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Résumé

Suite a la découverte des inhibiteurs de points de contréle immunitaire (ICl) de type PD-1/PD-
L1 (Programmed Cell Death 1/ Programmed Cell Death Ligand 1), I'essor de nouvelles
thérapies ciblant ces liaisons a completement changé le paradigme existant : la thérapie ne
détruit plus la cellule tumorale directement, elle est également capable de réactiver les
cellules immunitaires pour leur permettre de détruire la cellule tumorale. Ces anticorps
monoclonaux ont révolutionné la prise en charge des patients atteints de cancer. Cependant,
tous les patients ne répondent pas a ces thérapies. Deux types de résistance émergent, innée
et acquise, et les mécanismes impliqués sont peu connus. Si I'étude des mécanismes liés a la
résistance innée est plus simple grace a I'existence de modele tumoraux in vivo mimant cette
réponse, I’étude des mécanismes liés a la résistance acquise reste un challenge. De ce constat,
nous avons développé une stratégie pour créer des modeéles tumoraux in vivo contractant une
résistance acquise aux ICls de type anti-PD-1 ou/et anti-PD-L1. Nous avons étudié en
profondeur, a I'aide d’un panel d'immunophénotypage et d’'un séquengage de I’ARN, cinq
modeéles différents : MC38 (cancer colorectal), MB49 et MBT2 (cancer de la vessie), TyrNras
(mélanome) et RENCA (cancer rénal). Nos résultats nous ont permis d’identifier des
populations immunitaires immunosuppressives prenant place dans le microenvironnement
de maniere modele-dépendant. La combinaison de thérapies ciblant ces cellules
spécifiguement avec I'anti-PD-1 ou I'anti-PD-L1 a permis un retour a un phénotype sensible.
Egalement, & l'aide de ces modéles nous avons identifié un géne la SERPINFI
fonctionnellement impliqué dans le soutien de la résistance a I'anti-PD-1 dans le modele
MC38. Le mécanisme sous-jacent semble étre lié a la production excessive d’acides gras libres
dans le microenvironnement tumoral. Les premiers résultats indiquent un basculement des
lymphocytes T CD8+, préalablement activés par la thérapie anti-PD-1, vers un état inactif.
Combiner une thérapie ciblant la production d’acides gras avec I'anti-PD-1 permet de contrer
la résistance. Toutes ces données apportent de nouvelles pistes thérapeutiques pour les
patients souffrant d’un cancer résistant aux ICls. Elles identifient également un potentiel

biomarqueur de la résistance acquise chez ’'Homme et une voie pour comprendre I'un des



mécanismes que les cellules tumorales mettent en place pour se développer malgré la
thérapie.

Mots clés : Inhibiteurs de points de controle, PD-1/PD-L1, Résistance, Modeéles syngéniques



Abstract

Since, the discovery of immune checkpoint inhibitors (ICl) like PD-1 /PD-L1 (Programmed Cell
Death 1/ Programmed Cell Death Ligand 1), the development of new therapies targeting these
bonds has completely changed the existing paradigm: the therapy does not destroy directly
tumor cells, rather it reactivates the immune cells to allow them to target tumor cells. These
monoclonal antibodies have revolutionized the management of patients. However, large parts
of patients present tumors that resist to these therapies. Two types of resistance exist: innate
and acquired. The mechanisms involved are largely unknown. Study of the mechanisms linked
to innate resistance is less complex thanks to the existence of in vivo tumor models that
mimics this response while the study of the mechanisms linked to acquire resistance remains
a challenge. From this observation, we have developed a strategy to create in vivo tumor
models with acquired resistance to anti-PD-1 or / and anti-PD-L1 therapies. Using
immunophenotyping panel and RNA sequencing, we have characterized five models: MC38
(colorectal cancer), MB49 and MBT2 (bladder cancer), TyrNras (melanoma) and RENCA
(kidney cancer). Our results allowed us to identify immunosuppressive immune cells occurring
in the microenvironment in a model-dependent manner. Therapeutic combination targeting
these cells with anti-PD-1 or anti-PD-L1 successfully gave rise to a sensitive phenotype. In
addition, we identified a gene - SERPINF1- functionally involved in the resistance of anti-PD-1
in the MC38 model. The underlying mechanism appears to be link with the excessive
production of free fatty acids in the tumor microenvironment. First results indicate a switch
of CD8 + T lymphocytes, previously activated by anti-PD-1 therapy, to an inactivated state.
Combining therapy that targets fatty acid production with anti-PD-1 allowed to counter the
resistance. This set of data provide new therapeutic approach and a potential biomarker for

patients with acquired resistant to ICls.

Keywords: Checkpoint inhibitors, PD-1/PD-L1, Resistance, Syngeneic models
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Listes des abréviations

A:

ADCC: Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity
ADN: Acide Désoxyribonucléique

ADNct: ADN tumoral circulant

ADO: Adenosine

ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase

AMPK: 5' AMP-activated protein Kinase

ARG 1: Arginase 1

ATP: Adénosine Triphosphate

B:
BAF: BRG1-Associated Factor
BcR: B-Cell Receptor

C:

CAF: Cancer-Associated Fibroblast

CCL: C-C motif Chemokine Ligand

CCR: C-C motif Chemokine Receptor

CDK: Cyclin Dependent Kinase

CDP: Common Dendritic cell Progenitor

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
COX: Cyclooxygénase

g-CSF: granulocyte Colony-Stimulating Factor
m-CSF: macrophage Colony-Stimulating Factor
CPA: Cellule Présentatrice d’Antigene

CTLA-4: Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen-4
CTL: Cytotoxic T Lymphocytes

CTLR: C-Type Lectine Receptor

CXCL: Chemokine CXC motif Ligand

D:

DAMPs: Damage-Associated Molecular Pattern
DC: Dendritic Cell

cDC: conventional Dendritic Cell

mo-DC: monocyte-derived Dendritic Cell

pDC: plasmacytoid Dendritic Cell

E:
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor
ERK: Extracellular signal-Regulated Kinases



F:
FAO: Fatty Acid Oxidation

FaB : Fragment antigen Binding
Fc : crystallizable Frament
FoxP3: Forkhead box P3

H:
HER2: Human Epidermal growth factor Receptor 2
HIFa: Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha

H

ICI: Inhibiteur de points de Contréle Immunitaire
ICOSL: Inducible T-cell Costimulator Ligand

IDO: Indoleamine-2,3-Dioxygénase

IFNy: Interferon gamma

Ig: Immunoglobulines

IHC: Immunohistochimie

IL-2: Interleukin-2

ILC: Innate Lymphoid Cell

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitor Motif
ITSM: Immunoreceptor Tyrosine Switch Motif

J:
JAK: Janus Kinase

K:

KIR: Killer Cell Immunoglobulin-Like Receptor

KLRG1: Killer Cell Lectin Like Receptor G1

KRAS: V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

L:
LAG-3: Lymphocyte-Activation Gene 3

LAIR: Leukocyte-Associated Immunoglobulin-like Receptor-1
LAK: Lymphokine-Activated Killer

LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen 1

LPS: Lipopolysaccharide

M:

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

m-MDSC: monocyte Myeloid Derived Suppressor Cells
pmn-MDSC: polymorphonuclear Myeloid Derived Suppressor Cells
MMR: Mismatch Repair

MSI: Microsatellite Instability
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N:

NCR: Natural Cytotoxicity Receptor

NET: Neutrophil Extracellular Traps
NFAT: Nuclear Factor of Activated T cells
NFkB: Nuclear Factor-kappa B

NK: Natural Killer

NKG2: NK cell Group 2

NKT: Natural Killer T

NLR: Nucleotide binding oligomerization domain — Like-Receptor

NO: Oxyde Nitrique
NOS: Oxyde Nitrique synthétase

O:
OXPHOS: mitochondrial Oxidative Phosphorylation System

P:

PAMPs: Pathogen-Associated Microbial Pattern
PBAF: Polybromo-associated BAF

PBRM1: Polybromo-1

PD-1: Programmed cell Death protein 1

PD-L1: Programmed cell Death Ligand 1

PGE;: Prostaglandin E

PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase

PRR: Pattern Recognition Receptor

PTEN: Phosphatase and Tensin Homolog

S:
SCF: Stem Cell Factor
STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3

T:

TAM: Tumor-Associated Macrophage

TAN: Tumor-Associated Neutrophil

TCR: T-Cell Receptor

TDO: Tryptophane-2,3-Dioxygénase

Tem: effector memory T cell

Tex: exhausted T cell

Tcm: central memory T cell

TGFB: Transforming Growth Factor beta

Th: T helper

TIGIT: T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains
TIL: Tumor-Infiltrating Lymphocytes

TIM-3: T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3
TLR: Toll-Like-Receptor
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TLS: Tertiary Lymphoid Structures

TNF: Tumor Necrosis Factor

mTOR: mammalian Target Of Rapamycin

TOX: Thymocyte selection-associated high mobility group box gene
TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand

Treg: T regulator lymphocyte

Trm: resident memory T cell

V:
VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule 1
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
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Chapitre I. Introduction générale

Le cancer est devenu depuis 2004 la premiére cause de mortalité en France, suivie de
prés par les maladies cardiovasculaires?. L’augmentation de 'incidence des cancers s’explique
notamment par I'accroissement et le vieillissement de la population mais aussi par un meilleur
dépistage?. Tous les progrés en matiére de dépistage, prévention et traitement, ont permis
entre 2010 et 2018 de faire baisser le taux de mortalité de 0,7% et 2% par an, chez la femme
et chez ’homme, respectivement®. Le terme « cancer » regroupe un type de maladies causées
par des mutations génétiques qui permettent a la cellule d’échapper aux divers systemes de
surveillance, dont le systeme immunitaire. Toutes les cellules présentes dans le corps humain
peuvent développer des mutations responsables de la production d’'une tumeur. Ceci en fait
une maladie extrémement complexe, avec non moins de 200 types de cancers différents. En
fonction du type cellulaire qui se transformera en cellules malignes, de sa détection, des
traitements recommandés ou de maniere générale de la prise en charge associée, les
conséquences seront différentes. En effet, un patient atteint d’'un cancer du pancréas n’aace
jour malheureusement pas la méme probabilité de survie qu’un patient atteint d’un cancer
de la prostate ; bien que tous deux soient dénommés « cancer », leur devenir associé sera trés

différent.

1. Physiopathologie du cancer

Classiquement, on distingue trois étapes dans le processus de cancérogénéese
I'initiation, la promotion et la progression. Ceci implique des changements histologiques,
morphologiques et génétiques des cellules qui permettront également une classification plus
précise de la tumeur et donc une meilleure prise en charge. On distinguera ainsi quatre types
de cancers : les carcinomes provenant d’une cellule épithéliale ; les sarcomes dérivant d’'une
cellule stromale ; les cancers hématopoiétiques issues des cellules souches sanguines ; les

cancers neuro-ectodermiques dérivant des cellules nerveuses.
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Plusieurs facteurs sont a l'origine de la transformation de cellules saines en cellules
cancéreuses. Il est en outre estimé que 41% des cancers pourraient étre évités car leur

survenu est attribué a notre mode de vie et a I'environnement (Figure 1)3.
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Source : IARC (2018). Les cancers attribuables au mode de vie et a I' en France mé L Agency for Research on Cancer. All rights reserved.

Figure 1. Incidence des éléments de I’environnement dans I'apparition de cancers. (Source
INCa 2019). Histogramme empilé représentant le pourcentage et le nombre de personnes
atteintes d’un cancer, par catégories et en fonction des facteurs environnementaux.

La progression tumorale est un processus long et complexe qui peut étre classé en différents
stades, de 0 a 4, pour les cancers solides tels que les carcinomes, qui représentent 80% du
nombre total de cancers : d’un tissu normal, il deviendra hyperplasique puis dysplasique, se
transformera en carcinome in situ, pour ensuite devenir une tumeur invasive et finalement

métastatique.

Dans ce processus de développement, Hanahan et Weinberg ont décrit dix caractéristiques
principales (Figure 2), a savoir: le maintien de la signalisation proliférative, I'inhibition des
genes suppresseurs de tumeurs, I'immortalité cellulaire, la possibilité de réplication infinie,
I'induction de I'angiogenese, la possibilité de migration cellulaire, la reprogrammation du

métabolisme énergétique et I'’échappement aux systemes immunitaires qui, in fine, conferent
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a chaque cellule cancéreuse une instabilité génomique et un microenvironnement

inflammatoire propices a leur développement*>,

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Resisting Enabling

cell replicative
death immortality
Genome Tumor-
instability & PEOMOTNg
mutation inflammation
Inducing Activating
angiogenesis invasion &
metastasis

Figure 2. Hallmarks du cancer (Hanahan & Weinberg, Cell, 2011)°. Représentation des dix
processus permettant aux cellules tumorales de proliférer de maniere incontrolée. Résistance
aux signaux d’anti-croissance, échappement au contréle du systeme immunitaire, potentiel
réplicatif illimité, promotion d’'un environnement inflammatoire, capacité a envahir les tissus
et meétastaser, induction de l'angiogenese, accumulation de mutations, immortalité,
reprogrammation de leur métabolisme, autosuffisance vis-a-vis des signaux de croissance.
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2. Traitements

A. Chirurgie

La chirurgie est aujourd’hui I'un des moyens les plus efficaces pour soigner les cancers. Le but
est de faire I'exérése de tout ou partie de la masse tumorale. On parle d’une résection
compléte lorsque les marges opératoires autour de la tumeur sont saines. La chirurgie est
également de mise pour réduire une masse tumorale afin que la suite des traitements puisse

étre la plus efficace possible.

B. Radiothérapies

Basée sur l'irradiation des cellules cancéreuses qui permet leur destruction, la radiothérapie
est un traitement dit locorégional, c’est-a-dire qui agit directement sur la tumeur. Utilisée en
situation néo-adjuvante ou adjuvante, elle peut également étre efficace sur les tumeurs
primitives ou les métastases. Les rayons utilisés proviennent, soit d’un faisceau de
rayonnement externe (dans ce cas il s’agit de radiothérapie externe), soit d’'une source
implantée dans I'organisme, on parle alors de curiethérapie. Ce type de thérapie est utilisé
dans un grand nombre de cancers différents. Nous pouvons citer les cancers du sein, de la
prostate ou encore cérébraux®. Il est estimé que 60% des patients atteints de cancer en France

bénéficieront de ce type de traitment’.

C. Chimiothérapies

Les chimiothérapies cytotoxiques pénetrent dans les cellules cancéreuses et ont pour
caractéristique d’avoir des cibles variées. Ces traitements se sont basés sur la capacité hyper-
proliférative des cellules tumorales. De ce fait, toutes les cellules ayant cette méme capacité
peuvent également étre atteintes par le traitement et étre détruites, donnant lieu a des effets

secondaires parfois complexes a prendre en charge.

Les chimiothérapies sont de différents types :
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Agents alkylants (cyclophosphamide, ifosfamide, cisplatine, carboplatine,

oxaliplatine...) s’accrochent par liaisons covalentes sur ’ADN (Acide Désoxyribonucléique) et

alterent ainsi la réplication de la cellule.

Agents intercalants (doxorubicine, epirubicine, idarubicine, mitoxantrone...)

comme leurs noms I'indiquent, ils vont s’intercaler entre les deux brins de I’ADN, provoquant

le plus souvent une distorsion qui empéchera la réplication ou la transcription de I’ADN.

Anti-métabolites (5FU, cytarabine, gemcitabine, fludarabine, mercaptopurine,

methotrexate...) vont permettre un arrét de la synthése des nucléotides et, de facto, altérer

la réplication de I’ADN.

Agents du fuseau mitotique (vincristine, vindésine, vinblastine, vinorelbine,

paclitaxel, docetaxel...) vont se lier a la tubuline et permettre le blocage de la mitose.

Inhibiteurs de topoisomérases (irinotecan, topotecan, etoposide...) empéchent

I’action des enzymes topoisomérases | et Il et interferent donc avec la transcription de I’ADN.

Ceci étant, I'hétérogénéité tumorale qui se crée lors de la multiplication des cellules, provoque
chez certaines d’entre elles une résistance aux traitements et donc un échappement
provoquant le plus souvent une rechute. Aussi, la chimiothérapie qui se distingue des
traitements loco-régionaux par le fait qu’elle se diffuse dans I'ensemble de |'organisme, ne

permet pas de guérir la plupart des patients au stade métastatique.

D. Hormonothérapies

Certaines hormones circulant naturellement dans le corps, comme les cestrogenes ou la
testostérone, peuvent étre détournées de leur role premier et étre amenées a stimuler le
développement des cellules cancéreuses. Les cancers les plus fortement hormono-
dépendants sont certains cancers du sein chez la femme et les cancers de la prostate chez
I'homme. Les hormonothérapies sont de deux types : soit elles bloquent la production des
hormones (anti-aromatases tel que I'anastrozole), soit elles bloquent I'action des hormones

en se liant sur les récepteurs présents sur les cellules tumorales (anti-cestrogénes tel que le

23



tamoxifene). Généralement, les hormonothérapies seront administrées aux patients sur une
durée de 5 ans apres le traitement curatif initial, ce qui permet de réduire significativement le

risque de récidive®.

E. Thérapies ciblées

A la fin des années 1990, la premiere thérapie ciblée approuvée, a savoir I'imatinib, a été le
départ d’une longue liste de nouveaux traitements avec un profil de tolérance amélioré.
Aujourd’hui, un quart des anticancéreux appartiennent a la catégorie des thérapies ciblées®.
Ces traitements se basent sur I'identification d’anomalies biomoléculaires qui promeuvent le
déséquilibre instauré par la cellule cancéreuse en faveur des facteurs pro-tumoraux et en
défaveur des suppresseurs de tumeur. Les thérapies vont donc cibler spécifiquement
I’'anomalie potentiellement a 'origine de la tumorigénese (Figure 3). Les thérapies ciblées
peuvent étre divisées en deux catégories : les petites molécules chimiques (« nib ») ; et les

anticorps monoclonaux (« mab »).
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Figure 3. Stratégies thérapeutiques ciblant les différentes voies dérégulées (Hanahan &
Weinberg, Cell, 2011)°. Liste, non exhaustive, des médicaments qui interférent avec chacune
des capacités acquises nécessaires a la croissance et a la progression tumorale ; en cours de
développement ou déja approuvés pour traiter les patients atteint de cancers.

a. Petites molécules inhibitrices

Ce type de traitements permet d’atteindre des cibles variées, comme des récepteurs, des
kinases ou encore des métabolites, afin de bloquer la voie de signalisation intracellulaire
normalement activée suite a la liaison du ligand a son récepteur. Dans cette catégorie, nous
pourrons citer les inhibiteurs de tyrosine kinase comme le lapatinib, un anti-HER2 (Human
Epidermal growth factor Receptor 2) administré chez des patientes atteintes de cancer du
seinl%, ou encore I'afatinib un anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) efficace chez des
patients atteints de cancer bronchique non a petites cellules!!. Ces molécules de petite taille
vont pouvoir passer au travers de la membrane cytoplasmique pour inhiber Ila
phosphorylation de tyrosine et donc empécher I'activation du récepteur. D’autres molécules
vont cibler des voies de signalisation spécifiques comme les inhibiteurs de mTOR (mammalian
Target Of Rapamycin) : un contréleur essentiel de la régulation de la prolifération, de la
croissance ou de la mobilité cellulaire!?, ou encore des inhibiteurs du cycle cellulaire anti-

CDK4/6 (Cyclin Dependent Kinase)®3.

b. Anticorps monoclonaux

Les traitements par anticorps monoclonaux s’appuient sur la surexpression de certains
antigenes par la cellule tumorale. Les anticorps reconnaitront de maniere spécifique leur cible
thérapeutique!*. Ces anticorps sont composés d’une partie supérieure « Fab » (Fragment
antigen binding) qui se lie a I'antigene et d’une partie inférieure « Fc» (crystallizable
Fragment). La partie Fab des anticorps neutralise les antigenes et bloque les fonctions
biologiques qui leur sont associées. La partie Fc permettra |’activation de différentes fonctions
effectrices du systéme immunitaire (I’opsonisation, I'activation du complément ou encore la

cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps)!®. L’enjeu, ces derniéres années,
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a été de créer des anticorps totalement humanisés pour augmenter leur efficacité et diminuer
les effets secondaires liés aux différences d’espéces (Figure 4)'°. En effet, les premiers
anticorps développés ont été 100% murins « momab ». Ceux-ci ont donc provoqué une forte
immunogénicité chez les patients rendant le traitement peu efficace avec une sévere
toxicité!®. C’est pourquoi la conception des anticorps thérapeutiques s’est dirigée vers le
développement d’anticorps chimériques « ximab », humanisés « zumab » et humains

« mumab ».

Souris Chimerique Humanisé Humain

Figure 4. Evolution de la conception des anticorps (Adapté de Catapano et Papadopoulos,
Atherosclerosis, 2013)Y. La couleur bleu clair symbolise les parties produites a partie de
cellules de rongeurs, la couleur bleu foncé symbolise les parties d'immunoglobuline humaine.

L'un des premiers anticorps chimériques, le rituximab, a avoir été autorisé pour le traitement
des hémopathies lymphoides B, a montré une bonne efficacité et meilleure survie globale?,
Ont suivi, les anticorps humanisés comme le trastuzumab, qui a permis de traiter 20% des
cancers du sein (jusqu’a alors incurables) faisant partie d’'une catégorie bien particuliere et
jusqu’alors de mauvais pronostic : les HER2+4, L’avantage supplémentaire de ces anticorps
est la possibilité d’améliorer leur efficacité en rajoutant un agent cytotoxique lié de fagon
covalente via un linker, tel que le mertansine, pour donner des anticorps dit combinés
(Antibody-Drug Conjugates, ADC) comme le trastuzumab-mertansine administré chez les
patientes atteintes de cancer du sein HER2+'°. Ce type d’approche permet notamment de
limiter le relargage des agents cytotoxiques dans les tissus sains?. Finalement, est apparu le
développement d’anticorps monoclonaux entierement humains. Le panitumumab est le

premier approuvé pour le traitement du cancer colorectal métastatique??.
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Ces anticorps monoclonaux peuvent également cibler les néo-vaisseaux tumoraux. La tumeur
a besoin pour se développer d’oxygene et de nutriments qui lui parviendront grace a la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Par exemple, les anti-VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) ciblent I'angiogenése, ce qui empéchera la formation de nouveaux vaisseaux
et donc un environnement moins propice a la prolifération des cellules tumorales. Ce type de
traitement est indiqué dans le cancer colorectal métastatique ou encore le cancer du rein

métastatique??.

F. Immunothérapies

Depuis maintenant 10 ans, 'immunothérapie est devenue un traitement incontournable qui
a bouleversé la prise en charge des patients atteints de cancers. Le développement de
I'immunothérapie a permis I'obtention de rémissions completes durables chez les patients
porteurs de formes avancées de mélanome autrefois incurables??. Actuellement de nombreux
types tumoraux peuvent étre traités par immunothérapie. Ce traitement agit sur le systeme
immunitaire. Avec cette thérapie, le paradigme change : le traitement n’a plus pour but de
détruire directement les cellules tumorales mais s’appuie sur la réactivation du systeme
immunitaire afin que celui-ci puisse étre en capacité de les détruire. L'immunothérapie

permet d’augmenter I'action anti-tumorales des cellules immunitaires.

i. Les biomolécules

Les premieres immunothérapies développées visaient a stimuler la réponse immunitaire dans
sa globalité. L'interleukin-2 (IL-2) et I'interféron-y (IFNy) sont des cytokines naturellement
présentes dans notre organisme. Elles ont pour but de stimuler les réponses cytotoxiques
émanant des lymphocytes T. Si I'efficacité de I'lL-2 utilisé dans le cancer du rein ou I'lFNa2b
préconisé dans des leucémies ou myélomes, a été démontrée, elle s’est accompagnée d’une
toxicité sévere limitant ainsi leur utilisation?*. D’autres immunostimulants comme le B-Glucan
ou le lipopolysaccharide (LPS) qui activent la réponse immunitaire innée pourraient étre de
futures thérapies prometteuses mais leur manque de spécificité est a l'origine d’effets

secondaires importants?>,
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ii. Lesinhibiteurs de points de contréle immunitaire

Ces inhibiteurs sont, sous forme d’anticorps, dirigés contre des récepteurs ou ligands
impliqués dans le contréle immunitaire. Le premier anticorps monoclonal a recevoir une
autorisation de mise sur le marché fut l'ipilimumab, dirigé contre CTLA-4 (Cytotoxic T
Lymphocyte-associated Antigen-4, en 2011)%%728, suivi de prés par les ICls ciblant PD-1
(Programmed cell Death Protein 1, en 2014) et PD-L1 (Programmed cell Death Ligand 1, en
2016)?°. Ces derniéres années, ce type de traitement s’est vu autorisé a étre administré dans
un nombre croissant de types tumoraux différents (Figure 5).

D’autres anticorps ciblant des points de contréle immunitaire tels que TIM-3 (T-cell
Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3), LAG-3 (Lymphocyte-Activation Gene 3) ou
encore TIGIT (T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains) ou CD40 sont aujourd’hui

testés en phases préclinique et clinique et pourraient venir enrichir I'arsenal thérapeutique3®-
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Figure 5. Timeline de I'acceptation des traitements anti-PD-1 et anti-PD-L1 en fonction du
type de cancers (Cancer Research Institute). Année et mois de I'acceptation des différents
anticorps a savoir : pembrolizumab, nivolumab et cemiplimab ciblant PD-1 ou atezolizumab,
durvalumab et avelumab ciblant PD-L1 en fonction du type de cancer. (NSCLC - Non-Small Cell
Lung Cancer, PMBCL - Primary Mediastinal B-Cell Lymphoma, SCLC - Small Cell Lung Cancer).

iii.  Les anticorps bispécifiques

Ce type de traitement innovant se base ici sur le rapprochement mécanique des cellules
tumorales avec des cellules effectrices du systeme immunitaire, créant une « synapse
immunologique ». L'anticorps a la possibilité de s’accrocher aux deux cellules car doté de la
capacité de reconnaissance de deux épitopes : un épitope spécifique d’un antigéne présent

en quantité sur les cellules tumorales et un autre présent sur les cellules immunitaires visées34.
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Le premier anticorps bispécifique a avoir été autorisé fut le catumaxomab pour les ascites
malignes (anti-EpCAM x anti-CD3)3> suivi du dublinatumomab pour les leucémies aigués

lymphoblastiques de type B (anti-CD19 x anti-CD3)3%37,

iv.  Transfert adoptif de cellules

Dans les années 80, Rosenberg et Spiess découvrent le potentiel anti-tumoral des lymphocytes
infiltrant les tumeurs (Tumor-Infiltrating Lymphocytes, TIL). lls démontrent, aprés stimulation
avec I'lL-2, que les TILs sont plus efficaces pour détruire les cellules cancéreuses que les
lymphocytes provenant du sang périphérique (Lymphokine-Activated Killer, LAK)3839, Cette
découverte a donné lieu a de nombreuses études cliniques en cours; I'une d’entre elle
(NCT02278887) devrait fournir des preuves concluantes sur le potentiel thérapeutique des
TILs chez des patients atteints de mélanomes. Ce type de cancer est en effet un bon candidat
a ce traitement car il possede un taux élevé et constant de charge mutationnelle et de néo-
antigénes®’. A l'inverse, d’autres types tumoraux qui possédent des charges mutationnelles et
néo-antigéniques tres hétérogenes ne bénéficieront pas d’une réponse efficace suite a cette
thérapie®!.

