 mutations (Table 2).

3.2. Characteristic of immune environment in SD-NSCLC

We compared the 63 resected SD-NSCLCs to the 28 non-SD NSCLCs
(clinical and molecular characteristics detailed in Supplementary
Table 1), and found that SD-NSCLC had significantly higher densities of
FOXP3+ cells (p = 0.002) and CD66b + neutrophils (p = 0.002)
compared to non-SD NSCLC (Fig. 1), contrasting with similar densities of
CD8+ cells. We confirmed these in situ multiplex data by studying the
TCGA LUAD cohort, using the Microenvironment Cell Populations-
counter (MCP-counter) method [27]. Indeed, we found a higher occur-
rence of neutrophils and no significant difference for CD8+ T cells in
SMARCA4-mutated tumors compared to non-SD-NSCLC, no data was
available for FOXP3+ cells (Fig. 1). Among SD-NSCLC, there was no
association between immune cell density and molecular status of studied
genes, particularly for TP53, KEAPI and STK11 genes.

3.3. Clinical outcome of resected SD-NSCLC

At the time of the study, 40 SD-NSCLC patients had died (63%). The
median follow-up time was 18 months [95% CI: 0.5-0.8] for SD-NSCLC
and 62 months [95% CI: 0.5-0.6] for non-SD NSCLC. Overall survival
(0OS) at 1 year was not significantly different between SD-NSCLC and
non-SD NSCLC patients (77% [67-89] vs 86% [82-90]), but it dropped
down and was significantly poorer in SD-NSCLC at 2 and 5 years (58%
[46-73] vs 74% [70-801; 37% [25-54] vs 53% [48-59], respectively)
(Fig. 2). Univariate analyses of the 63 SD-NSCLCs showed that TTF1
expression (p = 0.01) and tumor stage (p = 0.0002) were related to OS.
None of the immune cell densities were associated with prognosis. Cox-
regression revealed that stage was the only independent prognostic
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Table 3

Univariate and multivariate analyses of resected SMARCA4-deficient NSCLC
patients. REF: reference group in Cox regression. SD-NSCLC: SMARCA4-defi-
cient non-small cell lung cancer, COPD: chronic obstructive pulmonary disease,
PD-L1 TPS: tumor proportion score corresponding to the percentage of PD-L1
positive tumor cells. Median-based stratifications were used to dichotomize
immune cell densities into high and low densities.

SD-NSCLC (n = 63) Univariate analysis Multivariate analysis

Parameters Hazard ratio P- Hazard ratio P-
(95% CI) value (95% CI) value

Age at diagnosis 1(1-1.1) 0.4

Sex

Female REF

Male 1 (0.4-2.2) 1.0

Smoking status (Pack-y)

<15 REF

>15 1.1 (0.3-3.5) 0.9

COPD

No REF

Yes 1.0 (0.5-1.9) 0.9

Histological type

Adenocarcinoma REF

Large-cell carcinoma 3.0 (1-8.7) 0.05

Pleomorphic carcinoma 0.9 (0.3-3) 0.8

TTF1 expression

Negative REF REF

Positive 0.4 (0.2-0.85) 0.01 0.5(0.26-1.1) 0.09

Adenocarcinoma grade

I REF

I 1.0 (0.5-2.0) 0.9

PD-L1 (TPS, %)

0 REF

>1% <50% 0.9 (0.5-2.0) 0.9

> 50% 0.6 (0.2-1.6) 0.3

Tumor stage

I-II REF REF

III-IV 4(1.8-7.4) 0.0002 3.3 (1.6-6.7) 0.001

KRAS status

WT REF

mutated 0.8 (0.4-1.7) 0.6

TP53 status

WT REF

mutated 0.8 (0.4-1.8) 0.6

STK11 status

WT REF

mutated 1.6 (0.7-3.3) 0.3

KEAP1 status

WT REF

mutated 2.2 (1-4.7) 0.05

CD8+ cell density

Low REF

High 1.4(0.73-2.7) 0.3

FOXP3+ cell density

Low REF

High 1 (0.6-2) 0.9

CD66b-+ cell density

Low REF

High 1.2 (0.7-2.4) 0.5

factor (p = 0.001, HR: 3 [1.6-6.71) (Table 3).