Parallelement a I’étude des TILs, les recherches se sont également orientées sur la possibilité
de modifier génétiquement les lymphocytes. En 2017, deux médicaments ont recu aux Etats-
Unis une autorisation de mise sur le marché, pour les LAL B et lymphome. Il s’agit de la
derniére innovation thérapeutique en cancérologie. Cette thérapie s’appuie sur les
lymphocytes T autologues prélevés chez le patient. Ceux-ci sont modifiés génétiquement in
vitro pour exprimer a leur surface le récepteur chimérique choisi « chimeric antigen receptor »
ou CAR-T. Les principales cibles actuellement testées en clinique sont CD19, mésothéline,
EGFR, CD30 et BCMA. Ces lymphocytes T modifiés sont réinjectés aux patients; ils ont alors la
capacité non seulement de reconnaitre les cellules cancéreuses mais également de se diviser
chez I'h6te*?™4, Pour les lymphomes a grandes cellules B trés agressifs, les patients qui
rechutaient a la suite d’une greffe de moelle osseuse ou chimiorésistants ne pouvaient
bénéficier d’aucune thérapeutique alternative efficace. Grace aux CAR-T cells, on observe une
réponse durable chez certains patients, hier encore impossible a soigner®.
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3. Cancer et systeme immunitaire

Au-dela de leur aptitude hyper-proliférative, les cellules cancéreuses mettent en place un
réseau leur permettant de créer leur propre microenvironnement. Cet environnement leur
permet d’étre auto-suffisantes et donc, de pouvoir assouvir leur besoin de prolifération
excessive. Elles vont alors collaborer avec les cellules adjacentes du tissu sain, tels que les
fibroblastes (permettant le remodelage de la matrice extracellulaire), les cellules
endothéliales (permettant la fabrication de vaisseaux sanguins) et les cellules immunitaires

(assurant leur protection).

Pour que ceci puisse se mettre en place, les cellules tumorales vont muter génétiquement et
épigénétiquement, créant ainsi une variabilité importante d’altérations génétiques. Ceci
permet une hétérogénéité tumorale extrémement importante qui lui confere un potentiel
prolifératif. Cette hétérogénéité se complexifie au gré de la croissance tumorale impliquant
alors les différentes composantes extrinseques et intrinseques, spatiales et temporelles

(Figure 6).
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Figure 6. Les différents composants intrinséques et extrinséques qui induisent une
hétérogénéité tumorale (Lawson et al, Nature cell biology, 2018)%. Facteurs intrinséques :
biomarqueurs, épigénétique, statut hypoxique, métabolisme, instabilité génomique. Facteurs
extrinseéques : densité de la matrice extra-cellulaire, vascularisation, microenvironnement
immunitaire.

Se rendre invisible auprés du systeme immunitaire est peut-étre I'un des premiers
mécanismes que les cellules tumorales doivent mettre en place pour pouvoir proliférer. Le
systéme immunitaire regroupe des effecteurs biologiques permettant a un organisme le
maintien et la cohérence des cellules et des tissus qui le constituent ; il en assure ainsi son

intégrité en éliminant tout ce qui peut entraver son équilibre. Il permet d’assurer 3 réles vitaux

a savoir la définition du « soi », la reconnaissance du « non soi » et I'organisation de la défense
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du « soi ». Ces trois fonctions peuvent expliquer, en partie, pourquoi le systeme immunitaire
est passif face au développement tumoral. Les cellules cancéreuses créent un
microenvironnement qui leur est favorable en s’appuyant notamment sur les mécanismes de
contréle qui évitent 'emballement du systéeme immunitaire, normalement présent, pour
empécher le développement de maladies auto-immunes. Les immunothérapies

précédemment citées s’atteélent a lever ces freins.

Dans cette sous-partie, nous décrirons le lien entre les cellules immunitaires et leurs fonctions
intégrées dans un environnement classique ou tumoral, décrivant ainsi les différentes

possibilités de combat du systeme immunitaire.

La théorie des trois E illustre les mécanismes par lesquels les cellules tumorales

tirent profit de la situation :

La premiére phase d’Elimination correspond a l'initiation de la réponse
immunitaire anti-tumorale qui induit une réaction inflammatoire - précédemment
citée - recrutant donc les cellules du systeme immunitaire inné. Celles-ci induisent
la mort des cellules tumorales provoquant le relargage des débris tumoraux. Ceux-
ci seront alors phagocytés afin que les cellules présentatrices d’antigénes (CPAs),
aprés migration dans les ganglions lymphatiques, puissent activer les lymphocytes
T. Les lymphocytes T détruiront alors les cellules tumorales encore présentes. Une
seconde phase d’Equilibre se met en place. Les cellules immunitaires contrélent la
croissance tumorale mais ne parviennent pas pour autant a toutes les éradiquer.
C’est pendant cette phase que les cellules tumorales, non détruites, vont acquérir

une résistance et pouvoir rentrer dans la troisieme phase, I’lEchappement. Ce
processus d’échappement est permis par I'immunosélection, c’est-a-dire que les
cellules tumorales ne sont plus reconnues par le systéme immunitaire. Egalement,
les cellules tumorales acquiérent la capacité de supprimer la réponse immunitaire,

il s’agit de I'immunosuppression.
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Dans le domaine de la cancérologie, afin de différencier les cellules immunitaires impliquées

dans le microenvironnement tumoral, il a été défini les cellules dites anti-tumorales et pro-

tumorales.

Pour plus de simplicité, cette partie est divisée entre les deux grands systemes immunitaires

inné et adaptatif (Figure 7).

Phases des réponses immunitaires
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Figure 7. Différences entre le systéme immunitaire inné et adaptatif (Adaptation de
Janeways’s Immunobiology, 8 Edition, 2020)%’.

Egalement, le détail des marqueurs classiquement utilisés pour identifier les sous-populations

immunitaires humaines et souris est disponible en figure 8.
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Figure 8. Marqueurs discriminants les sous-populations immunitaires chez ’'Homme et la
souris (Cell signalling ressources). Les cellules immunitaires sont disciminées grace au CD45.
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Le pan myéloide et lymphoide sont dissociés a I'aide du CD11b, puis chaque sous-population
exprimera un ou plusieurs marqueurs qui lui est propre.

A. Microenvironnement tumoral et immunité innée

La premiere ligne de défense est une réponse immunitaire innée non spécifique pouvant se
mettre en place rapidement, sans mémoire immunitaire. Ce dernier dogme commence a étre
largement remis en cause par le concept de cellules dites entrainées ou de « trained
immunity », ce que nous détaillerons a la fin de cette sous-partie*®°. Les cellules immunitaires
qui sont actives durant cette réponse sont les cellules myéloides, les lymphocytes Tyb et les

cellules NK (Natural Killer).

La détection des signaux de danger est permise par les PAMPs (Pathogen-Associated Microbial
Pattern), les DAMPs (Damage-Associated Molecular Pattern) et le « missing self » c’est-a-dire
la non-détection de molécules normalement exprimées par la cellule. A la suite de la détection
du danger, les PRR (Pattern Recognition Receptor) présents sur les cellules immunitaires vont
étre activés et induire la réponse appropriée. Nous pouvons citer dans les PRR : les TLR (Toll-
Like-Receptor), CTLR (C-Type Lectin Receptor) ou encore les NLR (Nucleotide binding
oligomerization domain — Like-Receptor). L’environnement créé est inflammatoire. Si les TLRs
sont activés, la voie intracellulaire MyD88 ou TRIFF est induite, entrainant alors la production
de cytokines inflammatoires comme I'lL-12 qui pourra activer les cellules NK. Les macrophages
pourront également étre activés a la suite de la sécrétion de I'lFNy par les cellules NK*’. Une
fois activés, les macrophages secretent de I'lL-8 ce qui induit le recrutement des neutrophiles
par chimiotactisme. Si les NLRs sont stimulés, la formation de I'inflammasome s’effectuera
permettant Iactivation de la caspase 1 qui déclenchera la sécrétion par les macrophages de

I'IL-1B et IL-18 cytokines pro-inflammatoires>°.

Au-dela de la création d’'un environnement inflammatoire et de la phagocytose, les cellules du
systéme immunitaire inné peuvent également s’appuyer sur d’autres processus comme le
complément. Le systeme du complément se met en place grace a une activation en cascade

de protéines. Trois voies peuvent activer ce systeme: la voie classique, la voie des lectines ou
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la voie alterne, induisant toutes la formation du complexe d’attaque membranaire, entrainant

la lyse et la phagocytose des pathogénes?’.

Lors de cette réponse, chaque cellule qui compose ce systeme immunitaire inné aura un role
particulier. Nous verrons en détail dans les parties suivantes comment leur réle physiologique

sera détourné par les cellules tumorales.

a. Cellules dendritiques anti versus pro-tumorales

Ces cellules, longtemps considérées comme des macrophages, sont les chefs d’orchestre de
I'immunité. Les cellules dendritiques (DC) ont de multiples fonctions qui leur conférent un réle
essentiel dans la défense du soi. Elles proviennent des cellules progénitrices CDP (Common
Dendritic cell Progenitor)®l. Leur caractéristique essentielle est d’étre une cellule
présentatrice d’antigene (CPA). Elles font le lien entre systémes inné et adaptatif. En effet, en
fonction de I’élément étranger détecté, elles orientent la réponse immunitaire adaptative.

L’étude des DCs identifie aujourd’hui plusieurs sous-populations : on distingue les DC
conventionnelles (cDC), les DC plasmacytoides (pDC) présentes dans les organes lymphoides
secondaires, le sang mais aussi les tissus périphériques et au sein des tumeurs. Cette
classification s’est notamment faite par la présence des TLRs. Les pDCs ont a leur surface les
TLR7 et 9 qui induisent une réponse immunitaire humorale tandis que les cDCs possedent les
TLR1, 2, 3, 5, 6 et 8 qui influencent une réponse immunitaire a médiation cellulaire®2. Chaque
TLRs reconnait un type moléculaire particulier qui permettra 'engagement de la réponse
immunitaire appropriée®3. Deux sous-populations, les DCs inflammatoires dérivées des
monocytes (mo-DC) et les cellules de Langerhans, sont quant a elles, essentiellement

localisées dans les tissus.

Bien que les DCs soient peu présentes dans les tumeurs, elles n’en restent pas moins
essentielles a l'initiation de I'immunité anti-tumorale. Dans le microenvironnement tumoral,
le degré de suppression immunitaire causée par la tumeur va influencer le changement

phénotypique des DCs, directement corrélé avec 'activation des cellules T effectrices®*.
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Les cDCs sont divisées en deux sous-types cDC1 (CD8+, CD103+) et cDC2 (Sirpa+, CD1c). Les
cDCs1 ont une forte capacité intrinséque de cross-présentation qui permet |'activation des
CD8+ cytotoxiques et promeut la réponse Thl (T helper). Elles sont également capables
comme pour les cDCs2 d’activer les cellules T CD4+, comme I'a récemment démontré Ferris
et al.>, orientant ainsi le systéme immunitaire vers une activation de type Th2. La restauration
des fonctions des cDCs est essentielle pour améliorer I'immunogénicité tumorale et, par la

suite, permettre aux immunothérapies d’étre efficaces>®.

Les pDCs, quant a elles, vont étre reconnues phénotypiquement chez la souris grace a
I’expression de Siglec H, B220 ou CD11c'" et vont produire de I'IFN de type 1, de I'lL-12, de
I'IL-6 ou encore du TNFoa (Tumor Necrosis Factor). Le réle des pDCs dans un contexte tumoral
reste a déterminer. Leur réle anti-tumoral a été décrit dans une étude utilisant la lignée
cellulaire de mélanome B16. Suite a la stimulation des pDCs avec des agonistes de TLRs, ceux-
ci vont médié la destruction de la tumeur par plusieurs moyens: |'expression du ligand
inducteur de |'apoptose liée au TNF (TRAIL), la sécrétion des granzymes B et C et la production
de I'IFN de type 1 permettant I'activation des cellules cytotoxiques T et NK>2°7. A I'inverse dans
les tumeurs du sein et de I'ovaire, il a été démontré un état hypo-fonctionnel des pDCs. Cet
état induit une mauvaise production de I'lIFN de type | et une capacité accrue d’induire la
prolifération des Tregs (lymphocyte T régulateurs)®®-0, La reprogrammation moléculaire des
pDCs dans le microenvironnement tumoral doit étre explorée pour mieux comprendre quels
facteurs sont responsables de leur role sous-jacent. Ceci pourrait permettre le développement

de nouvelles thérapies.

Concernant les mo-DCs, leurs origines et roles précis restent a définir. Selon une analyse
transcriptomique, ils semblent étre a [linterface entre les DCs et les
monocytes/macrophages®!. Certaines fonctions effectrices comme la production de cytokines
telles que TNFa, IL-10 et IL-12 ou la production de NO (Oxyde Nitrique), leur confere un role
dual qui leur permet d’enclencher une réponse immunitaire de type Th1 anti-tumorale ou pro-

tumorale favorisant un environnement immunosuppressif®23,

Les différentes fonctions de ces populations dendritiques sont schématisées en figure 9.
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Figure 9. Les fonctions des DCs dans le microenvironnement tumoral par rapport a leur état
d’activation (Adapté de Lucarini et al, Cancers, 2021)%. L’activité anti-tumorale sera
principalement médiée par les cDC1s et cDC2s. Les cDC1 recrutent et activent les lymphocytes
T CD8+ via la production de cytokines et la présentation d'antigénes tumoraux. Les cDC2
activent les lymphocytes T CD4+. Les moDC stimulent les cDC1 et les cDC2, permettant ainsi
I’activation des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Les pDC sont, quant a elles, capables de détruire
les cellules tumorales par I'expression d'IFN-a/B, de TRAIL et de Granzyme B (GZMB). Les
moDC et les pDC peuvent également avoir une action pro-tumorale. Les moDC produisent des
molécules immunosuppressives telles que iNOS, TNFa, IL-6 et IL-10. Les pDC sécretent des
chimiokines capables de recruter des Tregs via CCL22 et IDO, ainsi que des cytokines pro-
angiogéniques TNFa, IL-8 et IL-1a.

b. Macrophages versus TAM

L’expression élevée de CD14 caractérise les monocytes classiques produits a la suite de la
différenciation des progéniteurs ayant recu comme signal M-CSF (Macrophage Colony-
Stimulating Factor), IL-3 et IL-6. Lorsqu’ils sont stimulés, on parle alors de monocytes pro-
inflammatoires avec une co-expression de CD16. lls contribuent a un environnement
inflammatoire avec notamment la sécrétion d’IL-12. Les monocytes sont des cellules
circulantes capables de diapédeése. Une fois dans leurs tissus résidents, elles se transforment
en phagocytes : microgliocytes (systeme nerveux central), ostéoclastes (tissu osseux) ou
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encore macrophages (tissu conjonctif). Ces derniers sont a linterface des systémes
J

immunitaires dit inné et adaptatif.

Les macrophages ont pour fonction principale la phagocytose ce qui en fait une arme
redoutable pour la défense du soi. lls ont également la particularité d’exprimer le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe 2 (CMH Il) qui permet la présentation des antigenes aux

cellules du systéme immunitaire dit adaptatif, déclenchant son activation®.

Les macrophages sont déterminants dans la progression tumorale. C'est 'une des populations
immunitaires majoritaires présentes dans le microenvironnement tumoral. Cependant,
I’étude de leur implication est complexe, notamment due a la nomenclature des TAMs (Tumor
Associated Macrophages) qui reste controversée : aucune des propositions de classification

ne fait encore consensus dans la communauté scientifique.

En effet, depuis la découverte de leurs caracteres modulables en fonction de la présence d’IL-
4/1L-13 ou IFNy/LPS®®, la complexification des caractéres phénotypiques des macrophages n’a
fait qu’augmenter. Mills a d’abord théorisé une polarisation binaire M1/M2, anti-tumorale
versus pro-tumorale qui s’est vite avérée trop minimaliste ; celle-ci a été étoffée ensuite par
la subdivision des M2 en trois populations. La premiere population, les M2a font référence a
un macrophage activé alternatif, les M2b sont, quant a eux, décrits comme des macrophages

pro-tumoraux et enfin les M2c sont décrits comme inactifs®”:%8,

Cependant, la derniere découverte sur I'ontogenese des macrophages a mis en lumiére un
nouveau paradigme. A ce jour, nous savons que les macrophages ne proviennent pas
exclusivement des monocytes circulants dérivant de la moelle osseuse. Les macrophages
résidant dans les tissus émanent aussi de précurseurs embryonnaires qui y résident avant la
naissance et s’y maintiennent localement tout au long de I’4ge adulte®®7%. La dynamique varie
entre les organes, I'age et les sous-ensembles de macrophages. Dans certains organes tels que
le cerveau, les poumons et le foie, certains macrophages dérivés d'embryons se maintiennent
par auto-renouvellement chez I'adulte alors que dans l'intestin, la peau, le coeur et le pancréas
la plupart des sous-ensembles sont progressivement remplacés par la différenciation des

précurseurs des monocytes de I'hématopoiese adulte en macrophages dérivés des monocytes
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circulants. On pourrait s'attendre a ce que I'ontogenése des macrophages et leur localisation
anatomique définissent des niches spécifiques dictant leur polarisation vers un phénotype et
une fonction spécifique. Toutefois, comprendre le lien entre I'ontogenése des TAMs et leurs
diverses fonctions dans la croissance tumorale et l'interaction avec le systeme immunitaire
reste un défi, du fait notamment de I'absence de marqueurs phénotypiques définissant le TAM
en fonction de son origine’?. Déterminer les sous-ensembles des TAMs permettrait également
de caractériser de nouvelles cibles thérapeutiques et de mieux comprendre les effets de
traitements actuels comme I’anti-CSF1R’3. En effet, cibler I'axe CSF1/CSF1R semble permettre
de reprogrammer les TAM M2-like en M1-like’4. Cependant, au-dela du fait que la définition
des sous-populations des TAMs est encore aujourd’hui un défi, il n’en reste pas moins une

certitude : ces cellules jouent un réle majeur dans la progression tumorale.

Les TAMs sont impliqués dans I'angiogenese, I'inactivation des lymphocytes T, I'induction des
lymphocytes T régulateurs, le remodelage tissulaire ou encore le développement de
métastases’>. Dans les modéles murins, il est possible de déterminer une tendance
phénotypique des macrophages dérivant des monocytes grace aux marqueurs F4-80, Ly6C,
CD206 et CMH I1I7®77, permettant ainsi de déterminer si les TAM présents dans le
microenvironnement tumoral ont un profil anti-ou pro-tumoral. Les TAM de type M1-like
auront la capacité de sécréter des cytokines pro-inflammatoires de type IL-13, TNFa ou IL-6
et exprimeront des marqueurs tel que CD80/86 ou CMH II, tandis que les TAM de type M2-
like secréteront du TGFB (Transforming Growth Factor beta) ou encore de I'IL-10 et

exprimeront le CD206 ou le CD204 (Figure 10)787°.
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Figure 10. Les fonctions du macrophage dans le microenvironnement tumoral en fonction
de sa polarisation (Adapté d’Anfray et al, Cells, 2020)%°. Panel de gauche : les TAM de type
M1-like produisent des cytokines et interleukines qui permettront le recrutement des cellules
immunitaires de type anti-tumoral, ainsi que la maturation des CPA. lls auront également un
role direct anti-tumoral grace a leur capacité de phagocytose et le relargage de TNFa. Panel
de droite : les TAM de type M2-like auront, eux, la capacité de créer un microenvironnement
immunosuppressif par la production de facteur pro-angiogénique, du TGFB ou encore d’IL-10,
induisant I'activation des Tregs et I'inactivation des CTLs.

c. Neutrophiles versus TAN

Lors du processus de différenciation hématopoiétique myéloide, trois types cellulaires sont
produits en présence de G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) et de I'lL-3 : les

neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles.

Les neutrophiles représentent environ 60% des globules blancs dans le sang périphérique. Ils
sont recrutés grace au gradient chimiotactique médié par I'lIL-8. Ceci leur permet d’étre guidés
vers le lieu de l'inflammation. lls peuvent alors exercer leur fonction principale, a savoir la
phagocytose. La phagocytose est mise en jeu a la suite de la reconnaissance de leurs cibles.

Les neutrophiles peuvent, soit reconnaitre directement les bactéries, soit étre aidés par leur
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opsonisation, c’est-a-dire que la paroi bactérienne sera recouverte par des anticorps, ce qui

permettra aux neutrophiles de les détecter plus facilement grace a la partie Fc des anticorps®?.

Les neutrophiles infiltrant les tumeurs (Tumor-Associated Neutrophils, TAN) sont ainsi définis
comme type N1 anti-tumoral et comme type N2 pro-tumoral (Figure 11). Les cellules
tumorales vont donc tirer parti de cette dualité pour favoriser la prolifération des N2 plutét

que des N1%2,

La présence de TANs est directement corrélée a un mauvais pronostic dans les cancers du rein,
colorectal, mélanome, pancréatique ou encore du foie®3. Notamment la production de MMP9
par les TANs contribue a I'angiogenése, la progression tumorale et la formation de
métastases®®. Cependant, le réle des neutrophiles reste controversé et semble étre
directement lié au contexte et au stade de développement du cancer. Dans le stade précoce
de développement du cancer de poumon, les TANs expriment OX40L et 41BBL, molécules co-
stimulants des lymphocytes T CD4 et CD8%°. Il a également été décrit que les TANs pourraient
étre des CPA et donc permettre I'activation des lymphocytes T8, A I'inverse, les TANs détectés
dans des stades tardifs Il et IV chez des patients atteints de cancer du poumon présenteraient
un profil immunosuppresseur plus fort que ceux retrouvés chez les patients atteints d’un
cancer de stade | et Il, avec notamment une augmentation d’expression de PD-L1 et d’Arginase
1 (ARG 1)%788, Une nouvelle fonction pro-tumorale a récemment été décrite, a savoir les piéges
extracellulaires a neutrophiles (Neutrophil Extracellulaire Traps, NET). Ces fibres sont des
structures de chromatine fibreuse décondensées associées a des histones, de la
myélopéroxydase, de |'élastase, de la cathepsine G et de la lactoferrine, libérées par les
neutrophiles®®. Dans un contexte tumoral, les NETs permettent a priori de favoriser la
progression tumorale et la dissémination métastatique®92. Cependant, ce réle pro-tumoral
apparent nécessite de futures investigations afin de déterminer les fonctions précises des

NETSs.
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Figure 11. Les fonctions du neutrophile dans le microenvironnement tumoral en fonction de
sa polarisation (Adapté de Kalafati et al, Frontiers in Oncology, 2020). Panel de gauche : les
fonctions anti-tumorales des neutrophiles sont induites par leur capaciter a inhiber
I'angiogenese, a activer et stimuler les CTLs et a phagocyter les cellules tumorales. Panel de
droite : les neutrophiles auront également la capacité d’inhiber I'activation des cellules
immunitaires anti-tumorales et d’induire un environnement immunosuppressif.
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d. Eosinophiles/Basophiles

Les éosinophiles et basophiles sont, quant a eux, présents en plus faible nombre dans le sang.
Les éosinophiles ont pour fonction principale I'exocytose de protéines volumineuses pour
permettre la destruction d’organismes comme les parasites. Les basophiles sont associés aux

manifestations allergiques immédiates médiées pas les immunoglobulines (Igs) de types IgE.

La présence des éosinophiles dans le microenvironnement tumoral, est corrélé a un meilleur
pronostic dans le cancer de la prostate, colorectal, cesophagien ou encore naso-pharyngé®-
97, Leur role bénéfique proviendrait de leur dégranulation mais leurs fonctions ne sont pas

bien connues®®. Ils sont également fortement présents dans les zones nécrotiques®1,

Les basophiles ont longtemps été considérés comme des cellules participant aux troubles

allergiques uniquement. Ce n’est qu’a la suite de la découverte du potentiel sécrétoire d’'IL de
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type 3, 4 ou 13 que leur réle immunomodulateur a été étudié!®-103, |Is peuvent, entre autres,
relarguer des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF-AX* Leur réle dans le
microenvironnement tumoral n’est pas encore bien défini, et semble dépendre du modele
expérimental utilisé ainsi que du stade tumoral étudié (localisé versus avancé). Cependant, il
a été décrit qu’ils seraient capables d’induire la polarisation des macrophages en M2-like et
auraient également la capacité de produire des équivalents de NETs, dénommés « Basophil-

Extracellulaire-Traps », dont le réle reste a définir dans le contexte du cancer!0>-107,

e. M-MDSC versus PMN-MDSC

Les cellules suppressives dérivées de cellules myéloides (Myeloid Derived Suppresor Cells -
MDSC) sont une population cellulaire extrémement étudiée dans le contexte du cancer. Deux
sous-types sont aujourd’hui définis : les monocytes - M-MDSC et les neutrophiles - PMN-

MDSC.

Cependant, l'origine et les caractéristiques de ces cellules sont peu connues. En effet, les
connaissances disponibles ne permettent pas encore de les différencier des monocytes et des
neutrophiles classiques, ainsi que des TAM et des TAN. Les discriminer est a ce jour encore un
défi. Certaines études ont montré des spécificités génomiques, protéomiques et métaboliques
qui suggerent que les MDSC sont des neutrophiles ou monocytes pathologiquement

activés108-110,

De ce fait, la frontiere entre ces populations est mince, notamment chez la souris ; les
marqueurs phénotypiques utilisés pour les MDSC se recoupent avec ceux utilisés pour les

monocytes et neutrophiles, a savoir, Ly6G"°"-Ly6C" et Ly6G"-Ly6C™ed respectivement.

La population de PMN-MDSC a émergé comme un contingent régulateur négatif critique des
réponses immunitaires dans de nombreuses conditions pathologiques et un partenaire
majeur des cellules mésenchymateuses dans la promotion des métastases tumorales. La
distinction entre PMN-MDSC et neutrophiles est débattue depuis de nombreuses années. Ces
cellules sont phénotypiquement et morphologiquement similaires. La principale

caractéristique des PMN-MDSC, qui les distingue des neutrophiles, est son activité
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immunosuppressive. Récemment, davantage de données ont émergé indiquant que ces
cellules pourraient étre distinguées sur la base de caractéristiques génomiques, protéomiques
et biochimiques. Les PMN-MDSC pourraient étre considérés comme des neutrophiles activés
de fagon anormale. Il apparait qu'a un moment donné, les patients atteints de cancer et de
diverses infections chroniques ont une population de neutrophiles classiquement activés avec
des fonctions protectrices et des PMN-MDSC qui favorisent la progression tumorale et la
suppression immunitaire. Notamment, les N2 neutrophiles ont les mémes fonctionnalités que
les PMN-MDSCs, ce qui laisse penser que finalement il s’agit des mémes cellules avec des

noms différents!C.

A contrario, les M-MDSCs peuvent étre distingués des TAM grace notamment au marqueur
F4-80. Cependant dans le contexte du cancer, il apparait que les M-MDSCs se différencient
rapidement en TAM. Cette notion a été expérimentée a l'aide d’un test qui impliquait la
différenciation des MDSC dans la tumeur versus la rate chez une méme souris. Les auteurs ont
transféré des MDSCs soit dans la tumeur par injection intraveineuse de souris porteuses de
tumeur EL-4, soit dans la rate. Contrairement aux rates ou les MDSC se sont différenciées
lentement en macrophages et en DCs, dans les tumeurs, ces cellules se sont rapidement

différenciées en TAM1L,

Ces deux sous-types de MDSC, différent également par leurs propriétés immunosuppressives
(Figure 12). Les facteurs les plus importants qui induisent I'activité suppressive des M-MDSC
vont étre le NO produit par Nos2 ou encore la sécrétion d’IL-10 tandis que pour les PMN-
MDSC, I’ARG 1 ainsi que la production de prostaglandine E2 (PGE;) (en raison d'une expression
accrue des genes PGS2 et PTGES) vont induire un environnement propice au développement

tumoralll2.

Le ciblage thérapeutique des MDSCs est tres prometteur. En effet, leurs fonctions sont
essentiellement pro-tumorales contrairement aux autres sous-types immunitaires qui
peuvent, en fonction du contexte, avoir un profil pro ou anti-tumoral. Cependant, ce succes

dépendra du développement d'approches thérapeutiques hautement sélectives qui feraient
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pencher la balance vers les monocytes/macrophages et les neutrophiles avec une fonction

physiologique.
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Figure 12. Fonctions des M-MDSCs et PMN-MDSCs dans le microenvironnement tumoral
(Adapté de Yang et al, Frontiers in Immunology, 2020)!3. Panel de gauche : les M-MDSCs
produisent de I'IL-10, du TGFB, du NO, du PGE2 et de I'adénosine qui induira un
microenvironnement immunosuppressif. Egalement, ils recrutent les Tregs par contact direct
via le CD40 et de fagon indirecte via les chimiokines (CCR5L). Panel de droite : les PMN-MDSCs
produisent un niveau élevé de NO, de ROS, de peroxynitrite (PNT) et expriment PD-L1 a leur
surface, qui inhibe la prolifération des CTLs. lls diminuent le niveau de L-arginine et de
tryptophane via I'arginase 1 (ARG1) et I'indoléamine 2, 3-dioxygénase (IDO), respectivement.
lIs interferent avec le trafic des lymphocytes T vers le site tumoral.

f.  Cellules lymphoides innées

Cette population principalement située dans les tissus, désignée sous le terme de « innate
lymphoid cell » (ILC), découverte dans les années 2000, est trés hétérogéne et subdivisée en

trois sous-populations (Figure 13).

Les ILC1 comprennent les cellules NK (décrites dans la sous-partie suivante) et les variants
lymphocytaires intra-épithéliaux CD103+ ILC1 et CD127+ ILC1. Elles produisent de I'IFNy,

TNFa, GM-CSF, granzyme/perforine et coopérent avec les cellules CD4+ Thl. Les ILC2 se
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comportent de maniere similaire a Th2 et donc produisent de I'lL-4, IL-13. Elles sont
essentielles contre les parasites et les allergenes ainsi que pour la réparation cellulaire du fait
de la production de I'amphiréguline. Les ILC3 sont un parallele avec Th17 et sécretent donc de
I'lL-17, IL-22 mais aussi du TNFa. Elles regroupent les LTI (cellules Inductrices de Tissu
Lymphoide), les NCR+ et NCR— (Natural Cytotoxicity Receptor). Elles sont impliquées dans la
réponse microbienne!!*, Les ILCs représentent une version redondante des lymphocytes Th

CDA4+, avec une forte plasticité.

Les ILC1 sont les plus en capacité d’inhiber la progression tumorale par la production d’IFNy
et de TNFa.. Une étude récente a montré que les ILC1 lysaient les cellules tumorales grace au
systéme granzyme!!®>, Néanmoins, I'effet direct des ILC1 sur la progression tumorale n’est en
fait que trés peu étudié et reste aujourd’hui spéculatif’'*. Le réle des ILC1 intraépithéliales
dans le cancer du célon, par exemple, reste a déterminer. Les patients, atteints de la maladie
de Crohn, qui encourent un risque accru de développer un cancer colorectal, ont un
développement important d’ILC1 intraépithéliales. Dans un modele murin, elles contribuent

au développement de colite dans un modéle induit par CD40116:117,

Le nombre des ILC2 est augmenté dans le cancer du sein, de I'estomac ou de la prostate!!®-
120 Elles sont considérées comme pro-tumorales du fait de leur sécrétion d’IL-4 et d’IL-13 qui
participent a la progression tumorale et de I'amphiréguline qui participe au contrdle de

I'inflammation et améliore les fonctions immunosuppressives des Tregs!?1122,

Les ILC3 ont une contribution au sein du microenvironnement tumoral plus discutée. Dans le
cancer du poumon, une corrélation positive a été montrée entre la présence de NCR+ILC3 et
des structures lymphoides tertiaires (TLS)!23124, Malgré cela, le potentiel de ces cellules lié a
leur pouvoir sécréteur d’IL-17 et d’IL-22 sous-tend une contribution dans la progression

tumorale et ce, en particulier dans le cancer colorectal'?>71?7,
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Figure 13. Fonctions des ILC dans le microenvironnement tumoral en fonction de sa
polarisation (Mattner et Wirtz, Trends in immunology, 2017)4, Les ILC1 sécrétent de I'IFNy
et du TNFa qui, en fonction du contexte, ont un rdle anti ou pro-tumoral. Les ILC2, via la
sécrétion d’amphiréguline (Areg), d’'IL-13, d’IL-4 et d’IL-9, contribueront a I'établissement d'un
microenvironnement pro-tumorigene. Cependant, s’ils sécretent I'IL-5, ils favoriseront le
développement d'éosinophiles infiltrants attaquant les cellules tumorales. Les ILC3, quant a
eux, favoriseraient le développement de TLS mais sécreteraient de I'lL-17 et de I'lL-22, ce qui
appuierait la croissance des tumeurs.

g. Cellules NK

Les cellules tueuses naturelles (NK) expriment CD56 et CD16 chez 'Homme et NKp46 et CD49b
ou NK1.1 (en fonction du fond génétique) chez la souris. Elles ont de nombreux récepteurs
invariants, contrairement aux lymphocytes T et B, qui leur permettent de jouer un réle dans
le systéme immunitaire inné en reconnaissant les cellules anormales. Une récente revue a
divisé ces récepteurs selon leur nature inhibitrice ou leur nature activatrice d’'une part, et
d’autre part, par le fait de se lier ou non aux molécules du CMH |. Pour les récepteurs
inhibiteurs, on peut citer la sous-classe des récepteurs spécifiques du CMH |, a savoir les KIR
(Killer cell Immunoglobulin-like Receptor) et pour la sous-classe des récepteurs non liés au
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CMH I: les points de contréle (PD-1, TIGIT (T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains)),
KLRG1 (Killer Cell Lectin Like Receptor G1), 2B4 ou LAIR (Leukocyte-Associated
Immunoglobulin-like Receptor-1)1%8. Quant aux récepteurs activateurs des fonctions NK, nous
pouvons citer NKG2C/D/E (NK cell Group 2 isoform C, D or E) ou encore Ly49c/i spécifique du
CMH I et les NCR (NKp30/46/44), DNAM1 (CD226) ou LFA-1 (Lymphocyte Function-associated

Antigen 1) non lié au CMH 1'%,

Les NK sont un sous-type de lymphocytes. Cependant, ils se distinguent des lymphocytes B et
T car ils ne nécessitent pas de pré-activation via les récepteurs BCR et TCR, en effet les cellules
NK sont prétes a «tuer »'39, Leurs différents systtmes de combat comme le couple
granzyme/perforine, I'induction de I'apoptose par TRAIL/FasL ou encore la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) leur permettent de lyser les cellules

tumorales, comme par exemple celles qui n’expriment plus de CMH de type I.

Elles produisent également de nombreuses cytokines et chimiokines comme IFNy, TNFa, GM-
CSF ou encore les CCL1/3/4/5/22 (C-C motif Chemokine Ligand) 317133, Toutes ces fonctions

font de ces cellules un partenaire essentiel dans la réponse anti-tumorale.

Systeme perforine/granzyme

Lorsque les cellules immunitaires utilisant ce systéme reconnaissent leur cible,
elles induisent une synapse immunologique qui orientera la sécrétion des granules
cytotoxiques vers la cible. La premiére étape sera médiée par la perforine qui
percera la membrane plasmique permettant ainsi I’entrée des granzymes qui

induiront I'apoptose de la cellule grdce a I'activation de la cascade des caspases.

Systeme TRAIL/Fasl

L’interaction entre TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ou FaslL présent
sur les cellules immunitaires et TNFR ou Fas présent sur les cellules cibles, active la

cascade de caspases permettant I'induction de I"apoptose.
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Systéme ADCC

Généralement les cellules immunitaires effectrices vont reconnaitre la partie Fc
des anticorps de type IgG présents sur les membranes cellulaires des cellules cibles
reconnues par FcyRIll (CD16). Ceci permet alors a la cellule effectrice de lyser la

cellule cible par dégranulation.

Cependant, les cellules tumorales mettent en place des stratégies pour échapper aux
controles des cellules NK. Leur cytotoxicité est un équilibre de régulation entre les signaux
d’activation et d’inhibition. Les cellules NK sont caractérisées par leur large éventail de
récepteurs. De ce fait, les cellules tumorales vont tirer parti de cette diversité. Par exemple, il
a été montré que I'exposition prolongée et répétée des cellules NK a des cellules tumorales
exprimant le ligand du récepteur NKG2D, entrainait un phénotype dysfonctionnel empéchant,
in fine, leur stimulation34, D’autres mécanismes d’échappement comme I'expression des
ligands spécifiques des récepteurs inhibiteurs (par exemple PD-L1) ou la libération de facteurs
comme le TGFB, PGE, IL-10 ou indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO)**>137 entrainent une

diminution de I'activité anti-tumorale efficace des cellules NK (Figure 14).




Figure 14. Fonction de la cellule NK dans le microenvironnement tumoral (Adapté de Morvan
et Lanier, Nature Review Cancer, 2016)*38. Panel de gauche : la cellule NK détruit les cellules
tumorales par différent mécanismes, a savoir, le couple Perforine/granzymeB, I’ADCC ou
encore I'absence d’expression du CMH | par la cellule tumorale. Panel de droite : mécanismes
par lesquels les cellules tumorales inactiveront les cellules NK, a savoir la production de PGE2,
de TGFB, d’'IL-10 et d’adénosine, I'expression d’ICls, I'épuisement de tryptophane dans le
microenvironnement, ou I’élimination des ligands NKG2D.

h. Cellules NKT

Les cellules Natural killer T (NKT) co-expriment des molécules de cellules NK et de lymphocytes
T. On distingue deux sous-types : invariant NKT (iNKT ou type 1) et type Il (NKT Il). Les cellules
NKT | et Il sont différenciées par leur capacité a reconnaitre ou non, des glycolipides comme
le glycosphingolipide a-galactosylcéramide (a-GalCer) ou non. De plus, ces glycolipides sont

présentés par les molécules de la famille CD1 a CD1d*3%714%,

Aprés engagement du TCR (T-Cell Receptor) ils peuvent sécréter de grandes quantités d’IFNy,
TNFa, GM-CSF, IL-2, 4, 12 et 13. Ceci leur confére donc une double propriété: en fonction du
contexte, elles stimulent ou inhibent I'immunité!*2. Ceci a permis d’identifier des NKTs de type
| ayant cinq propriétés fonctionnelles distinctes. Les NKTs de type Th1 produisent de I'lIFNy et
du TNFa permettant une cascade immunitaire inflammatoire efficace mais exergant aussi une
fonction cytolytique limitée. Les NKTs de type Th2 sécretent quant a eux de I'lL-4 et de I'lL-13
et vont avoir des fonctions régulatrices. Les trois autres ensembles pour le moment peu
étudiés sont : de type Th17 (production d’IL-17, IL-21 et IL-22), Treg (production d’IL-10) et Tfh
(production d’IL-21)43-146,

Concernant les NKT de type I, deux sous-ensembles ont été identifiés avec les mémes
fonctions que les NKT de type | de type Thl et Th2 (sécrétion d’IFNy/TNFa ou sécrétion d’IL-
4/1L.-13 respectivement)'®’. Ces sous-ensembles expriment a priori des facteurs
transcriptionnels uniques comme les cellules Th ; cependant, le microenvironnement semble
pouvoir moduler, a posteriori, leur orientation impliquant alors une plasticité cellulaire

importantel48:149,
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Schématiquement, il est admis que les NKT | ont un réle anti-tumoral et les NKT Il un réle pro-
tumoral. Cependant, il existe des preuves contradictoires qui révelent que finalement, il faut
plutdt associer ces réles aux sous-ensembles fonctionnels précédemment décrits, a savoir Thl

anti-tumoral et Th2 pro-tumoral.

L’activité anti-tumorale des NKT de type Thl a été démontrée grace a I'administration d’a-
GalCer qui induisait une activation des NKT prévenant la formation de tumeurs primaires ou
qui éradiquait les métastases hépatiques®®>!, Elles sécretent de I'IFNy qui active les
lymphocytes T cytotoxiques (CTL)¥2. Toutefois, elles sont également capables de tuer
directement la cellule cancéreuse comme les cellules NK, via 'activation de NKG2D3%54,
Egalement, une colocalisation des NKT de type Th1 avec des TAM M2-like, va permettre au
NKT de supprimer les TAM M2-like, ou d’induire leur polarisation vers un phénotype M1-like.
En effet, elles auront reconnu, grace a leur Cdl, les glycolipides dérivés des tumeurs
présentées par les TAMs'>>1%6, Cependant, il semblerait qu’une stimulation prolongée des
NKTs les rend hyporéactives ou induise un changement phénotypique vers les sous-types
Th2/Treg, permettant a la tumeur d’échapper une nouvelle fois au systéme immunitaire. Ces
populations sécrétent alors des cytokines immunosuppressives (IL-13, IL-10) favorisant la
différenciation des TAM M2-like, des MDSCs et des Tregs qui favorisera la progression

tumoralel®7-160,

i. Trained immunity

Ce nouveau paradigme a completement changé le dogme originel de la séparation entre
immunité innée et adaptative. En effet, 'une était incapable de générer une mémoire alors
que pour 'autre la mémoire était presque sa fonction principale. Netea est I'un des premiers
chercheurs a définir ce concept*®1®1 3 savoir une mémoire immunitaire non spécifique
aboutissant a une protection secondaire contre les infections. Ce constat provient de
nombreuses preuves impliquant les vaccins contre le BCG, la rougeole ou encore la variole

montrant qu’ils peuvent avoir des effets bénéfiques contre d’autres maladies'®2.

Cette mémoire « entrainée » présente plusieurs caractéristiques (Figure 15) :
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— Elle implique les cellules myéloides et ILC (en particulier les cellules NKs) et leur

capacité a produire des cytokines.

— Contrairement a la mémoire adaptative, qui dépend du réarrangement des genes et
du maintien des clones lymphocytaires spécifiques d’un antigene, cette mémoire n’est
pas spécifique d'un pathogene mais est soutenue par une reprogrammation

transcriptionnelle et épigénétique.

— Pouir finir, elle repose sur un état fonctionnellement altéré des cellules qui ne persiste
a priori que quelques mois apres disparition du stimulus, contrairement a la mémoire

adaptative qui reste effective des années.

Toutefois beaucoup de questions restent en suspens et de nombreuses recherches devraient

s’atteler a y répondre dans les prochaines années.

A Classical immunological memory

Naive T-cell & B-cell pool Clonat expansnon
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Figure 15. Différence entre la mémoire immunitaire du systéme adaptatif et du systeme
inné (Netea et al, Science, 2016)*. (A) Mémoire immunitaire du systéme adaptatif. (B)
Mémoire immunitaire du systeme inné.

54



B. Microenvironnement tumoral et immunité acquise

Cette deuxieme catégorie d'immunité dite acquise/adaptative se caractérise, a l'inverse de
I'immunité innée, par une grande spécificité, une mise en place plus lente de la réponse et
une mémoire immunitaire. Elle est en lien direct avec la réponse immunitaire innée. En effet,
les cellules immunitaires précédemment décrites sécréteront des chimiokines et des
cytokines. Les DCs, jouant principalement le réle de CPA, rejoindront les organes lymphoides
secondaires pour présenter I'antigene, via leur CMH | et CMH II, aux cellules de cette
immunité: les lymphocytes T et B se différencieront pour engager la réponse immunitaire

adaptée®’.

L'ajout d’IL-2 et d’IL-4 aux facteurs de croissance SCF (Stem Cell Factor) et IL-7 permet la
différenciation des progéniteurs T. Leur maturation se déroulera dans le thymus
contrairement aux autres cellules de I'immunité. Deux linéages de lymphocytes T existent qui
se différencient par I'expression y6CD3 et aBCD3. Ce dernier, largement majoritaire a la suite
du réarrangement du TCR, produira une population double positive CD4/CD8, puis deux
populations exprimant soit le marqueur CD4, soit CD8, eux-mémes divisés en sous-
populations cellulaires. Dans la moelle osseuse, en réponse aux signaux SCF et IL-7, les cellules

souches lymphoides vont pouvoir elles se différencier en progéniteurs B*’.

Chacune de ces cellules différenciées a un réle particulier dans la réponse immunitaire
acquise’®, Ce systéme s’enclenche a la suite du premier signal, a savoir la reconnaissance de
I’antigéne présenté par une CPA aux lymphocytes T grace a l'interaction CMH/peptide/TCR.
Ensuite, les récepteurs co-stimulateurs de type CD28 permettront un contréle étroit de leur
activation. Le dernier signal provenant des cytokines, produites par les CPA et les cellules du
systeme immunitaire inné, orientera la différenciation des lymphocytes Th CD4+. Les Th se
différencient, en fonction des signaux rencontrés, en sous-types spécialisés dans une réponse

immunitaire spécifique, a savoir (Figure 16) :
— Th1 qui induira une réponse de type cellulaire.
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— Th2 qui enclenchera une réponse de type humorale.

— Th9 qui sera impliqué dans I'inflammation des tissus et les allergies.

— Th17 soutenant lui une immunité dirigée contre les pathogenes extracellulaires.

— Th22 spécialisé dans la défense des infections situées dans la peau.

— Treg essentiel au maintien de I'auto-tolérance pour stopper une réaction immunitaire.

— Tfh en soutien des Th2 en phase plus tardive de I'induction de la réponse humorale'®4.
Une fois cette phase d’activation enclenchée, une phase d’amplification puis de

différenciation suivra ayant pour objectif la destruction du pathogene ou des cellules

anormales.

Figure 16. Les fonctions des T helpers en lien avec leur différenciation (Adapté de Lee,
Frontiers in immunology, 2021)%. Les cellules T CD4+ naives se différencieront en un sous-
type Th en fonction des cytokines présentes dans le microenvironnement.
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7 N

a. Thil.Llimmunité a médiation cellulaire

Cette immunité nécessite plusieurs types de signaux pour étre effective et implique

principalement 3 types cellulaires : les CPA, les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T CD8+.

Les lymphocytes T CD4+ naifs vont reconnaitre grace au CMH Il présenté par les CPA,
I’antigéne et vont recevoir les signaux de type IL-12 induisant une différenciation des
lymphocytes CD4+ naifs en effecteurs Th1l. lls produiront, a leur tour, de I'lFNy, du TNFa et de
I"IL-2.

Les lymphocytes CD8+ naifs vont également avoir besoin, pour étre activés, de reconnaitre,
par I'intermédiaire des CPA et du CMH |, I’antigene. Grace aux cytokines sécrétées par Thl, les
lymphocytes T CD8+ termineront leur processus de maturation vers un phénotype dit
cytotoxique — CTL. Les CTLs vont utiliser le systeme Granzyme/Perforine et I'induction de
I’apoptose médiée par Fas-L pour détruire les cellules cibles %7  Elles peuvent également
relarguer de I'INFy et du TNFa apres leur activation. Au cours de ce processus, les CTLs
exprimeront, au fur et a mesure de la réponse, des points de contréle comme PD-1 pour
inhiber la réponse cytotoxique une fois I'infection controlée. Ceci empéche le développement
de maladie auto-immune. Une partie de ces lymphocytes T CD4+ et CD8+ constituera un pool

de cellules mémoires permettant, lors d’une seconde exposition, une réponse plus rapide.

i. Lymphocytes T cytotoxiques

Les CTLs font partie des cellules immunitaires les plus puissantes pour détruire les cellules
cancéreuses. Une fois les CTLs activés dans les organes lymphoides secondaires (OLS), ils
migreront vers le site tumoral grace aux gradients chimiotactiques CCL5, CXCL9 et CXCL10
(Chemokine CXC motif Ligand) produits par les cellules tumorales. Leur extravasation se fera
préférentiellement par les veinules a endothélium épais!®®. Les lymphocytes, qui infiltreront
alors les tumeurs, reconnaitront les cellules a éliminer grace au complexe CMH I/peptide. Les
CTLs détruiront les cellules cancéreuses grace aux différents systemes précédemment décrits.

Cette sous-population lymphocytaire est étudiée, dans le contexte du cancer, depuis des
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décennies. Les premiéres études, datant des années 80, ont démontré que les TlLs étaient
hautement cytotoxiques. Un grand nombre de publications a ensuite montré une corrélation
positive entre la fréquence des TILs CD8+ et la survie, chez les patients ayant contracté des
cancers du sein, de la peau, colorectal ou encore du cerveau'®®173, ’équipe de Jéréme Gallon
a notamment établi un score immunitaire, ou Immunoscore, dans le cas du cancer colorectal,
prenant en compte la présence ou non de marqueurs de polarisation de type Th1l et de CTL.
Ce score montre une corrélation positive de la présence de ces cellules et une faible incidence
de la récidive tumorale®®, Une analyse multicentrique a confirmé le potentiel prédictif de ce
score et confirme, encore une fois, I'importance des CD8+ cytotoxiques dans la lutte contre la

prolifération des cellules cancéreuses’4.

Tout comme pour les cellules NK, les tumeurs vont mettre en place de nombreux mécanismes
afin d’empécher les TILs de les détruire. L'un des premiers mécanismes s’attele a induire un
phénotype d’épuisement. Cette sous-population lymphocytaire (exhausted T cells, Tex) est
observée dans différents contextes pathologiques de type chronique, comme une infection
virale incontrolée ou le cancer. Elle se définit comme une population persistante avec une
faible capacité de production d’IL-2 et d’IFNy ainsi qu’un potentiel prolifératif réduit.
Notamment, les Tex expriment, a leur surface, un nombre conséquent de points de controle
comme PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 ou encore TIGIT, directement utilisés par les cellules
cancéreuses, détournant ainsi leurs fonctions primaires : éviter un emballement du systeme
immunitaire et donc des maladies auto-immunes. Les tumeurs vont sécréter également TGFf3
ou PGE; qui bloqueront les fonctions lymphocytaires et activeront les cellules

immunosuppressivest’>176,

Un autre défi auquel font face les lymphocytes T est une exposition chronique a I'antigene lié
a 'absence de co-stimulation suffisante!’”’. L’environnement hypotoxique, acide et appauvri
en nutriments, avec la présence d’enzymes types ARG1 et IDO1 qui dégradent les acides
aminés essentiels arginine et tryptophane, empéchent la prolifération des lymphocytes T et

leur efficacité (Figure 17)17817°,
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Figure 17. Evasion immunitaire de la tumeur par l'altération des cellules T effectrices
(Adapté d’Aerts et al, Cancer Research, 2013)®, Panel de gauche : les lymphocytes T CD8+
détruiront les cellules tumorales a 'aide du couple Perforine/granzymeB, par les systemes
FAS-L et par la sécrétion de TNFa et d’IFNy. Panel de droite : mécanismes par lesquels les
cellules tumorales inactiveront les cellules T CD8+, a savoir la production de PGE2, de TGFp,
d’IL-10 et d’adénosine, I'expression d’ICls, I'épuisement d’arginine et de tryptophane dans le
microenvironnement.

ii. Lymphocytes mémoires — fort potentiel anti-tumoral

Les cellules mémoires sont divisées en lymphocytes T mémoires centraux (Tcm), effecteurs
(Tem) et résidents (Trm), du fait de leur localisation, de leur différence phénotypique mais
aussi de leur fonction. Les Tcm sont localisés préférentiellement dans les nceuds lymphatiques
etles Tem dans les tissus périphériques. L’expression de CCR7 (C-C motif Chemokine Receptor)
et CD62L est effective dans les Tcm, a I'inverse des Tem ou I'expression de CCR7 est absente
et CD62L hétérogene. Les Tcm ont une capacité proliférative importante et sécretent de I'IL-
2. Elles nont pas de fonctions effectrices inflammatoires et cytotoxiques, a I'inverse des Tem,
qui peuvent sécréter de I'IFNy et qui ont un pouvoir cytotoxique important!®l, La
différenciation des lymphocytes T suivrait un schéma linéaire ou les lymphocytes Tnaifs se
transformerait d’abord en Tcm puis en Tem.