3.4. Overall survival of metastatic SD-NSCLC treated by anti-PD1

We investigated the efficacy of an anti-PD-1 blockade in SD-NSCLC
by analyzing a single-center cohort of 77 patients with metastatic NSCLC
of whom 7 were SD-NSCLC. SD-NSCLC and non-SD NSCLC patients did
not differ for any clinical and pathological parameters, except the age at
diagnosis that was significantly higher in non-SD NSCLC (supplementary
Table 3). With a median follow-up of 5.2 months [95%CI: 0.2-1], we
observed that SD-NSCLC patients had a shorter OS than patients with
non-SD NSCLC, considering either from the date of diagnosis (p = 0.01,
HR = 2.9 [95% CI: 1.2-7.1]) or from the date of first cure of immuno-
therapy (p = 0.006, HR = 3.2 [95% CI: 1.3-7.8]) (Fig. 3). Interestingly,
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we found a trend for a shorter time interval between the date of diag-
nosis and the date of first anti-PD1 treatment for SD-NSCLC patients,
compared to non-SD NSCLC patients, although this did not reach sig-
nificance (p = 0.3, 9.5 vs 16 months, respectively).

4. Discussion

This study aimed to characterize a monocentric series of SD-NSCLC,
in order to understand the aggressive behavior of this recent entity and
to determine if it requires a dedicated therapy. Two approaches can be
used to identify SD-NSCLC, either by assessing BRG1 protein expression
by IHC or by identifying SMARCA4 mutations by NGS-based strategy.
The molecular approach should use a large panel with entire gene
sequencing as no recurrent alterations have been described [9,12] and it
is not a perfect surrogate marker of protein loss as NGS may fail to detect
non-mutational mechanisms of BRG1 inactivation or a large deletion or
variants involving poorly covered intronic regions [6,10,13]. On the
contrary, it was reported that 16-20% of truncating SMARCA4 mutated
tumors exhibited intact BRG1 expression [9,12]. Whether loss of protein
expression or SMARCA4 mutations is the most accurate prognostic
predictor remains to be determined. Schoenfeld AJ et al showed that
tumors with truncating mutations, that are enriched in BRG1-loss tu-
mors, were associated with the poorest prognosis compared to the other
SMARCA4 mutations [12]. In our study, we defined SD-NSCLC as tumors
with complete loss of BRG1 expression, regardless of the SMARCA4
mutations, which means that some of the non-SD-NSCLCs included in
our immune environment analysis may contain some SD-NSCLCs
defined by SMARCA4 mutations only. We identified 64 SD-NSCLC, in
which 78% had SMARCA4 mutation, mostly truncating. This finding
was in accordance with Agaimy et al where they found 75% of BRG1-loss
lung carcinomas with SMARCA4 mutations [10]. Histological and clin-
ical data, including survival, could not distinguish between patients with
BRG1-loss harboring SMARCA4-mutations (n = 42) or not (n = 12)
(supplementary Table 2).

We showed that SD-NSCLCs were more common in smokers and
COPD patients, and occurred in all clinical stages, including stage I,
which is consistent with previous studies [6,9,12,15]. Tumors were
mainly high-grade adenocarcinomas (37/54, 68%) and half were TTF1-
negative (31/63, 49%) but no squamous-cell carcinoma was found (0/
128). SD-NSCLCs have lower PD-L1 TPS and we never found EGFR
mutations. In accordance with literature, we found increased mutations
in TP53 (63%), STK11 (27%), KEAP1 (24%) and CDKN2A (18%) genes,
compared to non-SD NSCLC [15,28]. Some targetable alterations could
be seen, such as KRAS G12C mutation, MET or HER2 amplification,
which may benefit from targeted therapy [29].