59



De premier abord, ces cellules sont de types « mémoires » et doivent donc étre réactivées
pour pouvoir de nouveau exercer leurs fonctions effectrices. Ce qui implique qu’elles sont de
bonnes cibles pour étre réactivées par des immunothérapies et que leur présence est corrélée
a un meilleur pronostic. Cependant, si aucune thérapie ne réactive ces cellules, elles n"auront

pas d’effet anti-tumoral direct.

Les Trm ont été identifiés plus récemment, ils résident dans les tissus de maniére persistante
sans possibilité de recirculer. Ils sont hautement inflammatoires grace a la sécrétion d’IFNy,
d’'TNFa et d’IL-2 et se distinguent phénotypiquement par |'expression de CD103.
Spécifiquement les CD8+CD103+ Trm ont été corrélés a un pronostic favorable chez les
patients atteints du cancer du poumon?82, Ces cellules semblent également jouer un réle
important dans la bonne réponse aux traitements dans de nombreux cancers (seins, ovaires,
vessies ou poumons)*83,

1

b. Th2.Ll'immunité a médiation humorale

Les lymphocytes Th2 vont sécréter de I'IL-4, de I'IL-5, de I'IL-9 et de I'lL-13. Cette réponse est
essentielle pour éradiquer les bactéries ou parasites extracellulaires. lls coordonnent la

réponse immunitaire de type humorale médiée par les lymphocytes B.

Les lymphocytes B expriment a leur surface, spécifiqguement, CD19 et CD20. Deux types de
réponse humorale se complétent, la réponse dépendante versus indépendante des
lymphocytes T. Elles se distinguent par la nécessité ou non de I'implication du CMH Il pour
étre activées. Une fois la reconnaissance de I'antigéne réalisée par le récepteur spécifique des

cellules B (BCR), celui-ci initie une cascade de signalisation. Cette cascade active :

Soit directement la cellule B, souvent classifiée comme lymphocytes B non conventionnels de
type B1, fournissant alors une réponse rapide mais avec une production d’anticorps ayant

tendance a avoir une plus faible affinité.
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Soit I'antigéne est digéré puis présenté a la surface par le CMH Il des cellules B aux
lymphocytes Th2, produisant alors des anticorps plus spécifiques mais nécessitant un

processus plus lent a mettre en place.

Ces lymphocytes B sont classifiés comme des lymphocytes B conventionnels de type B2. Cette
interaction nécessite donc au préalable que les lymphocytes CD4+ naifs aient été eux-mémes
activés par une CPA sécrétant IL-4/IL-33, permettant une différenciation des lymphocytes
CD4+ vers un profil Th2. Les cellules B activées se différencient alors en plasmocytes (cellules
productrices d’lgs qui exprimeront CD138) et en cellules dites mémoire. Les différents types
d’anticorps produits par les plasmocytes sont les IgM (premiéres a étre amplifiées avec peu
d’affinité mais une forte avidité lors de la réponse indépendante des lymphocytes T), IgG
(principal anticorps circulant), IgA (principalement retrouvée dans les sécrétions), IgE
(amplifiée dans les réactions allergiques) et IgD (surtout présente sur les membranes des
lymphocytes B). Leur contribution permettra : une neutralisation en liant le pathogene
empéchant son entrée dans les cellules saines, une opsonisation par leur partie FcR facilitant

ainsi la reconnaissance par les phagocytes ou une activation du complément!®,

Le r6le des CD4+ Th2 est plutét controversé. Dans le cancer du pancréas et du sein, cette
réponse est corrélée a un moins bon pronostic’®18 Néanmoins, I'IL-4 facilite I'infiltration
des éosinophiles, des macrophages et dans certains cas des neutrophiles, en corrélation avec

des effets anti-tumoraux!8&189,
Cependant, I'implication in fine de cette réponse étant I'implication des cellules B, le réle pro
ou anti-tumoral de cette défense se complexifie davantage (Figure 18).

i. Lymphocytes B effecteurs — anti-tumoraux

Dans le domaine de la cancérologie, les cellules B ont longtemps été considérées comme non
essentielles dans la défense tumorale. Toutefois, les études qui se sont intéressées aux roles
des cellules B ont montré des roles contraires, a la fois positif et négatif, dans le

microenvironnement tumoral®®°.
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Il a été démontré que les cellules B pouvaient étre des partenaires utiles notamment dans la
présentation d’antigénes tumoraux aux lymphocytes T!°1192_ Entre autres, les lymphocytes B
sont principalement localisés dans les structures TLS adjacentes aux tumeurs. Ces structures
et leurs composants, sont corrélés a un meilleur pronostic dans de nombreuses tumeurs
solides 19371%_ Les TLS sont des structures lymphoides ectopiques qui se constituent dans les
sites inflammatoires. Elles regroupent, une fois matures, une zone T ou les DC peuvent jouer

leur réle de CPA et une zone B prédominante ou elles proliféerent®3,

Une autre fonction effectrice des lymphocytes B est I'activation du complément. |l a été
montré que dans le contexte des tumeurs mammaires, un sous-ensemble de cellules B,
caractérisé par la signalisation du complément — CR2 et exprimant ICOSL+ (Inducible T-cell
Costimulator Ligand), émergeait apres traitement par une chimiothérapie. L’équipe de Lu a
démontré que la présence d’ICOSL renforcait I'immunité anti-tumorale en améliorant le

rapport cellule T effecteur/régulateur®®’.

ii. Lymphocytes B régulateurs — pro-tumoraux

Cependant, il a été décrit que certains lymphocytes B ayant une fonction régulatrice
immunosuppressive, aujourd’hui communément appelés B régulateurs, peuvent jouer un role
pro-tumoral. Les B régulateurs suppriment la réponse immunitaire par la sécrétion d’IL-10 et
d’IL-35 ou par l'expression de PD-L1, tout comme son homologue lymphocytaire T

régulateurt®®202,

Cette sous-population détient une diversité phénotypique importante qui n’est pas encore, a
ce jour, définie par un ensemble définitif de marqueurs phénotypiques ou une signature
transcriptionnelle. Entre autres, les plasmocytes sécrétant des IgA sont parfois retrouvés dans
des proportions plus importantes que I'lgG dans le microenvironnement tumoral. Une étude
qui s’est intéressée au cancer de I’'estomac induit par une infection a Helicobacter pylori, a
montré que le risque de développer un cancer de I'estomac corréle avec la présence d’IgA2%3,

Leur origine, fonction, mécanisme d’action et phénotype restent a élucider.
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Figure 18. Les fonctions du lymphocyte B dans le microenvironnement tumoral en fonction
de sa polarisation et de sa localisation (Adapté de Wang et al, Cellular & Molecular
Immunology, 2019)2%, Les lymphocytes B peuvent inhiber la croissance tumorale en sécrétant
des Ig, ou en stimulant les lymphocytes T. Les Breg, quant a eux, promeuvent la croissance
tumorale par la sécrétion de cytokines immunosuppressives.

NK CELL

c. Th9

Cette sous-population de Th a été identifiée récemment. Elle est capable de sécréter de I'lL-9
mais aussi de I'lL-10 et I'lL-21 apres s’étre différenciée en présence de TGF( et d’IL-4. Du fait
des fonctions pléiotropiques de I'IL-9, les Th9 sont impliqués dans les maladies
inflammatoires, I'asthme, la sclérose en plaques, la polyarthrite rhumatoide ou encore le
cancer?9-207_ Cette cytokine est impliquée dans la survie et la prolifération des cellules T, des
mastocytes et la modulation de la réponse des cellules B. Elle a également un rdole anti-
apoptotique sur les neurones ou encore sur l'induction de cytokines dans les cellules
épithéliales et musculaires®. Il a également été démontré que la réponse Th1 s’épuisait plus
rapidement que Th9. En outre, son phénotype hyperprolifératif et son pouvoir cytolytique

semblent similaire a la réponse Th172%,
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Dans le contexte tumoral, Th9 semble avoir un role contraire selon que les tumeurs soient de
types solides ou liquides. Son r6le anti-tumoral a été démontré dans plusieurs tumeurs
différentes, notamment le mélanome, I'adénocarcinome pulmonaire, le cancer du colon et le
cancer du sein. Cet effet anti-tumoral semble étre porté par différents mécanismes. Entre
autres, l'activation des mastocytes par I'lL-9 a démontré, dans des souris Ragl-/-, une
inhibition de la croissance tumorale chez des souris porteuses de B16F10 alors que le
traitement par IL-9 n’avait aucun effet sur des souris déficientes en mastocytes?%. Aussi, il a
été montré que le transfert adoptif de cellules Th9 chez des souris porteuses de cellules B16-
OVA, engendrait une forte réponse anti-tumorale?!?: Cet effet a, par contre, nécessité une
immunité innée et adaptative. Effectivement, Lu et ses collégues ont découvert que le
transfert de cellules de type Th9 permettait le recrutement des DC via I'axe CCL20-CCR6,
entrainant leur migration vers les ganglions pour activer les lymphocytes T CD821°. D’autres
études ont confirmé le réle de Th9 dans le recrutement des DC et I'activation secondaire des
CTLs?13212  Ce roble pourrait étre médié notamment par I'lL-21, du fait qu’il s’agisse d’un
puissant activateur de la production d’IFNy, d’IL-2 et d’IL-152%3. De plus, un réle cytolytique
intrinseque de ces cellules a été observé grace a une analyse transcriptomique qui a révélé
une expression génique accrue d’un panel de granzymes?'4. Cette activité a été démontrée en
réponse a des lignées cellulaires de cancer épidermoide et de mélanome?!>2%¢, Toutes ces

publications plaident en faveur d’un réle anti-tumoral des Th9 (Figure 19).

Cependant et essentiellement dans les cancers de types liquides, Th9 semble avoir un impact
délétere. Le taux d’IL-9 est augmenté dans les leucémies lymphoides chroniques, la leucémie
a cellules T de I'adulte, le lymphome de Hodgkin, le lymphome anaplasique a grandes cellules
et le lymphome a cellules NKT?1-221, Dans les lymphomes non-Hodgkiniens a cellule B, le taux
d’IL-9 est corrélée a I'immunosuppression médiée par les mastocytes et les Treg??2. Sa
neutralisation permettrait une diminution des Tregs et des mastocytes ainsi qu’une inhibition
de la croissance tumorale. Malgré cela, aucune preuve directe ne semble relier I'lL-9 et les

cellules Th9 dans les hémopathies??3.
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Figure 19. Les fonctions du lymphocyte Th9 dans le microenvironnement tumoral (Adapté
de Végran et al, Cancer Research, 2015)2%, Panel de gauche : les cellules Th9 peuvent sécréter
de I'lL-9 qui augmentera la capacité cytotoxique des mastocytes et la survie des DCs. A
I'interface entre les deux IL, les cellules Th9 sont aussi capables de libérer du granzyme B.
Panel de droite: La sécrétion d’IL-21 par les cellules Th9 induit la prolifération des
lymphocytes T CD8+ et I'augmentation des fonctions cytolytiques des cellules NK.

d. Thl7

L’identification de nouvelles sous-populations Th17 capables de produire de I'lL-17 (A et F) a
permis de mieux comprendre la complexité de la réponse immunitaire adaptative autrefois
binarisée en Th1/Th2%24, Les cellules Th17 peuvent étre une source d’IL-21, d’'IL-22, d’IL-26, de
TNFa et d’IL-10%2°,

La réponse Th17 est, quant a elle, induite par TGFB et I'lL-23 avec une contribution d’IL-6, d’IL-
1B, d’IL-21 et pour cette derniére, de maniére autocrine??¢22’, De nombreuses fonctions sont
associées a ces cellules tout comme Th9. Tout d’abord, elle est un modulateur clé de I'auto-
immunité et un mécanisme de protection contre les agents pathogenes bactériens et

fongiques. Elle permet aussi I'induction de la granulopoiese ainsi que le recrutement des
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neutrophiles??®. Du fait de ces fonctions physiologiques, cette cellules est aussi impliquée dans

d’autres pathologies comme la sclérose en plaques, la maladie de Crohn ou le psoriasis??8.

Dans un microenvironnement tumoral, la cellule Thl7 peut avoir une activité a priori
régulatrice et effectrice induisant une activité pro-tumorale ou anti-tumorale. De nombreuses
publications ont plutét montré un role pro-tumoral de I'lL-17 dans le cancer du poumon,
prostate, pancréas, colon, sein et foie??°23>, Une étude a corrélé le niveau d’IL-17 dans les
cancers de I'ovaire a une angiogenése plus importante; le méme constat a été fait dans des
échantillons de cancer du poumon?3®23’, En plus de cette fonction pro-angiogénique, le
recrutement des neutrophiles par I'lL-17 dans les tumeurs pourrait avoir un effet pro-tumoral

en fonction du stade de développement (Figure 20) 8>93.238,

A l'inverse, les cellules Th1l7 provoquerait aussi une inflammation protectrice activant les
lymphocytes T CD8+%%°. De plus, le transfert adoptif des Th17 montre des effets anti-tumoraux
importants mais le mécanisme sous-jacent reste a élucider?3>24°, Une hypothése voudrait que
ces cellules, puisqu’elles n’expriment que trés peu de marqueurs d’épuisement et davantage
de marqueurs de cellules souches (a I'inverse des lymphocytes T CD8+), ne deviennent pas

dysfonctionnelles comme décrit pour les lymphocytes T CD8+2417243,
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Figure 20. Les fonctions du lymphocyte Th17 dans le microenvironnement tumoral (Adapté
de Guery et Hugues, BioMed Research International, 2015)?*4. Panel de gauche : les cellules
Th17 inhibent la croissance tumorale en induisant le recrutement de cellules effectrices
immunitaires dans les tumeurs. Panel de droite : la production d'IL-17 par les cellules Th17
contribue a I'angiogenése et au recrutement intra-tumoral des MDSCs. Egalement, les cellules
Th17 induisent I'expression des ectonucléotidases, permettant la conversion de I'ATP en
adénosine, favorisant une immunosuppression.

e. Th22

Cette sous-catégorie a été définie comme une population a part entiere il y a peu car
longtemps considérée comme des cellules Th17. Les cellules ThO se différencient en cellules
Th22 en présence d’IL-6 et de TNFa et produisent donc de I'lL-2224, Les pDC sont 'une des
sources principales d’IL-6 et de TNFa dans le microenvironnement inflammatoire?4e.
Classiquement, les Th22 vont médier une réponse inflammatoire indépendamment de I'lIFNy
et I'lL-17. Elles expriment, a leur surface, les récepteurs de chimiokines CCR4, CCR6 et CCR10.
L’IL-22 a pour fonctions principales la régulation de I'immunité innée, I'inhibition de la
différenciation des kératinocytes ou encore la stimulation du remodelage tissulaire?*’. L'IL-22,
du fait de ces fonctions, a des effets protecteurs dans des modeles de pancréatite
inflammatoire de lintestin ou d’infection bactérienne?*®. Cependant, dans une situation

tumorale, les publications démontrent un réle pro-tumoral, en particulier via 'activation de

I’'oncogéne STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3)24°,

Les fonctions des cellules Th22, dans un contexte tumoral, sont peu connues. Il a été observé

gue leur présence est corrélée a un mauvais pronostic dans le cancer du pancréas, colorectal,

gastrique ou encore le myélome multiple?49-2>2, Ce manque d’informations s’explique aussi de

par la complexité a différencier la réponse Th22 de la réponse Th17. Beaucoup d’études ont,

de ce fait, examiné les deux réponses conjointement, rendant difficile de dissocier I'effet de
J

Th22 uniquement.
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f. Treg

Cette sous-population est tres complexe. Comme leur nom lindique elle régule, controle le
systeme immunitaire et aide a prévenir les maladies auto-immunes. Il faut distinguer deux
sous-populations en fonction de leur ontogénie. Les Tregs provenant du thymus dit
« naturels » : tTreg ou nTreg et les Tregs formés en périphérie suite a la différenciation des
ThO aprés stimulation par le TGFB, dit « induits »: pTreg ou iTreg?>3. lls exprimeront FoxP3
(Forkhead box P3) et CD25 et sécréteront du TGFB, de I'lL-10, de I'IL-35 et de I'adénosine?>4.
En matiere de différenciation, on peut distinguer les cellules naives, effectrices, a mémoire

centrale et a mémoire effectrices comme pour les autres catégories de lymphocytes T.

Les Tregs sont, sans équivoque, I'une des populations immunitaires pro-tumorales des plus
puissantes, faisant d’elles un partenaire privilégié des cellules tumorales. Elles représentent
entre 10 et 50% des CD4+ infiltrant les tumeurs par rapport aux 2 a 5% des cellules CD4+
présentes dans le sang d’individus sains?>>. Un taux élevé de Tregs indique un mauvais
pronostic dans les cancers du poumon, mélanome, sein, rein ou encore colorectal?>®2°8, Elles

ont différents mécanismes immunosuppresseurs.

On peut distinguer deux grandes catégories : dépendant ou indépendant d’un contact?*.
Linteraction DC-Treg par l'interaction CMH II-TcR respectivement, induit une suppression
spécifique liée a I'antigene. La DC devient tolérogene et incapable de présenter I'antigene.
Ceci est notamment d{ a l'interaction entre CD80/86 et CTLA-4 (homologue de CD28) qui
bloque un éventuel message de co-stimulation médié par CD282%%°, Ces mécanismes vont
également rendre les DC capables de sécréter IDO ce qui aura une conséquence directe sur la
diminution de la concentration de tryptophane nécessaire a la prolifération des CTL?L.
Notamment les cellules Tregs intra-tumorales expriment davantage de CTLA-4 en
comparaison aux Tregs périphériques?®2. Un autre exemple est I'expression de LAG-3 par les
Tregs qui se lie au CMH Il des DC qui résultera en une altération de la maturation des DC et
donc une anergie des CTLs?%3. D’autres points de contréle comme PD-L1, vont avoir un effet
direct d’inhibition en interagissant avec PD-1 exprimé par les cellules effectrices activées?®4.

Les Tregs utilisent aussi le systéme Granzyme/Perforine et TRAIL comme moyens
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immunosuppresseurs qui ciblent directement les cellules NK et lymphocytes T CD8+

permettant une expansion tumorale?®,

Les mécanismes immunosuppresseurs indépendants des contacts cellulaires vont étre médiés
par la sécrétion de cytokines comme I'lL-10, IL-35 et le TGFp. Ces cytokines vont avoir un large
spectre d’action. Elles vont induire une suppression de I'immunité en empéchant I'activation
optimale des cellules T et en maintenant I'expression de FoxP3 par les Treg pour stabiliser leur
phénotype?%®267 La dégradation de I’ATP (Adénosine Triphosphate) en adénosine par les
Tregs par I'ectonucléotidase CD39 et CD73 exprimées a la membrane est un mécanisme
hautement immunosuppresseur. L'adénosine va se lier au récepteur A2a, présent sur les
lymphocytes T CD4+ et CD8+ effecteurs. Ceci va inhiber la voie NFkB (Nuclear Factor-kappa B)
et augmenter ’AMPc intracellulaire, supprimant leur prolifération?®®, Un autre processus,
directement lié a I'expression de CD25, va induire une concurrence locale pour I'IL-2, limitant
les réponses des lymphocytes T effecteurs?®®2’°, Une fonction récemment découverte,
également attribuée au Treg, concerne la perturbation de I'apport des ions calcium (Ca2+) aux
lymphocytes T effecteurs. Ceci inhibe I'expression de facteurs de transcription comme NFAT
(Nuclear Factor of Activated T cells) et NFkB, qui sont en outre essentiels pour I'activation du

TCR (Figure 21)271.272,
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Figure 21. Les diverses fonctions immunosuppressives de Treg dans le microenvironnement
tumoral (Adapté de Togashi et al, Nature Reviews Clinical Oncology, 2019)?”3. Les cellules
Tregs épuisent I'lL-2 de leur environnement. De plus, elles produisent des cytokines
immunosuppressives, telles que I'lL-10, I'IL-35 et TGFPB, qui régulent a la baisse I'activité des
cellules CPA et CTLs. Elles sont aussi capables de sécréter de la perforine et des granzymes qui
peuvent directement tuer ces cellules. Elles expriment CTLA-4 et d’autres ICls permettant de
transmettre des signaux suppresseurs aux cellules anti-tumorales comme les CTLs. Egalement,
elles épuisent le milieu en tryptophane et sont capable de convertir, via CD39 et CD73, I'ATP
en adénosine qui fournit des signaux immunosuppresseurs aux cellules anti-tumorales.
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4. Mécanismes de maintien d’'un environnement propice a la prolifération du

cancer

Nous venons de voir dans la partie précédente comment les cellules immunitaires peuvent
apporter leur contribution de maniere a soutenir ou détruire le microenvironnement tumoral.
Les tumeurs développent différents profils phénotypiques en fonction de la charge
mutationnelle, de I’épigénétique, du métabolisme et de leur capacité a mimer les mécanismes
immunosuppresseurs des cellules immunitaires. Dans cette partie, nous détaillerons
comment les cellules tumorales engendrent un environnement propice a leur

développement.

A. Charge mutationnelle

Les cellules cancéreuses tirent avantage de leur instabilité génétique, certains oncogenes sont
mutés et vont alors étre surexprimés. Par exemple, RAS joue un réle dans la croissance, P53
évite a la cellule cancéreuse d’entrer en apoptose et E-Cadhérine permet une invasion
métastatique. Toutes ces dérégulations génétiques permettent a la tumeur de se développer

et favorise un microenvironnement propice a sa croissance.

Avec 'apparition de nouvelles thérapies, comme I'immunothérapie qui s’attele a réactiver le
systeme immunitaire, la vision de ces mutations a changé. Le systeme immunitaire peut tirer

avantage de cette instabilité génétique une fois réactivé.

La charge mutationnelle est un rapport entre le nombre de genes altérés et le nombre total
de genes. On distingue ainsi deux types de tumeurs : celles a forte charge et celles a faible
charge mutationnelle. Le seuil pour définir ces catégories est encore en débat. Il diverge en
fonction des auteurs, des panels de genes étudiés et des mutations. Certains types tumoraux,
comme les carcinomes pulmonaires ou les mélanomes, ont une charge mutationnelle élevée
du fait qu’ils ont beaucoup de mutations somatiques?’4. Ces mutations vont créer des néo-

antigenes.
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Néo-antigénes

Suite aux mutations, les cellules tumorales vont générer de nouveaux antigénes
qui ne sont normalement pas exprimés dans l'organisme. Ces néo-antigéenes sont
circulants ou peuvent étre présentés a la surface des cellules tumorales. Une fois
reconnus comme anormaux par les cellules du systéme immunitaire, celles-ci sont

activées et peuvent détruire la cellule cible.

Au-dela du nombre de néo-antigénes nouvellement créés, l'important est leur
immunogénicité. Un taux élevé de mutation rend le néo-antigene plus immunogeéne et donc
plus efficacement reconnu par le systeme immunitaire. Ce ratio de charge mutationnelle peut
servir de biomarqueur pour I'efficacité des immunothérapies. Il a été montré qu’une charge
élevée permet une meilleure réponse aux traitements de type immunothérapie des patients
atteints de mélanome ou de cancer pulmonaire?’>?’%, Toutefois, une récente étude a
démontré sur une cohorte de 10 000 patients, que ce biomarqueur ne pouvait pas étre
appliqué a tous les types de cancers comme valeur prédictive d’une réponse efficace suite aux
traitements par les ICIs?’’. Cette charge mutationnelle permettrait, du fait de la présence de
néo-antigénes immunogénes, une infiltration plus importante des lymphocytes T mais pas

nécessairement une meilleure réponse aux thérapies.

B. Dérégulation épigénétique

Bien que récente, I'épigénétique est une discipline aujourd’hui largement étudiée. Il s’agit
d’un processus dynamique et réversible qui permet de moduler I'expression des genes, sans
modification dans la séquence de I’ADN. Les cellules tumorales vont mettre ce processus a
profit en dérégulant I'épigénome. Elles induisent une méthylation de I’ADN (sur les cytosines)
ou une désacétylation des histones ; ceci empéche la transcription du gene associé. Les

cellules tumorales inactiveront, par ce processus, les genes suppresseurs de tumeur (Figure
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22)%78279 Ce processus confére encore une fois un avantage prolifératif a la cellule tumorale.
De nouvelles thérapies s’attelent a inverser ces changements, comme les inhibiteurs de ’ADN

méthyltransférase (DNMT) ou de I'histone désacétylase (HDAC)?80281,

A Normal epigenome

B  Cancer epigenome
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Figure 22. Représentation schématique de la dérégulation épigénétique au sein des cellules
cancéreuses (Baylin, S. B. & Jones, P. A., Cold Spring Harb. Perspect. Biol, 2016)?’°. (A) Dans
une cellule normale, un gene actif avec I'llot CpG est reconnu grace au promoteur appauvri en
nucléosomes et non méthylé, mais également car il est entouré par H3K4me3. (B)
L'épigénome du cancer est caractérisé par des pertes ou des gains de méthylation de I'ADN.
Cela permet a la cellule tumorale de transcrire ou non le gene associé.

C. Dérégulation du métabolisme

La transformation oncogénique amene les cellules cancéreuses a détenir un métabolisme
particulier qui influence profondément le microenvironnement tumoral. Malgré la formation
de vaisseaux sanguins dans le microenvironnement, I'efficacité des échanges de nutriments
ou d’oxygeéne qui en émane est faible. Les cellules cancéreuses ont une demande forte en

énergie. Elles appauvrissent le microenvironnement laissant peu de nutriments disponibles
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aux cellules immunitaires qui deviennent moins efficaces. Ce microenvironnement est propice
au développement des cellules immunitaires de types immunosuppressives qui préferent

utiliser des lipides plutdt que du glucose a I'inverse des cellules anti-tumorales (Figure 23)282,

Premiérement, les cellules cancéreuses appauvrissent le milieu en glucose. Ceci a une
conséquence directe sur I'expansion des lymphocytes T et leur fonction effectrice qui peut
conduire a un phénotype d’épuisement. Cet environnement va également induire I'expression
de FoxP3, augmentant ainsi le pool de Treg?®3284 Ce métabolisme glycolytique tumoral
favorise une augmentation de la production du facteur CSF par les cellules tumorales et par

conséquent une infiltration des MDSCs.

Deuxiémement, les cellules cancéreuses modifient le fonctionnement de leur métabolisme,

ceci a été décrit par Otto H. Warburg dans les années 30.

Effet Warburg

Glycolyse Aérobie : Au sein de la mitochondrie, en présence d’0O2 les cellules
meétabolisent le glucose en pyruvate puis en CO2 au cours du cycle de Krebs. Cette

réaction permet la production d’ATP associée a une faible production de lactate.

Glycolyse Anaérobie : En absence d’0O2, les cellules convertissent le glucose en

acide lactique permettant la production de beaucoup de lactates mais peu d’ATPs.

Effet Warburg : Les cellules cancéreuses convertissent en majorité le glucose en

lactate en présence d’02.

Une accumulation de lactate dans le milieu engendre une acidification du milieu
(augmentation jusqu’a 40 fois dans certaines cellules tumorales)?®>28%, Ceci est corrélé
positivement a la taille de la tumeur?®”288, De la méme maniére, cela a un impact sur la
prolifération des cellules T effectrices et la production d’IFNy. Cela inhibe I'activation des

monocytes ainsi que la différenciation des DCs tout en favorisant la polarisation des TAM vers
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un profil M2286.285-291 | o |actate a également un effet sur les cellules NKs en inhibant leur
fonction et a I'inverse en augmentant celle des MDSCs??2. Les Tregs tirent aussi avantage de

ce milieu étant donné qu’ils ont la capacité d’oxyder le lactate exogéne?®3.
y

Troisiemement, la glutamine, I'arginine et le tryptophane jouent des réles essentiels pour

soutenir les processus physiologiques.

La glutamine est la plus rapidement consommeée en culture in vitro par les cellules tumorales
294 Lors de la glycolyse aérobie, la glutamine est utilisée comme source de carburant pour
maintenir le flux du cycle de Krebs. Elle est également utilisée comme source de citrate pour

la synthese de lipides.

La glutamine semble ne pas étre utilisée de la méme maniere par les cellules
immunitaires?®*. La privation de glutamine dans le microenvironnement altére la
différenciation des cellules CD4+ naifs en cellules Th1 et favorise un profil de différenciation

en cellules Treg?®.

Lors de l'inhibition du métabolisme de la glutamine, une décroissance tumorale a été
observée dans un modele de cancer du sein, accompagnée par la diminution du nombre de

MDSCs et la conversion des TAMs en type M1-like?°®,

L’arginine joue un réle important dans la prolifération, la survie et la synthése de protéines
que ce soit dans les cellules cancéreuses ou dans les cellules immunitaires. L’arginine est
essentiellement métabolisée grace aux enzymes NOS (oxyde nitrique synthétase) et ARG. Son
effet dans le microenvironnement est complexe. Il a été montré qu’un épuisement de la
guantité d’arginine dans le microenvironnement tumoral avait des effets anti-
tumoraux?®”.2%%, Cependant, cet effet est largement en lien avec I'enzyme (NOS ou ARG) qui
métabolisera I'arginine. Les MDSCs expriment I’ARG et contribuent a I'épuisement de
I'arginine dans le microenvironnement tumoral afin de supprimer les réponses effectrices des
lymphocytes T?%°. Le lactate joue également un réle en favorisant le catabolisme de I'arginine
par ARG au détriment du NOS3%, A l'inverse, si I'arginine est métabolisée par NOS, une

libération de NO est associée. Ceci a montré une augmentation de I'expression de la molécule
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d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) dans des xénogreffes de mélanome
qui conduisait a une meilleure extravasation des lymphocytes T. De plus, le NO est important
pour I'activation des CTLs. Ceci a été démontré grace a un co-transfert de lymphocytes T CD8+
avec des macrophages normaux ou déplétés de NO, montrant une meilleure activation et
extravasation de la part de cellules T vers la tumeur3°1392_ Ce réle dual, médié par ces deux
enzymes, peut offrir un potentiel thérapeutique bien qu’il reste beaucoup a comprendre sur

les mécanismes de régulation.

Le tryptophane est un acide aminé essentiel extrait de I'alimentation. Entre autres, il joue un
réle de substrat dans la voie de la kynurénine. IDO1, IDO2 et tryptophane-2,3-dioxygénase
(TDO) catabolisent le tryptophane. Dans un contexte tumoral, I'activité dérégulée d’IDO et de
TDO supprime lI'immunité anti-tumorale. La présence d’IDO, de TDO et de kynurénine est
associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer du sein ou encore
endométrial?®-3%>, Mécanistiquement, la kynurénine ou I'IDO1 engendrerait une signalisation
défectueuse de I'lL-2 dans les lymphocytes T CD4+ mémoire. Elles inhiberaient I'activation des
CTLs, des cellules NK et a linverse favoriseraient I'activation des cellules Treg et des

MDSCS3O3'306_308.

Ici encore, les cellules tumorales mettent a profit cette voie métabolique pour pousser le
microenvironnement vers un état totalement permissif a son développement. Les thérapies
qui ciblent cette voie sont encore controversées. Elles n"ont pas montré d’effets probants en
monothérapie mais semblent par contre étre efficaces en combinaison avec des anti-PD-

1/L13%,

Quatriemement, les cellules cancéreuses sont également avides des lipides et du cholestérol.
Elles augmentent I"absorption de lipides exogénes ou en produisent en activant les voies de
synthése310311 | 3 présence de gouttelettes lipidiques, dans lesquelles sont stockés les lipides,
est d’ailleurs corrélée a I'agressivité du cancer3!. ’accumulation de lipides dans les cellules
myéloides engendre en général des effets immunosuppresseurs3!?. Ceci améliore le
métabolisme oxydatif - I'oléate par exemple - et favorise la polarisation des TAM vers le type

M2-like313. Il a été également montré que I'abondance de lipides dans le microenvironnement,
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altérait la présentation antigénique par les DCs infiltrant les tumeurs engendrant une
mauvaise activation des lymphocytes T314315, En particulier, les sous-ensembles T ont un
programme métabolique distinct. Les T effecteurs, comme vu précédemment, vont préférer
un métabolisme glycolytique glutaminolytique tandis que les T mémoires et les Tregs vont
s’appuyer sur I'oxydation des acides gras (FAQ)3'6318, Récemment, il a été montré que CD36
(transporteur de lipides) supportait la survie des cellules Tregs permettant un bon
acheminement des lipides3!°. Ceci implique qu’un milieu enrichi en lipides favorisera un
microenvironnement immunosuppresseur. Des thérapies émergentes, ayant pour ambition
de bloquer par exemple I’'enzyme qui permet la synthése des acides gras (Fatty Acid Synthase :
FASN), pourraient montrer une efficacité certaine3?°. Cependant, au regard de la complexité
du métabolisme des lipides et du cholestérol, beaucoup de questions restent en suspens pour

la mise en ceuvre de telles stratégies.

Cinquiemement, les voies permettant la détection d’O2 et de nutriments jouent un rdle
essentiel dans la modulation du microenvironnement. Principalement, nous pouvons citer
I’AMPK (5' AMP-activated protein Kinase), mTOR et HIFa (Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha).
Dans un environnement appauvri en glucose, 'AMPK est activé. Ceci induit un switch
métabolique vers OXPHOS (mitochondrial Oxidative Phosphorylation System)32!, favorisant la
présence des cellules immunosuppressives comme les lymphocytes Tregs qui dépendent
d’OXPHOS pour fonctionner dans le microenvironnement tumoral riche en lactate?®3>. AMPK
peut également inhiber mTORC1 qui, a I'inverse de ’AMPK, soutient la glycolyse. Ceci entrave
I’activation des lymphocytes T effecteurs3?2. Cependant, le réle de I’AMPK est nécessairement
plus complexe : il semble dépendre d’un équilibre entre le temps, le stress cellulaire et les
cellulesimmunitaires. Une étude a montré un effet pro-tumoral du fait de I'absence de I’AMPK
dans les cellules T. De plus, un traitement -la metformine- stimulant I’AMPK, améliore le
recrutement des lymphocytes CD8+ dans les tumeurs. Ces données peuvent étre en
cohérence avec le fait que les lymphocytes T, fonctionnellement épuisés, sont
métaboliquement altérés, a cause des défauts du métabolisme mitochondrial. Par
conséquent, I'amélioration de la condition métabolique des lymphocytes T par I'activation de
I'AMPK, pourrait améliorer leur fonctions3227325,
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Concernant HIF1a, celui-ci est régulé positivement dans un environnement hypoxique typique
du microenvironnement tumoral peu oxygéné et vascularisé. Il soutient la transcription des
genes glycolytiques qui favorisent le métabolisme anaérobique des cellules cancéreuses. |l
peut aussi se lier a la région promotrice du facteur de transcription FoxP3, favorisant ainsi la
différenciation des cellules T CD4+ naives en cellules Tregs3?®. De plus, HIF1a induit I’activation
de ARG ou de molécules immunosuppressives autres comme CD39L ou VISTA3?7328 sur les
cellules myéloides. Un environnement hypoxique semble inhiber la capacité de stimulation
des DC. Il altere aussi les commutations de classe des lymphocytes B, favorisant une fois de
plus un environnement propice aux développements tumoraux32%33°, De maniére plus directe,
HIF1a régule positivement CD39 et CD73 ce qui, de facto, augmente la dégradation de I’ATP
et induit I'accumulation d’adénosine (ADO)331. ADO a un fort pouvoir immunosuppresseur via
ses récepteurs A2A et A2B. Une fois ces récepteurs stimulés sur les cellules immunitaires par
ADO, l'induction de différents mécanismes se met en place, a savoir: suppression de
I’activation des lymphocytes T effecteurs, des DCs, des cellules NKs et de la production de

cytokines Thi et Th2; a 'inverse, activation des Tregs, des MDSCs et des TAM like-M2332:333,
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Figure 23. Représentation schématique de la dérégulation des voies métaboliques dans le
microenvironnement tumoral (Bader et al, Molecular Cell, 2020)?82. Une compétition pour les
nutriments, de l'oxygene, un faible pH et I'accumulation de métabolites favorisent des
phénotypes immunosuppresseurs des cellules immunitaires (Treg, TAN, macrophages M2-like
et MDSC), étant donné que leur métabolisme repose davantage sur la phosphorylation
oxydative et I'oxydation des acides gras. Ceci a pour conséquence d’accélérer I'épuisement
des lymphocytes T CD8+.

D. Tumeurs chaudes versus froides

On distingue phénotypiquement trois types de tumeurs en fonction de la quantité de cellules

immunitaires présentes dans le microenvironnement.

— Tumeur « immuno-inflammée »
Ces tumeurs, également dénommeées « tumeurs chaudes », sont infiltrées par de nombreuses
cellules immunitaires (lymphocytes T CD8+/CD4+ et myéloides) et sont donc trés
inflammatoires. Elles ont également une augmentation de la signalisation de I'lFNy et une
charge mutationnelle élevée33433, Malgré une infiltration immunitaire importante, les
tumeurs se développent. Cela révele que le systeme immunitaire fini par devenir inefficace.
Les cellules tumorales vont mettre en place des processus pour inhiber les cellules
immunitaires, par exemple par une forte expression de PD-L1. Par conséquent, les patients
atteints de tumeurs chaudes vont, en général, mieux répondre aux traitements de type

immunothérapie33%337,

— Tumeur « immuno-exclue »
Dans ce microenvironnement, les cellules immunitaires sont présentes mais exclusivement en
périphérie de la tumeur. Elles ne pénetrent pas a I'intérieur. Ces mécanismes de ségrégation
sont dus a une quantité de chimiokines aberrante, un environnement hypoxique ou encore
une barriere stromale. Ceci empéche les lymphocytes T de rentrer dans la tumeur pour

détruire les cellules anormales33433>,

—  Tumeur « immuno-désert »
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Ici, a I'inverse des deux autres profils, trés peu de cellules immunitaires sont présentes, parfois
méme aucune. Ceci laisse penser qu’aucune réponse immunitaire n’a été activée. Les
hypothéses de cette défection du systeme immunitaire sont multiples: absence d’antigenes
tumoraux, altération de la présentation d’antigenes ou encore défaut d’activation des
lymphocytes T par les DCs33°,

Les deux derniers profils sont également appelés « tumeur froide » du fait de leur manque
d’'immunité, de leur faible charge mutationnelle et de leur faible expression de CMH I. Ces

tumeurs répondent a l'inverse des tumeurs « chaudes » rarement aux immunothérapies

(Figure 24)336:337,
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Figure 24. Les trois catégories phénotypiques immunitaires du cancer (Chen et Mellman,
Nature Review, 2017)338, En rouge, symbolisation des tumeurs de type « immuno-inflammée
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». En bleu, symbolisation des tumeurs de type « immuno-exclue ». En orange, représentation
des tumeurs de type « immuno-désert ».

E. Défaut de reconnaissance des néo-antigenes

Les microenvironnements, méme dits chauds, ont d’autres mécanismes qui leur permettent
de se développer. Les cellules tumorales vont, par exemple, avoir un défaut dans la
présentation des antigénes: de ce fait, méme si ceux-ci ont un potentiel immunogene
important, ils ne sont pas reconnus33. |l est estimé que 40 a 90% des tumeurs solides utilisent

ce systéme (a savoir une régulation a la baisse de I'expression du CMH 1)340,

Cette reconnaissance doit également étre médiée par des DCs matures. Cependant, les
cellules tumorales mettent tout en ceuvre pour empécher cette maturation. Les cellules
cancéreuses sécretent du TGFB, de I'lL-10 ou de I'lL-6, empéchant les DCs de maturer. lls
expriment faiblement le CMH | et sécretent IDO ou PGE; induisant un environnement
immunosuppresseur. Ces DCs, qui restent immatures, ne peuvent pas stimuler efficacement

les lymphocytes effecteurs34!.

F. Mimétisme de mécanismes immunosuppresseurs par les cellules
tumorales

Un autre mécanisme, déja en partie abordé dans les parties précédentes, consiste a mimer les
fonctions immunosuppressives par les cellules tumorales. Ceci permet le recrutement des
cellulesimmunosuppressives et I'inactivation des cellules effectrices. Deux grandes catégories

sont ici abordées.

a. Sécrétion de molécules immunosuppressives

Le rble des cytokines, IL ou facteurs de croissances, synthétisés par les cellules tumorales,
stromales et immunitaires, est d’exercer des effets sur I'orientation du microenvironnement
importants. De nombreuses molécules sont libérées par les cellules tumorales comme le TGFf,

le VEGF, PGE; ou encore IDO comme précédemment expliqué. Dans cette partie, nous nous
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focaliserons sur trois molécules en particulier : si leur présence a été abordée dans les parties

précédentes, leur role spécifique au sein du microenvironnement reste a analyser.
i. TGFB

TGFB est un facteur de croissance qui peut étre sécrété, entre autres, par les cellules
tumorales et stromales. C’est un facteur pléiotropique. Il régule I'homéostasie cellulaire sur
tous les fronts : prolifération, différenciation, survie, adhésion, migration. Son réle dans le
microenvironnement tumoral est donc nécessairement trés complexe. Dans un stade précoce
de progression tumorale, il sera capable d’induire I'apoptose des cellules tumorales tandis que
dans un stade avancé il favorisera leur croissance. Les cellules tumorales acquiérent donc une
résistance face au TGFB ce qui leur permet ensuite d’utiliser cette résistance a leur avantage.
Son action pro-tumorale s’exerce via différents mécanismes (Figure 25). ll inhibe la production
d’IL-2, perforine, granzyme et IFNy. Egalement, il inhibe la prolifération et la différenciation
des lymphocytes T effecteurs, des lymphocytes B et des cellules NKs. |l est aussi en mesure
d’altérer la maturation des DCs et diminuer I'expression de CD80/CD86. A I'inverse, le TGFB
favorise la différenciation des lymphocytes CD4+ en Treg ainsi que la polarisation des TAM en

profile like-M2, des MDSCs et TAN2342:343,
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Figure 25. Les fonctions du TGFB au sein du microenvironnement tumoral (Adapté de Kim et
Al, Journal of Hematology & Oncology, 2021)3**4, Le TGFB peut étre synthétisé par plusieurs
types cellulaires au sein du TME. Le TGFB soutient l'activité des cellules Th1l7 pro-
inflammatoires, des MDSCs, des macrophages de type M2-like ainsi que des Tregs. Les Tregs
réduisent ensuite le développement et I'expansion des lymphocytes T CD8+. Le TGF( bloque
I'induction des cellules Thl pro-inflammatoires, des cellules NK, des cellules B, des
neutrophiles, des macrophages M1-like ainsi que des DCs.

ii. VEGF

Le VEGF est un facteur pro-angiogénique qui permet une migration et une prolifération des
cellules endothéliales pour former de nouveaux vaisseaux sanguins. Les cellules tumorales se
servent de ce facteur pour créer de nouveaux vaisseaux et in fine recevoir la quantité d’02 et
de nutriments nécessaire a leur développement34. Au-dela de son réle primaire, le VEGF a un
impact sur les cellules immunitaires du microenvironnement tumoral. Il peut inhiber Ila
maturation des DC et induire les Tregs, ou encore favoriser I’expression des points de controle

immunitaire inhibiteurs (Figure 26)34®,

soy
Taseuidiy

Effector
Tcells

Immune /7 N\ /\
checkpoint | | | Cytolysis/suppression e
inhibitors \ 7 | REGS

/

Figure 26. Modulation du systéeme immunitaire par le VEGF dans le microenvironnement
tumoral (Adapté de Yang et al, Frontiers in Immunology, 2018)34’. VEGF aura un impact sur
les lymphocytes T en inhibant les cellules T effectrices et en activant les cellules Tregs qui elles-
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mémes seront capables d’inhiber I'activation des lymphocytes T anti-tumoraux. Egalement,
VEGF activera les MDSCs et inhibera les DCs.

iii. PGEz

PGE; est un lipide ayant de multiples fonctions qui appartient a la famille des prostanoides
(sous-classe des eicosanoides). Suite a I'oxydation d’acide arachidonique libéré par la
membrane plasmique, il est synthétisé grace aux cyclooxygénases (COX) puis grace aux
synthases microsomales (MPGES-1 et 2) ou cytosolique (cPGES). PGE; va pouvoir se lier a I'un
des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G. Ce récepteur est exprimé de
maniére ubiquitaire et peut moduler les niveaux de Ca%*, AMP cyclique et d’inositol
phosphate. Ceci explique le pléiotropisme de PGE,. Il va donc étre impliqué dans I'apoptose
mais aussi dans la prolifération cellulaire, I'angiogenese, I'inflammation et la surveillance
immunitaire. Dans le contexte tumoral, il a été montré que I'utilisation réguliere d’aspirine
était corrélée a un risque réduit de contracter un cancer colorectal®*. Une hypothése a donc
été formulée : l'inhibition de COX par l'aspirine permettrait une réduction de synthese
notamment de PGE; qui elle, a un effet direct sur la tumorigenése. Egalement, des
antagonistes des récepteurs de PGE; sont en développement et démontrent des effets
encourageant sur l'inhibition de la croissance tumorale sur des modeéles pré-cliniques de

cancer du célon, du poumon ou encore du sein349-3%1,

Dans le microenvironnement tumoral, les cellules tumorales exploitent les fonctions
immunomodulatrices de la PGE,. Plusieurs mécanismes rentrent en jeu comme le fait
d’inhiber la prolifération des cellules NKs et des CTLs, inhiber la différenciation et I’activation
des DCs, inhiber I'activité de phagocytose des macrophages et a l'inverse favoriser la
différenciation des lymphocytes T CD4+ en Treg et stimuler I'expansion des MDSCs (Figure

27)175.
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Figure 27. Impact du PGE; sur les cellules immunitaires dans le contexte du cancer (Adapté
de Wang, D. & Dubois, Nature Review Cancer, 2010)3*1. PGE, produite par les cellules
tumorales induit une immunosuppression grace a une régulation négative des cytokines de
type Thl et une régulation positive des cytokines de type Th2 immunosuppressives.
L'immunospurression est également induite par une inhibition de la prolifération et de
I'activité des cellules T CD8+, des cellules NK et des DCs. A l'inverse, PGE2 permettra
I'expansion des cellules Treg ainsi que des MDSCs.

b. Points de contréle immunitaire

Le deuxieme mécanisme d’immunosuppression qu’utilisent les cellules tumorales est
I'induction de I'expression de points de contréle immunitaire de types inhibiteurs, leur

permettant d’échapper encore une fois au systeme immunitaire.

Les points de controle immunitaire sont essentiels pour réguler la balance
activation/suppression du systéme immunitaire. Ces points de contréle sont, soit de nature
activatrice comme vu précédemment avec I'exemple du récepteur co-stimulateur CD28, soit
de nature inhibitrice comme PD-1 présent sur les lymphocytes T. La liste s’est étoffée au fil
des années, une trentaine de couples récepteur/ligand sont aujourd’hui répertoriés (Figure

28).
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Les cellules tumorales détournent leurs fonctions physiologiques (maintenir un état
d’équilibre, une tolérance du soi ou encore empécher I'apparition de maladies auto-
immunes).

Elles expriment de fagon aberrante les ligands des points de contréle inhibiteurs afin de limiter
I'activation des cellules effectrices. Dans la suite de cet écrit, nous nous focaliserons tout

d’abord sur CTLA-4 puis sur PD-1/PD-L1, cceur du sujet de ma thése.
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i. CTLA-4/CD80-86

En 1987, une équipe de recherche francaise basée a Marseille décrit pour la premiere fois le
récepteur homodimérique CTLA-43%3, Depuis, beaucoup d’études se sont intéressées a cet
antigene. Il interféere dans la stimulation des lymphocytes T étant donné qu’il est en
compétition avec le co-stimulateur CD28 pour CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2). Cependant, il
détient une affinité plus forte pour ces ligands que CD28 ce qui fait de lui une arme redoutable
gue met a profit la cellule cancéreuse : en inhibant la réponse T en diminuant leur

prolifération, leur différenciation et leur activation.

ii. PD-1/PD-11

Contrairement a CTLA-4, PD-1 est un récepteur monomérique. Il est composé de 288 acides
aminés et est codé par le gene PDCD1 (chromosome 1 chez la souris et 2 chez I'Homme).
Egalement connu sous le nom de CD279, il est composé de deux domaines ITIM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitor Motif) et ITSM (Immunoreceptor Tyrosine Switch
Motif). Il doit son nom « programmed death » a I'étude de 1992, du fait de son induction lors
de I'apoptose de thymocytes®>4. PD-1 est exprimé par les lymphocytes T et B, les monocytes,
les cellules NK et les DCs. Il posséde deux ligands PD-L1 (B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (B7-DC ou
CD273). Le réle de PD-L2, dans les réponses immunitaires, est controversé du fait de ses

fonctions activatrices ou inhibitrices3>>. Nous nous focaliserons ici sur PD-L1.

PD-L1 est également exprimé par un grand nombre de cellules, a savoir les lymphocytes T et
B, les DCs, les macrophages mais aussi des cellules non sanguines telles que les cellules
neuronales, les cellules souches mésenchymateuses ou encore pulmonaires et bien
évidemment par les cellules tumorales. L’expression de PD-L1 par les cellules tumorales est
induite soit: (i) par des altérations génomiques qui permettent I'amplification du géne, (ii) par
une régulation transcriptionnelle suite a I'induction de voies oncogéniques telles que AKT ou
STAT3, (iii) par des régulations épigénétiques comme la méthylation d’ilot CpG dans le

promoteur CD274, (iv) par des modifications post-transcriptionnelles ou traductionnelles, tout

88



ceci pouvant étre induit a la suite de signaux inflammatoires produits par les lymphocytes T

effecteurs (IFNy, IL-6 ou encore TNFa)3>62%7,

La régulation post-transcriptionnelle de PD-L1 est par contre mal connue. Récemment, un
régulateur CMTM6 comme stabilisateur de PD-L1 a été identifié dans un bon nombre de
cancers différents. En I'absence de CMTMB®, I'expression de PD-L1 est réduite3>®. A l'inverse,
I’ubiquitine ligase STUB1 E3 serait responsable de la dégradation de PD-L13%°. L’engagement
de PD-L1 avec son récepteur envoie également des signaux a la cellule tumorale. Cette
signalisation protege de la cytotoxicité induite par I'lFNy via une voie dépendante de
STAT3/caspase73®. L’engagement de PD-L1 sur les cellules T CD4+ va par contre induire une
signalisation inhibitrice dépendante de STAT3 qui induit une polarisation Th17 favorisant la

polarisation des TAM en M2-like et supprimant I'activation des cellules effectrices3®?.

Outre I'expression de PD-L1 a la surface de la cellule tumorale, celle-ci est également capable
de fabriquer une forme sécrétée qui garde ses fonctions inhibitrices. Le PD-L1 soluble a été
détecté dans du plasma de patients atteints d’un cancer du poumon et a été associé a un
mauvais pronostic*®2. Egalement, un nouveau variant d’épissage a été détecté et semble

inhiber encore plus efficacement les lymphocytes T effecteurs que la forme monomérique3®3.

Mécanistiquement, lorsque PD-1 se lie a PD-L1, les régions ITIM et ITSM sont phosphorylées
permettant une cascade de signalisation qui naura pas les mémes conséquences en fonction
du type cellulaire. Les tyrosines phosphatases SHP1 et SHP2 sont recrutés, permettant la
déphosphorylation des molécules de signalisation qui ciblent les voies MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) /ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) et PI3K
(Phosphoinositide 3-Kinase )/AKT et altérent la signalisation TCR des lymphocytes T
effecteurs3®*. A l'inverse, I'interaction de PD-L1 avec PD-1 exprimée sur les Treg induira
I’expression de FoxP3, soutenant leur réle immunosuppresseur3®®, Beaucoup d’études se
focalisent sur |'effet de PD-1 sur les voies de signalisations. Un débat est en cours: quelle voie

de signalisation est la cible principale de PD-1, a savoir TCR ou CD283¢6367?