We confirmed that SD-NSCLC had poorer overall survival compared
to non-SD NSCLC, unrelated to the pathological stage. The cause of this
adverse prognosis is not well understood. BRG1-loss is frequently found
in poorly-differentiated carcinomas (solid adenocarcinoma, pleomor-
phic carcinoma, with TTF1-negative phenotype), which are known to be
poor prognostic factors in non-SD NSCLC [30]. Indeed, several studies
have reported that the loss of SWI/SNF complex subunits promotes the
dedifferentiation of carcinomas and even alters the cellular morphology
with rhabdoid and sarcomatoid features [31,32]. The frequent coaltered
KEAP1 and STK11 genes could also be responsible in part of the poor
prognosis, as previously described in non-SD-NSCLC [33,34]. Moreover,
these alterations have been generally associated with an immunosup-
pressive tumor environment [34], as we found in our study, with a high
density of FOXP3+ regulatory T cells (Tregs) and neutrophils, mean-
while CD8+ T cell density was similar to non-SD NSCLC. We confirmed
this finding with MCP-counter approach from TCGA LUAD.

CD8+ T cells are typically associated with favorable prognosis [35]
but surprisingly, we did not find any association between CD8+ T cells
densities and patient’s outcome in SD-NSCLC. Thus, we hypothesized
that CD8+ T-cell function might be impaired by the immunosuppressive
environment, and particularly Tregs. Indeed, intratumor Tregs have
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Fig. 3. Prognostic value (OS) of anti-PD1-treated patients with SD-NSCLC defined from the date of diagnosis (A) and from the start of PD-1 inhibitors (B). 77
metastatic-stage NSCLC patients received nivolumab or pembrolizumab, in second line or more, excluding squamous-cell and large-cell neuro-endocrine carcinomas,
7 of whom had SD-NSCLC. OS curves were estimated by using the Kaplan-Meier method, and differences between patient groups were evaluated by log-rank test. HR
and p-value calculated with Cox-regression are indicated in the table beside. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)

been reported to be positively correlated with poor survival in NSCLC
[36-39] and in the peripheral blood, Treg cells have been reported to be
significantly higher in metastatic stages than in non-metastatic stages of
NSCLC patients [40,41]. Additionally, Tregs seem deleterious in lung
cancer receiving ICIs treatment [42], and it was proposed that PD-1+
Tregs could be activated by PD-1 blockade increasing their immuno-
suppressive function [43]. Given the role of Tregs in blocking the
effector function of CD8+ T-cells and as a likely barrier to the efficacy of
ICIs, they have become a strong target for therapy. Indeed, ICI combined
with Treg-targeting therapies could overpass immunosuppressive func-
tions and become a new standard of care, as shown in experimental
NSCLC models [44].

The benefit of ICI in SD-NSCLC patients was reported in several
studies with conflicting data. We found a shorter survival in our cohort,
whereas others reported successful treatment [18], or reported no sig-
nificant difference in PFS and OS [12]. Two studies reported a negative
effect of SMARCA4 mutations but only when tumors harbored a comu-
tation in the KRAS gene [15,16]. Altogether, SMARCA4-deficiency may
represent a prognostic and/or a predictive marker but the limited
number of SD-NSCLC patients in our study does not allow us to
conclude. Additional prospective studies are required to validate
whether the immunosuppressive environment, particularly related to
Tregs, is predictive of ICI efficacy in SD-NSCLC.

In total, there is increasing clinical interest in identifying SD-NSCLC,
as it may influence treatment design and prognosis. As BRG1-loss is
particularly found in poorly-differentiated adenocarcinomas with TTF1-
negative expression and usually not in squamous-cell carcinomas, we
propose to perform BRGI staining in non-small cell lung carcinoma
(NSCLC) with both TTF1 and p40/p63 negative expression.