Méme si cela reste a déterminer, un accord existe sur SHP2 qui est le seul partenaire direct de

PD-1. Cependant, une étude a remis en cause cette certitude : elle a montré que des souris,
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avec une délétion SHP-2 spécifique aux lymphocytes T, étaient capables de bénéficier du
blocage PD-1 dans le contexte du cancer3%®, Ceci suggére qu’un autre partenaire existe et qu’il
est tout a fait capable de fonctionner sans la présence de SHP2. De plus, I’équipe de Schatton,
a cherché a savoir si la voie PD-1/PD-L1 pouvait étre fonctionnelle dans la cellule tumorale. A
I'aide de cellules de mélanome PD1+ provenant de patients, il a été démontré que,
contrairement aux lymphocytes T oU l'inhibition des voies MAPK/ERK et PI3K/AKT est
effective, celles-ci étaient activées dans les cellules cancéreuses soutenant leur

croissance369370,

L'interaction PD-1/PD-L1 permet donc d’inhiber les cellules immunitaires effectrices. Ce
processus est largement repris par les cellules tumorales afin de parvenir a une évasion
immunitaire et permettre la mise en place d’'un microenvironnement immunosuppresseur.
Notamment, I'engagement de PD-1 sur les cellules T détourne la reprogrammation
métabolique. Il favorise la FAO au détriment de la glycolyse, la glutaminolyse et |'utilisation
des acides aminés. Ainsi comme décrit précédemment, ceci engendre une différenciation des
Th en Treg et empéche les T effecteurs d’étre actifs et de s’engager vers un phénotype
mémoire316371.372 Cette interaction sur les cellules NK diminuerait également leur activité
effectrice. Sur les TAM, I'expression de PD-1 est corrélée a la polarisation de type M2373, Une
étude a notamment montré qu’une inhibition du gene PDCD1 sur les cellules myéloides
empéchait I'accumulation de MDSC dans le microenvironnement tumoral, mais permettait
également une fonctionnalité améliorée des cellules effectrices ainsi qu’une croissance

tumorale diminuée3’4.

Toutes ces fonctions sont donc supportées par la cellule cancéreuse qui s’est adaptée pour
survivre face aux nombreuses possibilités que détient le systeme immunitaire pour la tuer.
Elle crée un environnement qui lui est complétement favorable et optimal pour sa croissance
(Figure 29). Face a ce processus bien rodé, les thérapies ciblant les points de contréle
immunitaire ont permis une avancée considérable dans le domaine de la cancérologie
impliquant une meilleure prise en charge des patients, accompagnée parfois d’une rémission

prolongée. Nous développerons cet axe dans le chapitre suivant.
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Figure 29. Environnement immunosuppresseur médié par I’axe PD-1/PD-L1 (Adapté de Guo
et al, Frontiers in Immunology, 2020)37°. PD-1 est exprimé par les cellules T CD8+ et les cellules
NK. PD-L1 est exprimé par les cellules tumorales, les DCs, les Tregs, les TAM et les fibroblastes.
La production d’IFNy, par les cellules effectrices, module a la hausse I’expression de PD-L1 par
les cellules tumorales. La liaison PD-1/PD-L1 inhibe les cellules T CD8+ et les NK.
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5. Blocage de 'axe PD-1/PD-L1

A. Bénéfice

Les ICls ont permis de révolutionner la prise en charge des patients atteints de certains sous-
types de cancers qui, avant ces thérapies, étaient incurables. Cette thérapie s’attele a réactiver
le systeme immunitaire a I'aide d’anticorps monoclonaux ciblant les points de controle
immunitaire inhibiteurs ou activateurs. Le premier anticorps testé en clinique fut I'anti-CTLA-
4, ipilimumab, mais a cause de ses effets secondaires importants, les anticorps ciblant I'axe
PD-1/PD-L1 ont rapidement pris I"ascendant (Figure 30). Actuellement le développement de
nombreuses thérapies ciblant d’autres points de contréle immunitaire comme TIM-3, LAG-3

ou encore ICOS sont a I’étude376-378,

Inactivation of T cells Activation of T cells

Anti-PD-L1

Figure 30. Mécanisme d’action de 'immunothérapie ciblant I’laxe PD-1/PD-L1 (Adapté de
Alard et Butnariu et al, Cancers, 2020)3’°. La liaison PD-1/PD-L1 inactive les cellules T. Les
anticorps thérapeutiques ciblant cet axe, a savoir anti-PD-1 ou anti-PD-L1, permettent
d’activer les cellules T.

Ces thérapies ont d’abord été adressées aux patients souffrant de mélanome ou de cancer du
poumon. Aujourd’hui, elles sont approuvées dans bon nombre de cancers tels que décrits
précédemment (Figure 5). A ce jour, deux anticorps anti-PD-1 (nivolumab et pembrolizumab)

sont autorisés en France pour traiter le mélanome, le cancer bronchique non a petites cellules,

le cancer du rein, le lymphome de Hodgkin, le cancer urothélial et les cancers épidermoides

92



téte et cou3®. Pour anti-PD-L1, I'atezolizumab et I'avelumab sont utilisés pour le cancer du
sein triple négatif, le cancer urothélial et le cancer bronchique non a petites cellules3.
L'efficacité est variable en fonction du type de cancer: pour le mélanome, 40% des patients
seront de bons répondeurs tandis que dans le cancer du poumon la proportion varie entre 20
et 30%2.

Cependant, il est important de noter que les criteres d’évaluation classique RECIST1.1 ne sont
pas optimaux pour évaluer cette efficacité. Ces criteres sous évaluent le taux de répondeurs
du fait d'une réponse particuliere survenant chez certains patients traités par
immunothérapie, appelé « pseudo-progression ». Pour le mélanome et le cancer du poumon,
le taux de pseudo-progresseurs est respectivement de 3,7 - 15,8% et 5 %. Une réponse de type
pseudo-progression est définie comme une augmentation initiale de la taille de la tumeur, due
a une infiltration de cellules immunitaires exacerbée dans le lit tumoral mais qui
s’accompagne d'une réponse au traitement8l. De nouveaux critéres, créés spécialement pour
ces traitements, tels que irRC (immune related Response Criteria) ou iRECIST sont mieux
adaptés pour évaluer la réponse a l'immunothérapie et discriminer le profil de pseudo-
progression8?,

De maniere générale, ces thérapies sont mieux tolérées qu’une chimiothérapie. Cependant,
des effets indésirables liés a I'activation excessive du systeme immunitaire peuvent survenir,
accompagnés d’effets graves (Figure 31). La détection précoce de ces effets secondaires est

primordiale pour une bonne prise en charge.
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Figure 31. Fréquence des effets secondaires liés aux inhibiteurs de points de contréle ciblant
'axe PD-1/PD-L1 (Ann Intensive Care, 2019. doi: 10.1186/s13613-019-0487)3%3, La taille du
cercle en bleu représente l'incidence des effets secondaires, la taille du cercle en rouge
représente les effets secondaires graves lll et IV.

Le mécanisme d’action de ces thérapies reste mal connu. L’anti-PD-1 renforce la réponse
effectrice médiée par les lymphocytes T mais peut, a priori, aussi soutenir la réponse B et
accroitre la production d’anticorps ainsi que restaurer les fonctions des cellules NK38, Une
étude longitudinale a montré que le microenvironnement tumoral des patients répondant au
traitement par ’anticorps anti-PD-1, s’avérait étre enrichi en cellules T CD8+ et cellules NK38>,
Egalement, le répertoire TCR des patients répondeurs était augmenté.

Cette différence de composition semble émerger en début de traitement3®®, Elle permettrait
aussi de reprogrammer le métabolisme des lymphocytes T pour leur fournir la capacité de
proliférer323, Pour I'anti-PD-L1, une plus faible toxicité a été décelée puisque que PD-1 peut
toujours se lier a son autre ligand PD-L2. Le mécanisme d’action de I'anti-PD-L1 peut étre
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accompagné par une régulation positive des signaux délivrés par les DC, car PD-L1 ne peut
plus se lier a CD80. Comprendre les mécanismes sous-jacents pourrait permettre de mieux

cibler les futurs patients répondeurs et proposer de nouveaux biomarqueurs.

B. Biomarqueurs

L'identification de biomarqueurs est un enjeu majeur pour prédire I'efficacité de réponse aux
ICls. Notamment les effets secondaires, parfois importants, associés aux ICls poussent les

recherches a trouver quels patients pourront étre de bons répondeurs.

a. Expression de PD-L1

L’évaluation de I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales ou immunitaires est I'un des
marqueurs prédictifs le plus largement utilisé. Ce statut est mesuré par immunohistochimie
(IHC) et correspond a la proportion de cellules tumorales et/ou cellules immunitaires positives
pour PD-L1 ou PD-1. En toute logique, on s’attendrait a ce qu’un taux élevé soit corrélé a un
taux de réponse accru aux ICls. Lors de I'une des premieres études pivots sur le nivolumab,
des patients atteints de divers cancers solides ont été recrutés. Cette étude a montré que
seules les tumeurs avec une expression de PD-L1 >5% répondaient aux traitements, en

comparaison aux tumeurs qui n’exprimaient pas de PD-L13%’,

Cependant, les conclusions ne sont pas si simples. De nombreuses études ont démontré des
effets contradictoires, notamment, a cause de méthodes non standardisées dans les
différentes études cliniques (différents seuils d’expression de PD-L1, différents systemes de
notation, différents kits d’IHC provenant de multiples fournisseurs et anticorps de détection
provenant de clones distinct). De plus, I’hétérogénéité tumorale et le stade de développement
peuvent aussi étre des facteurs confondants. Dans une étude, 73 cas de patients avec un
cancer primitif du poumon et des métastases cérébrales ont révélé une discordance

significative dans I'expression de PD-L1 entre les tumeurs primaires et métastatiques32®.
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b. Systéme de réparation des mésappariements

Un autre biomarqueur utilisé en clinique est le systéme de réparation des mésappariements
(MMR) qui permet de corriger les défauts lors de la réplication de ’ADN. Le maintien de ce
systeme contribue a une stabilité génomique; a l'inverse sa réduction favorise
I’'oncogenese38939, Ce déficit de MMR provoque une instabilité des microsatellites (MSI) qui
conduit a une augmentation de mutations associée a un meilleur pronostic chez des patients
recevant I’anti-PD-1/PD-L13%%, Une autre mutation, celle de POLE (impliqué dans la réparation
des erreurs causées par la réplication de I’ADN) est a I'étude. Il a été démontré que des
patientes atteintes d’un carcinome de I'endometre avec une mutation POLE répondaient

mieux au traitement3°2.

c. Charge mutationnelle

La charge mutationnelle, comme citée précédemment, est souvent utilisée comme
biomarqueur prédictif de la réponse aux ICls. Cependant, il a été montré que ce biomarqueur
ne semble pas étre un bon indicateur dans tous les sous-types tumoraux. Il semblerait que ce
biomarqueur puisse étre efficace s’il est combiné a la composition clonale de la tumeur. Il a
été montré qu’une charge mutationnelle élevée dans une tumeur homogene -c’est a dire peu
de mutations sous-clonales- était associé a des bénéfices cliniques et a une sensibilité accrue
au traitement anti-PD-1/PD-L1 par rapport a une tumeur avec un taux élevé de mutations
sous-clonales3?3, De plus, il s’agit d’'un marqueur testé sur une biopsie a site unique. Selon la
masse tumorale, le préléevement peut ne pas étre représentatif avec le risque d’une
surestimation du niveau de mutation. Ceci peut expliquer pourquoi ce marqueur n’est pour le

moment pas suffisamment puissant pour prédire la réponse aux ICls.

d. Oncogenes

Dans la méme veine, l'identification de mutations qui affectent I'expression de PD-L1 a la
surface des cellules tumorales comme celles touchant EGFR, KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten Rat

Sarcoma viral oncogene homolog) et ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) permet de prédire
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une réponse ou non aux ICls. Les patients avec une mutation sur EGFR, bien qu’ils régulent
positivement I’expression de PD-L1, ont une réponse plus faible aux traitements anti-PD-1/PD-
L1 par rapport aux patients avec un EGFR non muté3943%, Les patients ayant le réarrangement
ALK ont eu une régulation a la baisse de PD-L1. lls présentent également un moins bon taux
de réponse3°®397 A I'inverse, des patients avec une mutation KRAS semblent mieux répondre
aux anti-PD-13%8, Notamment, dans le cas des adénocarcinomes pulmonaires, KRAS est le
facteur oncogénique le plus courant. Une hétérogénéité phénotypique associée aux mutants
KRAS existe. Une co-mutation KRAS et TP53 représente un groupe distinct ainsi qu’une
inactivation de STK11/LKB1 associée a KRAS mutant. Ce dernier sous-groupe est associé a une
moins bonne réponse aux anti-PD-1 et également a un microenvironnement immunitaire de

tumeurs « froides »3%°.

e. Microbiote

Le microbiote peut aussi étre utilisé comme indicateur de la réponse aux ICls. En effet, en
fonction des bactéries présentes, une réponse efficace ou non pourra étre associée. Par
exemple un taux élevé de Faecalibacterium est corrélé a un taux de réponse élevé chez les
patients recevant de I'anti-PD-1, a 'inverse d’une colonisation par Akkermansia muciniphila

(Figure 32)%00401 pe ce fait, la composition du microbiote semble étre un bon facteur

pronostic.

Bactéries Effet principal sur I'immunité Prédiction de I'effet du traitement Modéle

A. muciniphila Recrutement accru Réponse anti-tumorale efficace Souris/Humain
de cellules CCR9 CXCR3 CD4 Tdansle lit
tumoral

E. hirae Augmentation de I'lL-12 sécrétée par le DC Réponse anti-tumorale efficace Souris/Humain

E. faeciumC. aérofaciens Augmentation des cellules CD8 T spécifiques Réponse anti-tumorale efficace Souris/Humain

B. adolescentisK. pneumoniae aux néoantigénes et diminution de

V. parvulaP. merdae Fox3P CD4 Treg dans le microenvironnement

Lactobacillus sp. B. longum tumoral

Bifidobactérie Augmentation de la production d'IFN-y et Réponse anti-tumorale efficace Souris
cohmplexe majeur d'histocompatibilité Classe
" bc

Fécalibactérie Cellule effectrice périphérique accrue CD4 et Réponse anti-tumorale efficace Souris/Humain
cb8 T

Bactéroidales Augmentation des Treg périphériques et des Mauvaise réponse anti-tumorale Souris/Humain

cellules suppressives dérivées des myéloides
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Figure 32. Récapitulatif des bactéries présentes dans le microbiote et leurs impacts sur la
tumeur (Adapté de Yi et al, Molecular Cancer, 2018)4%2,

f. Immunoscore

La présence de lymphocytes T CD8+ peut aussi étre un bon biomarqueur prédictif. En
particulier, I'immunoscore tumoral est une nouvelle méthode de classification qui s’appuie
sur l'infiltration des cellules T précédemment citées: il s"avere étre un bon prédicteur dans les
cancers colorectaux!’®. Cependant, le statut des cellules T CD8+ semble aussi étre important
dans la fiabilité de prédiction. En effet, une étude a montré qu’une proportion plus importante
de cellules CD8+ qui expriment PD-1 permettra aux patients de mieux répondre aux thérapies

anti-PD-1/PD-L143,

g. Sang périphérique

Les biomarqueurs détectés dans le sang périphérique sont également tres étudiés. A l'inverse
d’une biopsie, le prélevement sanguin a l'avantage d’étre tres peu invasif. Plusieurs

marqueurs sont donc en cours de développement.

Le rapport neutrophiles/lymphocytes (NLR) est par exemple associé a une moins bonne
réponse?®®, Le faible taux de LDH (lymphocyte déshydrogénase) est lui associé a une meilleure
réponse. Ceci a amené a proposer un indice pronostic immunitaire pulmonaire (LIPI) qui
regroupe ces deux indicateurs. Trois groupes ont été définis en fonction de I'association du
rapport NLR et du taux de LDH, I'analyse de prés de 4 000 patients a démontré la puissance

prédictive de leur association®®,

Le taux de cytokines s’avere aussi étre un bon marqueur. Entre autres, un niveau élevé d’IFNy
est corrélé a une meilleure réponse a I’anti-PD-1 dans le cancer du poumon*°®4%7 Récemment,
il a été montré que la perte de Polybromo-1 (PBRM1) pouvait altérer la voie de signalisation
de I'lFNy. La mutation PBRM1 étant aussi associée a une plus faible réponse au traitement

dans le cancer rénal*®®, celle-ci pourrait devenir un futur biomarqueur routinier.
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La détection d’ADN tumoral circulant (ADNct) permet également d’obtenir des informations
liées a la future réponse. Par exemple, la présence persistante d’ADNct pendant le traitement

est associée a une moins bonne réponse chez des patients atteints de mélanome?®,

PD-L1, qui a plusieurs variants d’épissage, peut étre sous forme soluble. La détection de PD-
L1 soluble avant le traitement est associée a un mauvais pronostic. Cependant, si ce taux
augmente rapidement apres traitement par des ICls, cela pourrait indiquer le déclenchement

d’une réponse immunitaire spécifique et puissante contre la tumeur*,

Avec les nouvelles connaissances autour de la question « comment les cellules tumorales
échappent au systéme immunitaire ? », il semble que seule une association de marqueurs
permettra de sélectionner efficacement les patients répondeurs des non-répondeurs. Ce large
cadre composé de plusieurs biomarqueurs s’étoffe d’année en année et devient de plus en

plus précis (Figure 33).

(i) Tumor cells (iv) Host-related markers

* General characteristics:
gender, age, body fat
distribution;

* Intestinal commensal
microbiota;

* Host germline genetics:

HLA diversity and other

specific mutations;

* PD-L1 expression;

+ TMB;

* DDR pathways:
dMMR/MSI;

* Specific mutated
gene pathways: IFN-y
pathway, KRAS, STK11;"

* Neoantigen load;

(ii) Tumor microenvironment
(v) Immune-related
adverse events

« PD-L1 expression; (iiii) Circulating factors

¢ Tumor-infiltrating immune cells:

Peripheral blood cells:
* Endocrine irAEs:

Immune status of TME: immunologic myelogenous cells,

classification, immunoscore; eosinophils, nacrophages, thyroid dysfunction;
Immune cells with specific phenotypes: CD4*'ICOS'T cells, CTCs; * Skin irAEs: vitiligo,
CD39*CD8'T, CD4'T cells, FOXP3'T cells, *  CctDNA; pruritus, lichenoid
TAMs, myeloid cells, NKp46* cells; * Other circulating molecular: toxicity;

Diversity of immune repertoires: TIL exosomal PD-L1, soluble

richness and clonality, TCR clonality; proteins, cytokines and

inflammatory factors;

Figure 33. Les différents biomarqueurs prédictifs de I’efficacité des ICls (Bai et al, Biomarker
Research, 2020)*!. Détails des biomarqueurs liés aux cellules tumorales, des biomarqueurs
du microenvironnement immunitaire tumoral, des facteurs circulants, des facteurs liés a I'hote
et des événements indésirables liés au systéme immunitaire.
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C. Les Résistances cliniques

Bien que les immunothérapies aient permis une avancée fulgurante dans la prise en charge
des patients atteints de cancers, il n’en reste pas moins que la plupart des patients ne
répondent pas aux traitements comme espéré. Dans les parties suivantes, nous aborderons

les différents types de résistances et leurs mécanismes associées aux ICls (Figure 34).
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Figure 34. Représentation graphique des différents types de résistances pouvant survenir
suite aux traitements ciblant I'axe PD-1/PD-L1 (Adapté de Frelaut et al, Int J Mol Sci, 2019)**2,
Evolution tumorale dans le temps, suite a I’'administration d’ICIs de type PD-1 ou PD-L1.

a. Hyperprogression

Depuis l'une des premieres publications par Champiat et al. qui rapporte le cas de patients
hyperprogresseurs, de nombreuses études ont été publiées dans ce sens. Cette réponse,
paradoxale n’est cependant pas encore completement acceptée dans la communauté
scientifique. La définition communément admise de I’"hyperprogression est une accélération
de la croissance tumorale suite a I'administration d’un ICI, supérieur a ce qui est attendu dans
le cadre d’une progression conventionnelle sans traitement. Le point principal que nous
pouvons relever est que, vraisemblablement, une réponse spécifique suite aux traitements

par ICls est observable en clinique par rapport a d’autres thérapies. Une étude a comparé la
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survenue d’une réponse hyperprogressive suite a I'administration de chimiothérapies
conventionnelles versus ICl chez des patients atteints de cancer du poumon. Le pourcentage
rapporté de patients hyperprogresseurs a été de 5,1% pour la chimiothérapie versus 13,8%
pour I'ICI*13, Ce type de réaction est donc exacerbé chez des patients traités aux ICls. Cette
réponse peut survenir dans presque tous les cancers traités par les ICls mais de maniere

extrémement variable en fonction de leurs sous-types (4% a 29%)38L.

Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer ce mécanisme. Afin de faire un état des
lieux de cette question et ainsi mieux comprendre les enjeux de cette observation clinique,
nous avons écrit une mini revue publiée dans Frontiers in Immunology en 2020 (Annexe I). La
conclusion de ce travail est qu’il reste a ce jour compliqué d’expliquer ce mécanisme du fait
de la faible disponibilité d’échantillons de patients. Cette question pourrait faire I'objet d’'une
étude a I'aide d’'une cohorte homogene d’échantillons de patients avant et aprées traitements.
L’obtention de résultats comparables permettrait de comprendre ce que le blocage des points

de contréle immunitaire provoque.

b. Résistance primaire

La résistance initiale aux traitements de type ICl concerne environ 60% des patients*!4. Une
définition consensuelle a été proposée depuis peu par un groupe de travail. Une résistance
primaire (ou innée/de novo) doit étre distinguée d’une pseudo-progression : la durée
d’exposition au médicament requise pour la classification de cette résistance est donc
extrémement importante. Ce groupe a déterminé que si une personne, apres avoir recu au
moins 6 semaines d'exposition aux ICls (soit deux cycles complets) pendant 6 mois maximum,
présentait toujours une progression de la maladie, elle pouvait étre considérée comme ayant
une maladie avec une résistance primaire. Cette résistance est définie par I'incapacité des
cellules immunitaires a produire une réponse anti-tumorale suite a I'exposition au

traitement?*®.

Cependant, une zone grise existe, moins de 5% des patients auront a la premiere imagerie une

régression partielle et développeront ensuite une progression de la maladie dans les 6
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premiers mois. Pour simplifier I’éligibilité aux essais cliniques, ces patients sont définis comme

ayant une résistance primaire.

Pour ce type de résistance aux ICls, au-dela de comprendre quels mécanismes sont impliqués,
il est crucial, pour la prise en charge future des patients, d’identifier les bons biomarqueurs
qui permettront de définir les combinaisons de traitement potentiellement efficaces. En effet,
cette résistance implique que la thérapie n’a aucun effet sur la progression tumorale. Par
conséquent, la résistance peut étre déja présente et n’est pas définie comme une réponse a

la thérapie.

i.  Mécanismes de résistance extrinséque a la cellule tumorale

Les mécanismes de résistance extrinseque impliquent les composants autres que les cellules
tumorales du microenvironnement tumoral : toutes les cellules immunosuppressives

précédemment citées peuvent jouer un role dans cette résistance primaire.
Dans les mécanismes principaux découverts nous pouvons citer :

— L’expression des ligands inhibiteurs de points de contréle immunitaire tel que PD-L1

ou CTLA-4, permettant une inhibition locale des CTLs*!4,

— De fagon similaire I'intensité d’expression de PD-1 sur les lymphocytes T CD8+ peut
induire une résistance. En effet, des cellules CD8+ avec une forte expression de PD-1
ne pourront pas étre réactivées par la thérapie et resteront dysfonctionnelles*'®, TOX
(Thymocyte selection-associated high mobility group box gene) a récemment été
identifié comme un régulateur positif de PD-1. Son niveau d’expression par les cellules
CD8+ infiltrant les tumeurs est corrélé négativement avec le taux de réponse a I’anti-
PD-1 chez les patients atteints de cancer du poumon et de mélanome*!’. Il semble que
TOX agisse en réduisant la dégradation de PD-1 et en favorisant sa translocation a la

surface de la membrane des lymphocytes T CD8+ 418419,

— Les points de contréle immunitaire tels que TIM3 et LAG3 peuvent également étre

régulés de prime abord a la hausse par les lymphocytes T. Ceci implique que le blocage
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seul de I'axe PD-1/PD-L1 ne sera pas suffisant pour réactiver les lymphocytes T4%°, Tout
ceci peut étre en lien avec I'épuisement irréversible des cellules T qui, de fait, contribue

a la résistance aux ICls.
— La sécrétion de cytokines immunosuppressives comme le TGFB ou I'lL-10.

— Les fibroblastes jouent également un role. En présence de TGFp, les fibroblastes vont

acquérir un phénotype pro-tumoral (CAFs Cancer-Associated Fibroblasts).

ii. Mécanismes de résistance intrinséque a la cellule tumorale

Ces mécanismes de résistance intrinseque comprennent I'expression ou la répression de
certaines voies ou certains genes dans la cellule tumorale qui empéchent l'infiltration ou le
fonctionnement des cellules immunitaires méme si celles-ci sont réactivées par la thérapie.
Certaines ont été abordées dans les parties précédentes puisqu’initialement ces voies
permettent a la tumeur d’évoluer. Elles ne sont donc pas forcément activées du fait de la
thérapie mais bien déja fonctionnellement actives avant I'administration du traitement. Ceci
implique donc que les ICls ne sont pas assez puissants pour contourner les mécanismes déja
mis en place par la tumeur. Ce point montre toute la subtilité d’'un biomarqueur efficace qui
prédira si la tumeur est déja « congue » pour étre résistante ou non. Ces mécanismes incluent
I'altération des voies permettant la fabrication et I'expression des antigenes, I'altération du
CMH I, la mutation des voies oncogéniques ou encore I'expression constitutive des ligands des
points de controle. De ceci en découle de multiples mécanismes intrinséques a la tumeur

associés a cette résistance innée aux ICls.

Le dysfonctionnement de la présentation de I'antigene par le CMH | est I'un des processus de
résistance les plus importants. Le B2-microglobuline est un composant essentiel a la bonne
présentation de I'antigene par le CMH |. Le B2-microglobuline muté a pour conséquence un
mauvais transport du CMH | a la surface de la membrane plasmique. Cette mutation est
fréquemment retrouvée mutée dans les cancers colorectaux impliquant une résistance

primaire*?!, De plus, la mutation de B2-microglobuline est trois fois plus élevée chez les
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patients non répondeurs en comparaison avec les patients répondeurs atteints de

mélanome??2,

La voie oncogénique MAPK permet, entre autres, la production de VEGF et d'IL-8 qui ont des
effets inhibiteurs sur le recrutement et le fonctionnement des lymphocytes T#%, Il a été
montré que les inhibiteurs de MAPK augmentaient la fonction des lymphocytes T ainsi que

I’expression du CMH | et de PD-L1 dans le cancer du poumon?2442>,

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) est un régulateur négatif de la voie de signalisation
PI3K. La perte de PTEN qui est détectée chez 30% des patients atteints de mélanome?*2%427,
Cette perte est associée a une diminution significative de I'expression des genes de I'lFNy, du
granzyme B et de l'infiltration des cellules CD8 + T. De plus, la détection de la perte de PTEN

est plus élevée dans les tumeurs non infiltrées par les lymphocytes T428429,

Une signalisation aberrante de la voie de signalisation WNT/B-caténine est aussi associée a
une résistance. En particulier, la B-caténine empéche le recrutement des DCs CD103+ et des
lymphocytes T. Ceci implique que les DCs ne peuvent plus jouer leur role de CPA et inhibent

par conséquent I’activation potentielle des lymphocytes T43°,

Le remodelage de la chromatine par le complexe SWI/SNF (fréqguemment muté dans les
cancers) semble aussi étre impliqué dans la résistance. L’étude des analogues mammiferes
BAF (BRG1-Associated Factor) et PBAF (Polybromo-associated BAF) a montré des
conséquences différentes. L'inactivation de BAF augmente l'instabilité des microsatellites et
le fardeau mutationnel permettant une sensibilisation des tumeurs a I'anti-PD-L1%%!; tandis
que si PBAF est inactivé, une accessibilité accrue a la transcription des genes inductibles par

IFNy ainsi gu’un meilleur recrutement des TILs ont été démontrés*32.
y

Egalement, 'augmentation de CD73 qui favorise I'épuisement des lymphocytes T contribue a

la résistance aux ICls*33434,

Le défaut d’activation de la voie IFNy a été identifié comme un mécanisme de résistance innée.
Lorsque les lymphocytes T reconnaissent I’antigene tumoral, ils produisent de I'IFNy qui

pourra se lier a ses récepteurs et activer la cascade de signalisation impliquant un grand
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nombre de génes qui ont, pour la plupart, des effets antitumoraux*”414, Néanmoins, I'IFNy
permet également I'activation de la voie JAK1/2 (Janus Kinase) responsable de la régulation
de PD-L1. Par conséquent, si cette voie est inactive, méme si les lymphocytes T engendrent
une réponse avec production d’IFNy, ceci ne conduira pas a une expression réactive de PD-
L1. Par conséquent, ces patients sont considérés comme constitutivement négatifs pour PD-
L1 et ne répondant pas aux ICIs**>43¢_Ce défaut d’activation de la voie médiée par I'IFNy peut
également réguler a la baisse I'expression de CXCL9 et CXCL10 nécessaire au trafic des

lymphocytes T4%.

Toutes ces études ont démontré I'implication de différentes voies de signalisation qui
engendraient une résistance aux ICls. Dans cette optique, une étude a identifié un ensemble
de génes impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse, dans I'angiogenése et dans
la cicatrisation des plaies appelé signature de résistance innée a I'anti-PD-1 « IPRES », est
préférentiellement exprimé dans les cancers qui ne répondent pas a la thérapie tel que le

mélanome métastatique ou le cancer du pancréas®’.

Tous ces processus, qui permettent la production d'un microenvironnement
immunosuppresseur ou qui permettent a la cellule tumorale de ne pas étre reconnue par le
systeme immunitaire contribuent a une résistance primaire. Cependant, pour le moment,
leurs processus de mise en ceuvre restent mal connus. Le lien entre mécanisme déja présent

et ce qui supplante la thérapie est complexe a appréhender.

c. Résistance Secondaire

La résistance secondaire ou acquise est définie par une progression de la maladie sous
traitement aprés que le patient ait eu une réponse initiale prolongée supérieure a 6 mois*>.
L’utilisation croissante des ICls s’est accompagnée d’une augmentation du nombre de patients
présentant ce type de résistance. Il a été observé qu’environ un quart voire un tiers des

patients atteints de mélanome présentait une résistance secondaire**8, Les mécanismes sous-
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jacents sont étudiés depuis peu pour les ICls. Ces mécanismes sont complexes a identifier : ils
sont la conséquence du traitement contrairement a la résistance dite innée. Au cours du
temps, les cellules tumorales et immunitaires présentes vont subir des changements
phénotypiques et génétiques. Il est donc extrémement compliqué d’identifier les mécanismes
sous-jacents et de déterminer quand ceux-ci se mettront en place. Il est par contre important
de signaler que des facteurs qui déterminent une résistance initiale sont également
susceptibles de se mettre en place au cours de la thérapie pour entrainer I'apparition d’une
évasion immunitaire secondaire.

Entre autres, les données cliniques sur la résistance acquise aux ICls sont peu documentées.
Une récente publication a identifié 13 rapports cliniques qui regroupent au total seulement
58 patients ayant développé une résistance secondaire tous types de tumeurs confondus
(Figure 35). Ce constat révéle bien que les hypotheses avancées sont pour le moment encore

a vérifier et qu’elles sont finalement peu nombreuses.

# of patients

Antigen IFN-gamma Neoantigen Tumor-mediated Additional Unknown
presentation signaling depletion immunosuppression inhibitory
checkpoints

Figure 35. Nombre de cas cliniques par mécanismes de résistance acquise (Schoenfeld et
Hellmann, Cancer Cell, 2020)**°. Histogramme empilé récapitulant le nombre de patients
présentant le mécanisme de résistance, issus de différentes études scientifiques.
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i. Le concept d’immunoediting

Ce concept émane de la théorie des trois « E » précédemment décrit. En effet, il implique une
premiére phase ou la thérapie va permettre une élimination des cellules cancéreuses liée au
fait que les cellules effectrices anti-tumorales ont été réactivées, une seconde phase
d’équilibre ou une sélection clonale des cellules tumorales va se mettre en place, pour
permettre la troisieme phase, I'’échappement au systéeme immunitaire malgré la présence de

la thérapie.

L’'un des mécanismes est en lien avec les néo-antigenes. L’analyse de tissus tumoraux avant
et aprés traitement provenant de patients avec une résistance acquise a montré une
élimination de 7 a 18 néo-antigenes. Ces néo-antigenes étaient en effet capables de
provoquer I'expansion clonale de lymphocytes T#%0. Ceci suggérant bien que, suite a la

thérapie, une pression de sélection s’était produite.

Ainsi que décrit précédemment, I'un des mécanismes d’échappement de la cellule tumorale
au systeme immunitaire est la perte de fonction de la B2-microglobuline, entrainant un défaut
dans la machinerie de présentation d’antigene. Ceci peut provoquer une résistance primaire
mais également secondaire. Des études ont démontré que cette perte d’expression est
associée a une résistance acquise aux ICls dans les cancers colorectaux, mélanome et de

poumon?21,422:441-443

De fagon similaire, les mutations JAK1/2 ont également été détectées chez des patients
présentant une résistance secondaire. En effet, suite a un séquencage de I'exome entier de
quatre patients, chez deux patients les mutations de JAK1/2 se sont révélées essentielles dans
I’échappement de la tumeur a la thérapie**l. Cependant, mise a part une étude récente qui a
confirmé, suite a une manipulation génétique de JAK1/2 dans des lignées de mélanome,
I'importance de cette voie dans la sensibilisation a I’anti-PD-1%*3, 3 notre connaissance, aucune
autre étude n’a démontré I'implication de JAK1/2 dans la résistance acquise aux ICls. Ce
mécanisme de résistance acquise nécessite une exploration plus approfondie : entre autres,
dans quelle mesure d’autres altérations génomiques de la voie IFNy peuvent-elles contribuer

a la résistance aux ICls, au-dela de JAK1/2 ?
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ii.  Signalisation inhibitrice supplémentaire

Peu de recherches existent sur les facteurs extrinseques conduisant a une résistance
secondaire. Une étude a montré une augmentation de Treg dans le microenvironnement
tumoral. L’analyse par RNAseq de ces cellules a révélé une surexpression des voies d’activation
du TGFB et de I'lL-10. Une augmentation des MDSCs exprimant PD-L1 et galectin-9 a

également été détectée chez des patients ayant une résistance secondaire*?.

Au-dela de l'augmentation d’une sous-population immunitaire particuliere, d’autres
publications se sont intéressées aux autres voies inhibitrices des points de contréle
immunitaire précédemment cités. Des études précliniques et cliniques ont notamment
montré une régulation positive de TIM3 induisant une résistance secondaire aux |CIs30444,
Johnson et al. ont aussi démontré que I'expression de CMH Il par les cellules tumorales pouvait
caractériser un sous-ensemble capable d’entrainer un mécanisme d’échappement via une
pression de sélection des lymphocytes infiltrant les tumeurs qui expriment des ligands
alternatifs LAG3 et FCRL6%*. Un autre point de contréle inhibiteur VISTA a parallélement été
identifié comme soutenant un mécanisme de résistance acquise chez des patients atteints de

mélanome et traités a I’anti-PD14%6.

D’autres publications ont montré une augmentation du rapport kynurénine/tryptophane ou
de CD73, chez des patients avec une résistance acquise*3344’, Ceci suggére un mécanisme de

résistance en lien avec une altération métabolique.

iii. Epuisement secondaire des lymphocytes T

Comme nous I'avons expliqué ci-dessus, un groupe de cellules T effectrices se transforme de
fagon physiologique en cellules mémoires. Ceci implique que lorsque ces cellules rencontrent
de nouveaux antigénes tumoraux elles pourront étre réactivées. Les lymphocytes Tem sont
augmentés chez les patients qui répondent aux ICls. Cependant, si le niveau élevé d’antigenes
tumoraux se maintient et que les cellules T, réactivées par le blocage PD-1/PD-L1, ne
parviennent pas a devenir des cellules T mémoires, la durabilité de la réponse sera limitée*4®-
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450 pauken et al. ont montré que I'anti-PD-1 réactive aussi les cellules Tex CD8+ et que celles-
ci sont incapables de se différencier en cellules mémoires du fait d’un programme

épigénétique distinct*?,

D. Contourner les résistances

Toutes ces données révelent que peu de choses sont connues sur les mécanismes sous-jacents
impliqués dans la résistance innée mais surtout acquise aux immunothérapies anti-PD-1 et
anti-PD-L1. L'une des explications est la difficulté a obtenir des échantillons appariés de
patients avant et aprés résistance. Au-dela de cette compréhension, beaucoup d’équipes se
sont intéressées, non pas a savoir quel mécanisme précis était responsable, mais plutot

qguelles combinaisons seraient capable de I'inverser.

Augmenter I'efficacité et le taux de réponse des ICls est aujourd’hui un enjeu majeur. Aussi,
le nombre d’essais cliniques de combinaison de traitements s’est considérablement
développé (Figure 36). A titre d’exemple, en mars 2020, la FDA a approuvé la combinaison de

nivolumab avec ipilimumab pour le traitement des carcinomes hépatocellulaires avancés.
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Figure 36. Nombre d’essais cliniques associés avec les 38 plus prometteuses cibles aux anti-
PD-1 ou anti-PD-L1 (Tang, J. et al., Nature Review Drug Discovery, 2018)*2. Au centre du cercle
le nombre d’essais cliniques impliquant la thérapie indiquée.
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Chapitre Il. Résultats

Caractérisation de modeles tumoraux syngéniques de souris

détenant une résistance acquise aux anti-PD-1/PD-L1.

1. Introduction

Comme nous I'avons vu dans les chapitres précédents, les ICls ont révolutionné la prise en
charge de certains patients atteints de cancers. Cependant, les résistances qui surviennent
suite a 'administration de ces traitements sont nombreuses. Permettre une augmentation de
I'efficacité des traitements chez les patients qui ne répondent pas ou plus, est ainsi aujourd’hui
un enjeu majeur. Afin de permettre une meilleure prise en charge, comprendre quels
mécanismes sont impliqués est crucial. Les résistances de type « innées » peuvent étre plus
facilement étudiées grace notamment aux modeéles tumoraux murins insensibles aux
traitements, mimant ainsi la réponse observée chez certains patients. A contrario, I'étude des
résistances de type « acquises » est encore aujourd’hui un challenge.

La premiere partie de ce travail, que j’ai effectué durant mon stage de master 2, a été de
développer des modeles tumoraux pré-cliniques robustes détenant une sensibilité partielle
aux anti-PD-1/PD-L1. L'objectif de ces développements a été de tester des combinaisons
thérapeutiques, dans le but de proposer une alternative plus efficace aux patients.

Dans cette optique, apres une premiere sélection de 20 lignées cellulaires, la tumorigenése de
celles-ci s’est avérée effective dans 14 d’entre elles. Nous avons testé leurs sensibilités aux
anti-PD-1 ou anti-PD-L1 : 8 modeéles se sont révélés partiellement sensibles.

A partir de ce premier travail, Chloé Grasselly (ancienne doctorante du laboratoire) et moi-
méme avons testé des combinaisons de traitements avec des chimiothérapies
conventionnelles et caractérisé le microenvironnement ainsi généré sur les modeles
partiellement sensibles. Ces résultats ont fait I'objet d’'une publication dans Frontiers in

Immunology en 2018 (Annexe 2).
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Les travaux de ma thése se sont inscrits dans la continuité de ces résultats. En effet, la
deuxieme partie de ce travail a été de développer des modeles tumoraux pré-cliniques
mimant une résistance acquise aux ICls, a partir des modeles tumoraux pré-cliniques
précédents partiellement sensible. L'objectif de ce développement a été d’avoir a notre
portée un outil simple pour évaluer de nouvelles combinaisons thérapeutiques transposable
aux patients réfractaires, ainsi que générer de nouvelles hypotheses mécanistiques afin de
comprendre comment la résistance aux ICls se met en place. Nous sommes donc partis des
modeles partiellement sensibles précédemment cités. Dans I'idée ou chaque type de cancers
aura potentiellement un mécanisme de résistance différent, il nous a semblé important de
générer plusieurs types tumoraux avec une résistance acquise a savoir : MC38, un modele
colorectal ; MB49 et MBT2, des modeles de vessies ; RENCA, un modeéle rénal ; et TyrNras, un
modele de mélanome. La création de cette résistance s’est effectuée par implantation en
série. Une fois que la tumeur a atteint son volume éthique et apres traitement par les ICls, la
tumeur est prélevée et réimplantée dans une souris naive. Celle-ci est de nouveau traitée aux
ICIs, puis réimplantée dans une souris naive une fois le volume éthique atteint. Ces
implantations en série, sous pression de sélection aux ICls, nous ont permis d’obtenir, a force
de passages, une résistance compléte aux ICls que nous avons qualifié d’acquise.

Notre approche, pour cette publication, s’est voulue descriptive, avec des analyses
immunologiques et moléculaires.

Pour ce faire, nous avons développé un panel d'immunophénotypage de 29 marqueurs
permettant une analyse approfondie du microenvironnement tumoral immunitaire a I'état
basal. Cette premiére technique nous a permis de comparer les modéles sauvages (Wild type
: WT) partiellement sensibles et les modeéles résistants aux ICls, en termes de changement de
proportion et d’activation des cellules immunitaires présentes au sein des tumeurs.

La deuxieme approche que nous avons choisie a été un génotypage par RNAseq de nos
modeles a I'état basal. Nous avons comparé quelles voies pouvaient étre altérées et quels
genes étaient préférentiellement inhibés ou surexprimés en fonction des modeles.

L’objectif ultime de cette étude étant, bien évidemment, de pouvoir proposer aux patients

des alternatives thérapeutiques, nous avons testé, dans un troisieme volet, des combinaisons
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de traitement afin de contourner la résistance induite aux anti-PD-1/PD-L1. De ces
combinaisons, certaines semblent trés prometteuses, en particulier, anti-TNFa et anti-CD47
ou encore aLy6G qui, en combinaison avec anti-PD-1, ont permis chez certaines souris une
rémission compléte suite a I'implantation du modele MC38 aPD-1-R, connu pour étre tres
agressif.

Ces modeles permettent de fournir une nouvelle approche innovante pour comprendre ce
mécanisme complexe de résistance acquise aux anti-PD-1/PD-L1 et de tester de nouvelles
combinaisons thérapeutiques.

Cet article est en cours de révision dans le journal Cancer immunology research.
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Abstract

Immune checkpoint inhibitors, such as antibodies directed against PD-1 and PD-L1, have been
shown to produce durable responses in a subset of patients. However, many patients either
are refractory or ultimately relapse due to acquired resistance mechanisms. As the underlying
mechanisms of this secondary resistance are not well understood, we developed five
syngeneic murine tumor models to characterize in vivo variants with acquired resistance to
PD-1 and/or PD-L1 antibodies. Resistant in vivo models were obtained by serial
treatment/reimplantation cycles in immunocompetent mice bearing MC38, MB49, MBT2,
TyrNRas or RENCA tumors. Spectral cytometry was applied to characterize modifications in
the tumor immune microenvironment. RNAseq analyses were performed to identify
differences in expression profiles between sensitive parental models and their resistant
counterparts. Alterations in the tumor immune microenvironment were highly heterogeneous
amongst resistant models, and are thus representative of the diversity expected in patients.
Each resistant model displayed multiple modifications in the tumor immune infiltrate in
comparison to the wild type model, involving selected lymphoid and/or myeloid
subpopulations. Gene profiling analyses demonstrated the variability associated with
acquisition of a resistance phenotype. Alterations of previously identified pathways were
observed in some models while other genes appeared to be highly deregulated in several
models. Several therapeutic combinations, in particular targeting alternative immune
checkpoints, were found to reverse the resistance phenotype in selected models. Acquired in
vivo resistant models displayed strong diversity, both in terms of alterations of the tumor

immune microenvironment and tumor gene expression profile.
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Introduction

Immune checkpoint inhibitors (ICls) directed against Programmed Death 1 (PD-1) and
Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) have shown impressive clinical efficacy in a wide range
of cancer types. Several monoclonal antibodies (mAbs) have been approved by the Food and
Drug Administration (FDA) for the treatment of patients with various indications including
melanoma, non-small cell lung cancer (NSCLC), Hodgkin’s disease, bladder cancer, prostate
carcinoma and renal cell carcinoma (1-9). The mode of action of PD-1 (aPD-1) and PD-L1 (aPD-
L1) monoclonal antibodies (mAbs) results in the restoration of T cell anti-tumor functions (10).
However, a large proportion of patients demonstrates de novo resistance to these therapies,
or relapse after a primary response.

Mechanisms of resistance to ICls remain poorly understood. Mutations in human melanomas
inducing B-catenin activation have been linked to primary resistance to aPD-L1 and anti-CTLA-
4 treatment correlated with T-cell evasion (11). Moreover, some mechanisms of acquired
resistance to aPD-1 therapy have been identified, such as mutations in B2 microglobulin
causing inefficient antigen presentation by HLA class 1, while mutations of Janus kinase 1 and
Janus kinase 2 genes, causing a loss of interferon response, have been associated with
acquired resistance in patients with melanoma (12). Furthermore, a preclinical model of
acquired resistance to aPD-1 blockade, using a genetically engineered mouse model of lung
cancer, showed an upregulation of the alternative immune checkpoint T-cell immunoglobulin
and mucin-domain containing-3 (TIM-3) in infiltrating T cells (13). In clinical samples, a
correlation between increased expression of inhibitory immune checkpoints and progression
has also been demonstrated in patients with lung cancer (14). Overall, these data suggest that
the underlying mechanisms of innate and acquired resistance are likely to be multifactorial
and remain largely undetermined. A recent review identified three main causes to explain why
it is so challenging to study acquired resistance mechanisms: the absence of uniform
terminology, the difficulty to obtain tumor patient samples and a powerful tool to study
mechanisms (15). The establishment of robust in vivo variants derived from sensitive models
is a promising means to decipher the mechanisms of acquired resistance to immune

checkpoint antibodies as they allow comparison with their sensitive parental counterparts.
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The mechanistic hypotheses generated from such models can subsequently be validated in
the clinical setting. Moreover, these models are powerful tools to evaluate new treatments or
therapeutic combinations for patients with acquired resistance to PD-1/PD-L1 antibodies.

In this study we used immunocompetent mouse models to analyze diverse types of syngeneic
mouse tumors (colorectal, bladder, melanoma and renal cancers) chosen for their initial
sensitivity to aPD-1/ aPD-L1 axis blockade, and developed in vivo resistant models. Since
acquired resistance is defined by the emergence of reduced sensitivity to therapy after an
initial response to this same agent, we decided to compare the characteristics of the resistant
models at basal state to those of the corresponding sensitive models, focusing on the
differencesinimmune cell infiltrates. We also performed gene expression profiling of sensitive
and resistant models in an effort to identify pathways and genes of interest with an altered
expression in resistant tumors. We also used these resistant models to evaluate potential

therapeutic combinations designed to revert resistance to ICls.

Results

Development of models with in vivo resistance to aPD-1 and aPD-L1 mAbs

In a first step, we identified five models, which were robustly sensitive to treatment with
PD-1 and/or PD-L1 mAbs. The treatment regimens used induced partial response in all of
these models and consisted in aPD-1 or aPD-L1, 12.5 mg/kg, initiated when tumor volume
reached 200 mm3, administered intraperitoneally once weekly. We established nine
resistant models, five selected with PD-L1 mAb and four with PD-1 mAb. As shown in Figure
1, these models obtained after five serial implantations and exposure to antibodies had
become resistant to the selecting agent (Fig 1A). The models included the colorectal cancer
MC38 model (Fig. 1B and Additional file 4: Figure S1A), two bladder cancer models MB49
(Fig. 1C and Additional file 4: Figure S1B) and MBT-2 (Fig. 1F and Additional file 4: Figure
S1C), the renal cell carcinoma RENCA (Fig. 1D and Additional file 4: Figure S1D) and a

melanoma TyrNras models (Fig. 1E and Additional file 4: Figure S1E). All WT models were

117



sensitive to both aPD-1 and aPD-L1 blockade, except for MBT-2 which was sensitive to aPD-

1 blockade only.

Once these models established, we evaluated their cross-resistance to the other ICl inhibitor
targeting the aPD-1/aPD-L1 interaction, i.e. aPD-1 mAb in aPD-L1-R models and aPD-L1
treatment in aPD-1-R models. Interestingly, we showed a complete or partial cross-
resistance in some models, suggesting that the resistance phenotype was not limited to the
antibody used for the selection of resistant models, but to PD-1/PD-L1 checkpoint inhibition
(Additional file 5: Figure S2).
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Figure 1. Wild type sensitive models were rendered resistant in vivo to aPD-1 and/or aPD-
L1. (A) Tumor cell lines were injected in mice to establish the resistant models. For all
models when tumors reached 150 mm?3, mice were randomized and treated with aPD-1
(BioXCell, 12.5 mg/kg per week) or aPD-L1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per week). Tumor cell lines
initially responding to aPD-or aPD-L1, were serially implanted subcutaneously into new
groups of naive mice and treated once a week to maintain selection pressure. At least five
passages were necessary to induce acquired resistance. (B) MC38, colorectal cancer. (C)
MB49, bladder cancer. (D) RENCA, kidney cancer. (E) TyrNras, melanoma cancer. (F) MBT2,
bladder cancer. Data shown are mean tumor volume values and error bars are + SEM. n=4
or 6 mice/group, ns, not significant; *: p<0.05 and **: p<0.01, using Mann Whitney t-test.

Characterization of syngeneic MC38 acquired resistance models

The immune infiltrate of MC38 WT at basal state contains a majority of CD11b* cells and an
equivalent proportion of B cells, T cells, and NK cells, in accordance with other publications
(21). Inthe MC38 aPD-1-R model, we observed that Tumor Associated Macrophages (TAMs),
particularly M2-like and M-MDSC were significantly up-regulated, while in the MC38 aPD-
L1-R model T cells were up regulated, representing up to 20% of CD45" cells with an
increased content of Treg cells. Moreover, both resistant models showed an increase in CD8*
Central Memory (Tcm) cells, suggesting that ICP therapies were unable to activate these
cells properly. Conversely, NK, NKT and B cell contents were decreased in both resistant
models in comparison with the WT model. Examination of the PMN-MDSC population
revealed an increased infiltration in the MC38 aPD-1-R model (Fig 2 and additional file 6:
Figure S3). These data suggest that the MC38 aPD-1-R and MC38 aPD-L1-R model differ in
terms of immune infiltrates. In gene expression profiling analyses, the MC38 resistant
models displayed the highest level of alterations in canonical pathways among all the models
which we developed. Classical pathways such as HIFla or TGF3 were found to be up
regulated, in accordance with an aggressive pattern. The analysis of these models suggests
that we may have a “hot” tumor profile and supposes that it is a good model for testing

immune combination therapies for reverse resistance.
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Figure 2. Changes in tumor immune infiltrate and gene expression profiling in MC38 aPD-1-
R and aPD-L1-R models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and when
tumors reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis and RNAseq were performed. (A, B
and C) Sunburst plots showing the proportion of CD45* immune infiltration in MC38 WT, aPD-
1-R and aPD-L1-R respectively. Flow cytometry data is n=5 for tumors. Sunburst plots
represent a pool of samples. (D) Heat map displaying the prediction of deregulated pathways
due to the acquisition of aPD-1 or aPD-L1 resistance (pheatmap package for R version 1.0.12).
Canonical pathways were filtered to those that had at least 1.5-fold z-score change and
significant pvalue<0.05. The top five up and down regulated pathways for each model were
selected and group. At least 51 pathways were significantly modulated (IPA, Qiagen). (E)
Volcano plot of top differentially gene expression in aPD-1-R models. (F) Volcano plot of top
differentially gene expression in aPD-L1-R models. Volcano plots were generated with ggplot2
package for R version 2_3.3.5.