5. Conclusion

In this retrospective and monocentric study, we showed that SD-
NSCLC, defined by BRG1-loss, is associated with poor outcome inde-
pendent from stages and anti-PD1 inhibitors treatment. These tumors
are characterized by increased densities of Tregs and neutrophils and
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innovative immunotherapies targeting this immunosuppressive milieu
may be promising. To identify these patients and improve their man-
agement, we recommend the integration of BRG]l immunohistochem-
istry into the pathology workflow for NSCLC with negative p40 and
TTF1 expression.
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Résumé :

Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer. Bien qu’ayant bénéficié des
nombreuses avancées médicales dans la prévention, le diagnostic et le traitement des cancers, la survie
des patients souffrants de cancer du poumon reste médiocre avec une survie a 5 ans d’environ 20%, tous
stades confondus. L’influence du systéme immunitaire sur le controle et la progression tumorale est
maintenant clairement établie. De nombreuses études ont déemontré que la composition en cellules
immunitaire du microenvironnement tumoral a un fort impact pronostique et prédictif de la réponse aux
traitements. Dans ce contexte, I’immunothérapie ciblant notamment 1’axe PD-1/PD-L1 et CTLA4 a
connu une croissance rapide, mais seulement 20% de patients vont bénéficier de ce traitement dans le
cancer pulmonaire. Au-dela de la densité des cellules immunitaires, I’influence mutuelle des cellules
immunitaires impacte probablement leurs fonctions anti-tumorales et cet élément doit étre pris en
compte dans 1’analyse des tumeurs. Ceci expliquerait les discordances observées entre la densité d’un
sous-type cellulaire, la survie attendue et la survie réelle. Les travaux de 1’équipe ont montré la présence
de proximités cellulaires entre différentes cellules immunitaires du stroma tumoral. Dans ce travail, nous
avons déterminé I’impact de ces contacts et les mécanismes cellulaires impliqués. Nous avons quantifig,
par une approche d’immunohistochimie multiplexe, les interactions spatiales entre les lymphocytes T
CD8+, les lymphocytes T FoxP3+ et les neutrophiles CD66b+ dans le microenvironnement tumoral de
3 cohortes de patients souffrant de cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBNPC), traités
ou non par immunothérapie, radiothérapie et leurs impacts pronostiques et prédictifs de la réponse aux
traitements. Nous avons complété notre étude par des analyses en cytométrie de flux, d’expression de
génes et de protéomique et transcriptomique spatiale. Un Index d’interaction normalisé (Inp) a été
calculé pour normaliser la densité des interactions entre 2 types cellulaires par rapport a leurs densités
respectives. Nous avons montré 1I’impact pronostique de 1’Inp, en particulier I’Inp CD66b-FOXP3, sur la
survie globale. Par cytométrie en flux nous avons observé une diminution de I’expression des
checkpoints immunitaires CTLA-4, TIM-3 et LAG-3 et une augmentation de 1’expression de PD-1 sur
les lymphocytes T CD8+, mais pas sur les lymphocytes T CD4+ lorsque I’Inp est élevé. Une analyse
d’expression de geénes dans le microenvironnement tumoral a montré que I’Inp était lié a un
environnement tumoral immunosuppresseur, avec une diminution de 1’expression des geénes impliqués
dans I’activation et la différenciation des cellules immunitaires, et une surexpression de génes du versant
épithélial de la transition épithélio-mésenchymateuse. Nous avons confirmé ces résultats par Digital
Spatial Profiling en analysant I’expression de protéines de I’immunité a 1’échelle paucicellulaire. Nous
avons observé une augmentation de I’expression des protéines de costimulation et d’activation sur les
lymphocytes T CD8+ dans les régions d’interaction, comparé aux régions de CD8 « libres ».
L’utilisation d’une base de données en ligne de transcriptomique spatiale a 1’échelle cellulaire (CosMx)
a permis de confirmer la régulation des fonctions immunitaires dans les interactions cellulaires comparé
aux cellules « libres » d’interaction. Ces interactions cellulaires influencent la réponse aux thérapies
conventionnelles, notamment 1’'Inp CD66b-FoxP3, mais ne parait pas modifier I’efficacité des
immunothérapies. L’ensemble de ces résultats suggere que les interactions entre les neutrophiles et les
lymphocytes T FoxP3+ favorisent 1’activation des lymphocytes T CD8+ et une réponse anti-tumorale
efficace, soulignant la complexité de I’immunité anti-tumorale, dont son organisation et les interactions
cellulaires présents.

Mots clés : CD8+, FoxP3+, neutrophile, cancer, interaction, immunothérapie
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Characterization of clusters of CD8+ T lymphocytes, FoxP3+ regulatory T lymphocytes
and CD66b+ neutrophils in lung cancer and their impact on immunotherapy
Abstract :

Lung cancer is the leading cause of cancer death. Although having benefited from numerous medical
advances in the prevention, diagnosis and treatment of cancers, survival of patients suffering from lung
cancer remains poor with a 5-year survival of approximately 20%, all stages combined. Nowadays, the
immune system influence on tumor control and progression is clearly established. Numerous studies
have shown that the immune cell composition of the tumor microenvironment has a strong prognostic
and predictive impact on the anti-tumor treatment response. In this context, immunotherapy targeting
the PD-1/PD-L1 and CTLAA4 axis has experienced rapid growth, but only 20% of patients will benefit
from this treatment in lung cancer. Beyond the density of immune cells, the mutual influence of immune
cells probably affects their anti-tumor functions, thus this factor must be taken into account in the
analysis of tumors. This would explain the discrepancies observed between the density of a cell subtype,
the expected survival and the observed survival. The team's work has shown the presence of cellular
proximities between different immune cells in the tumor stroma. In this work, we determined the impact
of these contacts and the cellular mechanisms involved. We quantified, by multiplex
immunohistochemistry, the spatial interactions between CD8+ T lymphocytes, FoxP3+ T lymphocytes
and CD66b+ neutrophils in the tumor microenvironment of 3 cohorts of patients suffering from non-
small cell lung cancer (NSCLC), treated or not by immunotherapy, radiotherapy and their prognostic
and predictive impacts of response to treatment. We completed our study using flow cytometry, gene
expression and spatial proteomic and transcriptomic. A Normalized Interaction Index (Inp) was
calculated to normalize the density of interactions between 2 cell types according to their respective
densities. We have shown the prognostic impact of Inp, particularly Ino CD66b-FoxP3, on overall
survival. By flow cytometry, we observed a decrease in the expression of immune checkpoints CTLA-
4, TIM-3 and LAG-3 and an increase in the expression of PD-1 on CD8+ T lymphocytes, but not on
CD4+ T lymphocytes when Inp is high. An analysis of gene expression in the tumor microenvironment
showed that Inp Was related to an immunosuppressive tumor environment, with decreased expression of
genes involved in immune cell activation and differentiation, and overexpression of genes from the
epithelial side of the epithelial-mesenchymal transition. We confirmed these results by Digital Spatial
Profiling by analyzing the expression of immunity proteins at the paucicellular level. We observed an
increase in the expression of co-stimulatory and activation proteins on CD8+ T cells in interaction
regions, compared to the “free” CD8-enriched regions. The use of an online database of spatial
transcriptomic at cellular scale (CosMx) made it possible to confirm the regulation of immune functions
in cellular interactions compared to cells “free” of interaction. These cellular interactions influence the
response to conventional therapies, notably Ino CD66b-FoxP3, but do not seem to modify the efficacy
of immunotherapy. Taken together, these results suggest that interactions between neutrophils and
FoxP3+ T cells promote CD8+ T cell activation and an effective anti-tumor response, highlighting the
complexity of anti-tumor immunity, its organization and the presence of cellular interactions.

Keywords : CD8+, FoxP3+, neutrophil, cancer, interaction, immunotherapy
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