Characterization of syngeneic MB49 acquired resistance models

The immune infiltrate of the MB49 WT model comprised two main populations, represented
by PMN-MDSC and CD11b* B cells (22% and 35% respectively) (Fig 3A). Interestingly, PMN-
MDSC were more markedly increased in the MB49 aPD1-R model than in the aPD-L1-R model
while B cells were more markedly decreased in the MB49 aPD-L1-R model than in the aPD-
1-R model. In the resistant models, analysis of CD11b* cells revealed an increase of the
proportion of CD206*MHC II* macrophages and M-MDSC, which are expected to promote
tumor growth. In both resistant models, the CD3*T cell content was increased,
corresponding to CD8* T cells and CD4* T cells with an effector memory phenotype (Fig 3B
and 3C). Moreover, pDC were significantly increased in the MB49 aPD-L1-R model, which
may correlate with Treg up regulation (Additional file 7: Figure S4)(22). As opposed to the
MC38 variants described above, these data show similar alterations in the immune
infiltrates of the two MB49 resistant models, in particular for macrophages and M-MDSC,
suggesting that these models would be well adapted to evaluate therapies targeting myeloid
cells. Concerning the alterations of gene expression in canonical pathways, only a limited
number were found to be up- or down-regulated, suggesting that these models have not
undergone significant genetic modifications. Moreover, the profiles are very similar in both
aPD-1-R and aPD-L1- R models. For instance, WTN/f catenin signaling was up-regulated in
both models, an alteration which was recently associated with aPD-1 resistance correlated

with PMN-MDSC accumulation, as observed in our models (Fig3D, 3E, 3F) (23).
122



A MB49 WT D Canonical Pathways

PD-1,_PD-L1_cancer_immunotherapy_pathway
PCP_(Planar_Cell_Polarity)_Pathway

/_of_ClI N
Lk ;_Ill_(via_Dx )
Cholesterol_Biosynthesis_|
C 5_II_(via_24,

Coagulation_System
Differential_Regulation_of_Cytokine_Production_in_Intestinal_Epithelial_Cells_by_IL-17A_and_IL-17F
Fatty_Acid_B-oxidation_|

Sumoylation_Pathway

RAN_Signaling
Cell_Cycle_Control_of_Chromosomal_Replication
tRNA_Charging
BER_(Base_Excision_Repair)_Pathway
Kinetochore_Metaphase_Signaling_Pathway
LXR/RXR_Activation

PTEN_Signaling

/_of |
PPAR_Signaling
RHOGDI_Signaling
CREB_Signaling_in_Neurons
Phagosome_Formation
IL-8_Signaling
HIF1a_Signaling
Senescence_Pathway
_ | ILK_Signaling
WNT/B-catenin_Signaling
TGF-&_Signaling
3-phosphoinositide_Biosynthesis
D. inositol_(1,4,5,6)-T
D. inositol_(3,4,5,6!

Insulin_Secretion_Signaling_Pathway

IGF-1_Signaling

STAT3_Pathway

Interferon_Signaling

Crosstalk_between_Dendritic_Cells_and_Natural_Killer_Cells 6
Th1_Pathway

Production_of_Nitric_Oxide_and_Reactive_Oxygen_Species_in_Macrophages

TREM1_Signaling 4
Natural_Killer_Cell_Signaling
Tumor_Microenvironment_Pathway
JAK/STAT_Signaling
p38_MAPK_Signaling
IL-6_Signaling
ERK/MAPK_Signaling 0
PI3K_Signaling_in_B_Lymphocytes

GP6_Signaling_Pathway
Actin_Cytoskeleton_Signaling
Signaling_by_Rho_Family_GTPases
Epithelial_Adherens_Junction_Signaling
Inhibition_of_ARE-Mediated_mRNA_Degradation_Pathway

2100G-Z
N

aPD-1-R  aPD-L1-R

MB49 aPD-1-R vs WT

10.0
ez ,
INTRK1 |k§‘l}1

75 i) - g
T
F] .
S 50 :
= :
=]
S

25

C MB49 aPD-L1-R o 5 0 5

LogFC

F MB49 aPD-L1-R vs WT

I

-log(P.Value)

2 123

0
-5 0 5
LogFC
F4/80- F4/80- F4/80- F4/80-
CDa+ | €A DA+ em | Tre €8+ DB+ CDB* 1 1b+ CDI1B PMN- CD11b+ F4/80+ F4/80+ F4/80+ Lyec" LyeC" Lyec"  Ly6C"
Tem Tem  Tnaive 8 8 Tem Tcm  Tnaive NKT  NK cells pDC  CD206+ N N Y Y ¥ Y
cells  em cells Bcells Bcells MDSC DC M1-like M2-like MHCIl- MHCIl+ MHC Il+ MHC II-
cells cells cells cells cells cells MHC I+

Sirpa+  Sirpa+  Sirpa-  Sirpa-



Figure 3. Changes in tumor immune infiltrate and gene expression profiling in MB49 aPD-1-
R and aPD-L1-R models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and when
tumors reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis and RNAseq were performed. (A, B
and C) Sunburst plots showing the proportion of CD45* immune infiltration in MB49 WT, aPD-
1-R and aPD-L1-R respectively. Flow cytometry data is n=5 for tumors. Sunburst plots
represent a pool of samples. (D) Heat map displaying the prediction of deregulated pathways
due to the acquisition of aPD-1 or aPD-L1 resistance (pheatmap package for R version 1.0.12).
Canonical pathways were filtered to those that had at least 1.5-fold z-score change and
significant pvalue<0.05. The top five up and down regulated pathways for each model were
selected and group. At least 51 pathways were significantly modulated (IPA, Qiagen). (E)
Volcano plot of top differentially gene expression in aPD-1-R models. (F) Volcano plot of top
differentially gene expression in aPD-L1-R models. Volcano plots were generated with ggplot2
package for R version 2_3.3.5.

Characterization of syngeneic MBT-2 acquired resistance models

The MBT-2 model displayed innate resistance to aPD1 antibodies, explaining why we only
developed an aPD-L1 resistant variant for this model. As in the case of the other bladder
cancer model MB49 WT, two main immune populations were represented in MBT-2 WT
tumors, namely PMN-MDSC and CD11b* B cells (20% and 33%, respectively) (Fig 4A).
Additionally, B cells were strongly decreased in the aPD-L1-R MBT-2 variant, similarly to
what we had observed in the aPD-L1-R MB49 model. Detailed analysis of CD11b* cells
revealed a significantly increase of pro-tumoral immune cells, such as M2-like macrophages
and M-MDSC, while T cells were decreased with residual T cells consisting almost only of
Treg. (Fig 4B and Additional file 10: FigureS5). Consistent with the MB49 models described
above, this model could also be used to evaluate myeloid-targeted therapies. However, the
analysis of canonical pathways is completely different in comparison of MB49 aPD-L1-R
models. Many signaling pathways were found to be up-regulated, such as HIF1a, TGFf3, and
ERK/MAPK signaling. These pathways may explain the preferential recruitment of M-MDSC

in the immune infiltrate and resistance to aPD-L1 therapy (Fig 4C, 4D) (24-26).
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Figure 4. Changes in tumor immune infiltrate and gene expression profiling in MBT2 aPD-L1-
R models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and when tumors
reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis and RNAseq were performed. (A and B)
Sunburst plots showing the proportion of CD45* immune infiltration in MBT2 WT and aPD-L1-
R respectively. Flow cytometry data is n=5 for tumors. Sunburst plots represent a pool of
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samples. (D) Heat map displaying the prediction of deregulated pathways due to the
acquisition of aPD-1 or aPD-L1 resistance (pheatmap package for R version 1.0.12). Canonical
pathways were filtered to those that had at least 1.5-fold z-score change and significant
pvalue<0.05. The top five up and down regulated pathways for each model were selected and
group. At least 51 pathways were significantly modulated (IPA, Qiagen). (E) Volcano plot of
top differentially gene expression in aPD-1-R models. (F) Volcano plot of top differentially gene
expression in aPD-L1-R models. Volcano plots were generated with ggplot2 package for R
version 2_3.3.5.

Characterization of syngeneic TyrNras acquired resistance models

Classical melanoma cell lines such as B16F10, which are baseline resistant to aPD-1
treatment, were not adapted to our research topic (27). Therefore, we selected the TyrNras
cell line which partially responds to aPD-1 and aPD-L1 single agent therapies. Analysis of
total leucocyte CD45" cells revealed that the baseline immune infiltration in the WT model
was low, and further decreased in aPD-1-R et aPD-L1-R models (from 35% to 25% and 15%,
respectively) (Additional file 11: Figure S8). Overall, T cell content was strongly reduced in
the two resistant models. However, we observed an increase in Treg cells as well as pDCs in
the aPD-1-R model, as observed previously in the MB49 aPD-L1-R model. Regarding
macrophage populations, the aPD-1-R model had an infiltrate similar to that of the WT
model while the aPD-L1-R model showed a strong decrease in the M-MDSC population and
therefore a higher proportion of CD206*MHC II* macrophages (Fig 5 and Additional file 9:
FigS6). Overall, these resistant models have a limited immune infiltrate, assimilating them
to represent “cold tumors”. Unlike the other two models mentioned above, the TyrNras
models display deregulation of large number of pathways, suggestive of significant genetic
alterations. In addition, each model seems to have its own pattern. For instance, in the
TyrNras aPD-1-R model pathways that activate T cells (with Th1 pathways, cross talk with
DC and Interferon signaling) were up regulated while in the aPD-L1-R model these pathways
were decreased. However, the ILK-signaling pathway, which has been largely associated
with tumor progression, was up regulated in both models (28,29). Moreover, the JAK/STAT
signaling pathway was down-regulated, in keeping with previous reports demonstrating an

implication of JAK1 and 2 in acquired resistance to aPD-1 (Fig 5C, 5D, 5E) (12,30).
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Figure 5. Changes in tumor immune infiltrate and gene expression profiling in TyrNras aPD-
1-R and aPD-L1-R models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and
when tumors reached 200 mm? tumors, flow cytometry analysis and RNAseq were performed.
(A, B and C) Sunburst plots showing the proportion of CD45* immune infiltration in TyrNras
WT, aPD-1-R and aPD-L1-R respectively. Flow cytometry data is n=5 for tumors. Sunburst plots
represent a pool of samples. (D) Heat map displaying the prediction of deregulated pathways
due to the acquisition of aPD-1 or aPD-L1 resistance (pheatmap package for R version 1.0.12).
Canonical pathways were filtered to those that had at least 1.5-fold z-score change and
significant pvalue<0.05. The top five up and down regulated pathways for each model were
selected and group. At least 51 pathways were significantly modulated (IPA, Qiagen). (E)
Volcano plot of top differentially gene expression in aPD-1-R models. (F) Volcano plot of top
differentially gene expression in aPD-L1-R models. Volcano plots were generated with ggplot2
package for R version 2_3.3.5.

Characterization of syngeneic RENCA acquired resistance models

RENCA tumors have previously been reported to contain a dense immune infiltrate,
representing up to 60% of total cells at basal state (Additional file 11: Figure S8) (31). In the
WT model, the main subpopulation was CD206*MHC II* TAM cells. Moreover, similar
proportions of PMN-MDSC, B cells and T cells were observed in this model (Fig 6A). In the
aPD-1-R model, an up-regulation of M2-like and PMN-MDSC was observed, suggesting that
resistance may involve these subpopulations. In the aPD-L1-R model, M-MDSC were also
increased but T cells were more markedly up regulated, with a strong increase in CD8*Tcm

cells (Figb and Additional file 10: Figure S7).

Taken together, these data suggest that RENCA resistant models, with the expansion of CD8"*
T cells, may be an appropriate pre-clinical model for testing combinations with other
therapies targeting alternative immune checkpoints. Indeed, some studies have previously
described upregulation of TIM-3 as a mechanism of adaptive resistance to aPD-1 therapy
[29]. The large proportion of CD8* Tcm suggests that if they are reactivated by targeting
other inhibitory checkpoints, resistance reversal may occur. The analysis of canonical
pathways suggested that the resistant RENCA variants had not undergone significant genetic

modifications, as in the case of MB49 models (Fig 6D, 6E, 6F).
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Figure 6. Changes in tumor immune infiltrate and gene expression profiling in RENCA aPD-
1-R and aPD-L1-R models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and
when tumors reached 200 mm? tumors, flow cytometry analysis and RNAseq were performed.
(A, Band C) Sunburst plots showing the proportion of CD45* immune infiltration in RENCA WT,
aPD-1-R and aPD-L1-R respectively. Flow cytometry data is n=5 for tumors. Sunburst plots
represent a pool of samples. (D) Heat map displaying the prediction of deregulated pathways
due to the acquisition of aPD-1 or aPD-L1 resistance (pheatmap package for R version 1.0.12).
Canonical pathways were filtered to those that had at least 1.5-fold z-score change and
significant pvalue<0.05. The top five up and down regulated pathways for each model were
selected and group. At least 51 pathways were significantly modulated (IPA, Qiagen). (E)
Volcano plot of top differentially gene expression in aPD-1-R models. (F) Volcano plot of top
differentially gene expression in aPD-L1-R models. Volcano plots were generated with ggplot2
package for R version 2_3.3.5.

Combination of aPD-1 or aPD-L1 antibodies with selected alternative immune checkpoint

inhibitors considerably improves the antitumor effect.

Based on the immunophenotypic data described above and literature data, we evaluated
selected therapeutic combinations aiming to target specific immune subsets. Based on our
data and those reported by Bertrand et al., showing that aTNFa mAb could enhance aPD-1
responses in melanoma, we tested the combination of an aTNFa antibody with the aPD-1 mAb
to boost the T cell response in MC38 aPD-1-R model (32). This combination resulted in a
significant delay in tumor growth (p<0.05) (Fig 7A). Because this model in one of the most
commonly used, we decided to test other combinations targeted myeloid suppressor cells.
We combined an aCD47 with aPD-1 to target SIRPa-CD47 pathway, a “don’t eat me” signal
phagocytosis checkpoint (33). This combination overcame therapeutic resistance to aPD-1 in
MC38 aPD-1-R (p<0.05) (Fig 7B). Moreover, in accordance with the infiltration of neutrophil
and secretion of NETs that we have detected in the MC38 aPD-1-R models, we combined aPD-
1 with an anti-Ly6G antibodies, in order to deplete neutrophils and observed a significant
regression of tumor volume with this combination (p<0.05) in comparison with the aPD-1

treatment alone (Fig 7C).

Because CD8* T cells are largely represented in RENCA aPD-1-R models, we chose to evaluate

therapeutic combinations targeting alternative ICPs. Thus, we performed an in vivo
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antitumor efficacy study with anti-TIM-3, anti-CTLA-4 and anti-LAG-3 mAbs in combination
with aPD-1 in the aPD-1-R RENCA model (Fig 7D, 7E and 7F). We observed a modest anti-
tumor effect of the anti-LAG-3 antibodies, whereas anti-TIM-3 and anti-CTLA-4 antibodies
used as single agents did not show any efficacy in this resistant model. However, in
combination with aPD-1, these three antibodies induced a significant delay in tumor growth
in comparison with all other conditions (p<0.05). Moreover, we did not observe adverse
toxic effects of these combinations (no effect on body weight or on animal well-being).
Overall, these results suggest that resistance to aPD1 or aPD-L1 therapy may be
circumvented with various combinations targeting other ICls.

To determine whether Treg cell depletion could reverse the resistant phenotype, we
administered an anti-CD25 antibody (34) in combination with the aPD-L1 antibody in the
MC38 aPD-L1-R model. In this model, the aCD25 mAb alone or in combination with aPD-L1
induced a trend towards reduced tumor growth (p=0.09) (Fig 7G). This modest effect may be
due to the fact that activated T cells also express CD25 and may have been depleted by the
aCD25 mAb. Additionally, as we have previously shown that the MB49 WT model contained a
large proportion of myeloid suppressor cells (35), we evaluated an aCSF1R antibody alone or
in combination with aPD-1 in this model and we observed a modest trend towards reduced

tumor growth with this combination (p=0.1) (Fig 7H).
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Figure 7. Efficacy of therapeutic combinations in vivo in preclinical aPD-1-R aPD-L1-R models.
For all experiments using resistant models, tumor fragments were implanted in naive mice.
When tumors reached 150 mm3, mice were randomized and treated for each treatment in IP
with an 1gG2a control (BioXCell, 12.5 mg/kg per week), aPD-1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per week)
or aPD-L1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per week). (A) C57BI/6 MC38 aPD-1-R model implanted in
mice treated with anti-TNFa (BioXCell, 10 mg/kg per week), anti-TNFa+ aPD-1. (B) C57BI/6
MC38 aPD-1-R model implanted in mice treated with anti-CD47 (BioXCell, 20 mg/kg per week),
anti-CD47 + aPD-1. (C) C57BI/6 MC38 aPD-1-R model implanted in mice treated with anti-Ly6G
(BioXCell, 2.5mg/kg once a day), anti-Ly6G + aPD-1. (D) BALB/C RENCA aPD-1-R model
implanted in mice treated with anti-TIM-3 (BioXCell, 12.5 mg/kg twice a week), anti-TIM-3 +
aPD-1. (E) BALB/C RENCA aPD-1-R model implanted in mice treated with anti-CTLA-4 (BioXCell,
5 mg/kg twice a week), anti-CTLA-4 + aPD-1. (F) BALB/C RENCA aPD-1-R model implanted in
mice treated with anti-LAG-3 (BioXCell, 10 mg/kg twice a week), anti-LAG-3 + aPD-1. (G)
C57BI/6 MC38 aPD-L1-R model implanted in mice treated with anti-CD25 (BioXCell, 0.02
mg/kg per week) or anti-CD25 + aPD-1. (H) C57BI/6 MB49 aPD-1-R model implanted in mice
treated with anti-CSF1R (BioXCell, 20 mg/kg one day after aPD-1 and then every two days),
anti-CSF1R + aPD-1. Data shown are mean tumor volume values and error bars are + SEM. n=
3 to 5 mice/group, *: p<0.05, using Mann Whitney t-test.

Discussion

Developing models of acquired resistance to aPD-1 or aPD-L1 therapies is challenging as in
vitro models poorly reproduce their antitumor potential. An important advantage of our in
vivo resistant models is that the derived variants may be compared to their sensitive parental
counterparts, providing insights into potential resistance mechanisms. This is not achievable
with de novo resistant models to aPD-1 and aPD-L1 therapies, which, to our knowledge,
represent the majority of murine syngeneic models. The availability of several resistant
variants additionally allows seeking for common alterations, which are more likely to be
mechanistically involved in resistance and can secondarily be validated by modifications of the
parental models. Conversely, limitations of this approach include the fact that the tumors used
were implanted subcutaneously rather than orthotopically, a factor that may affect the
infiltration by the immune system and thus the development of resistance and the relevancy
to clinical settings. Another caveat of our design is the use of rat anti-murine PD-1/PD-L1
antibodies, given the unavailability of commercially available murine antibodies against these

targets. However, this strategy has allowed us to produce variants from several tumor types
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that will be of great use to apprehend the immunological diversity of tumors, and thus better
reproduce the situation encountered in humans.

To understand the role of tumor immune microenvironment alterations in acquired resistance
to anti PD-1/L1 targeted therapies, we first analyzed the tumor immune microenvironment in
syngeneic wild type and aPD-1 and/or aPD-L1 resistant models of colorectal cancer MC38, of
bladder cancers MB49 and MBT2, of melanoma cancer TyrNras and of renal cell carcinoma
RENCA.

A possible mechanism of acquired resistance to aPD-1/L1 therapies is the insufficient
activation of cytotoxic T cells. To explore this hypothesis, we evaluated two therapeutic
combinations with aPD-1 antibodies. Focusing on MC38 resistant models, we observed that
immune infiltrates at basal state were different in the two resistant models. As MC38 aPD-1-
R model displayed an upregulation of CD8* Tcm cells, we tested the combination of aPD-1
antibody with an aTNFa. In accordance with the report by Bertrand et al. that TNFa or TNFR
blockade could enhance the activity of aPD-1-directed therapy in melanomas, we found that
the combination of an aTNFa antibody with an aPD-1 antibody was able to circumvent
resistance in the aPD-1-R MC38 tumor model (32). These results support the hypothesis that
TNF-targeted agents used in combination with ICls have the potential to revert some cases of
resistance to aPD-1/PD-L1-targeted therapies (36). Another hypothesis may be that resistant
tumors are enriched in Treg cells which hamper the antitumor response. Our results showed
a significant increase in the content of FoxP3/CD4 cells in aPD-L1-R MC38 and MB49 models
compared to their parental sensitive models, suggesting a role of regulatory T cells in the
resistance phenotype. To determine whether Treg cells depletion could reverse the
phenotype, we administered an anti-CD25 antibody (34), concomitantly or prior to aPD-L1
therapy in our MC38 aPD-L1-R model and observed a modest trend towards sensitization for
the combination (p<0.1). The absence of a significant combinatorial effect may however be
explained by the fact that anti CD25 antibodies are likely to deplete not only pre-existing Treg
cells, but also aPD-L1-induced activated cytotoxic T cells. Moreover, the use of the PC-61 anti-
CD25 antibody is controversial, since results obtained with this antibody have shown a failure

to deplete intra-tumoral Treg cells (37).
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The role of myeloid suppressor cells in the resistance to ICl remains poorly understood. Several
approaches may be considered to circumvent resistance, including therapeutic modulation of
myeloid checkpoints or depletion of protumor populations. CD47 expressed by tumor cells is
a promising target since its interaction with SIRPa present on macrophages has been shown
to inhibit tumor cell phagocytosis (38). Additionally, CD47/SIRPa may impact the activation of
cytotoxic CD8* T cells through dendritic cell antigen presentation (39,40). Using our MC38
aPD-1-R model, we found that combination of aPD-1 antibody with an aCD47 antibody indeed
overcame the PD-1 resistance. In this same model we observed a significant increase in the
intratumor neutrophil content which is remarkable since the MC38 model is known to lack
neutrophils in the tumor microenvironment(21). Depletion of neutrophils using alLy6G in
combination with aPD-1 was found to overcome resistance in the MC38 aPD-1-R model. In
other cases, myeloid cells are largely represented before therapy and may yet increase in
response to therapy (35). To modelize this situation we used the MB49 WT tumor in which we
observed an increase of TAM and M-MDSC in the resistant models and administered an anti-
CSF1R antibody in the MB49 aPD-1-R model to target type 2 macrophages in an attempt to
restore the activity of aPD-1. With this combination, we observed a non-significant trend
suggesting enhanced activity of the combination on tumor growth, in spite of the depletion of
macrophages confirmed by flow cytometry (data not shown), possibly due to a compensatory
increase of Treg cells (41,42).

Data from the literature support the hypothesis that upregulation of alternative ICPs is
associated with resistance to aPD-1 therapy. Thommen et al. established a correlation
between the expression of multiple ICPs on CD8 T cells and disease progression in patients
with NSCLC (14). Koyama et al. observed ICP over-expression, notably of TIM-3, in T cells
associated with adaptive resistance to aPD-1 (13). TIM-3 expression by tumor cells has been
linked to a poor prognosis in liver cancer, melanoma, lung cancer and renal cancer (43,44).
Moreover, cell lines expressing TIM-3 had stronger self-renewal capacities compared to cells
with no TIM-3 expression (45). Although the TIM-3 ligand recognized by tumor cells remains
unknown, recent studies have shown that TIM-3 engagement can activate the NFkB pathway

(46), thereby contributing to acquired resistance through the acquisition of cancer stemness
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properties (47). To determine the role of alternative ICP targeting in our resistant models, we
evaluated the combination of anti-TIM-3, anti-CTLA-4 and anti-LAG-3 with the aPD-1 antibody
in RENCA aPD-1-R cells, because of the large amount of CD8* T cells in this model. We observed
a significant antitumor effect of all of these combinations in this resistant model, with a good
tolerance of the combination regimen. Overall, these data support the combination of ICP-
targeted therapies as a strategy in patients with resistant disease.

Knowledge regarding tumor cell molecular alterations associated with aPD-1 acquired
resistance remains limited, with a major focus on the role of tumor mutation burden and
neoantigenic depletion (48). Zaretsky et al. described mutations in Jakl and Jak2 genes in
resistant melanoma tumors (12), whereas Garcia-Diaz et al. reported that interferon signature
enrichment enhanced PD-L1 and PD-L2 expression in melanoma cells (49). In order to identify
molecular alterations mechanistically involved in resistance to aPD-1 and/or aPD-L1 targeted
therapy, we performed a RNAseq study, comparing sensitive parental models and their
resistant counterparts. We then determined common modifications of genes between aPD-1-
R and aPD-L1-R tumors. This approach may be used to identify putative pathways and
candidate genes involved in the in vivo resistance phenotype. In the MC38, MBT2 and TyrNras
models, we observed alterations of the pathways already described as being modified in
patients with disease progressing under ICI therapy, such as PTEN, INFy, PI3K / AKT or JAK1 /
JAK2. However, this appears to be highly model-dependent, reflecting the heterogeneity
observed in patients. In fact, models like MB49 and RENCA have little modifications of the
expression profile, which suggests an environment with a low TMB and therefore less
immunogenic. These could explain that despite a significant infiltration in the RENCA model
of immune cells, they fail to destroy tumor cells because of a low availability of immunogenic
neo-antigens.

Immune checkpoint targeted therapies have constituted paradigm-changing innovations in
cancer therapy. Severe immune-related side effects, the limited proportion of treated patients
who obtain a clinical benefit and finally high costs of these therapies all strongly support the
identification of predictive markers of response as well as novel combination strategies with

more potent antitumor activities. Our results infer that in some cases, combination with
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alternative ICP-targeted therapies could provide means to circumvent acquired resistance to
aPD-1/PD-L1 therapies. Larkin et al. have recently reported a greater than 60-month overall
survival in patients with advanced melanoma receiving an ipilimumab/nivolumab
combination regimen (6). The identification of novel potential biomarkers of response to ICP-
targeted therapies could also contribute to a better stratification of responders. In vivo
resistant models such as those described in this work may contribute to identify such potential

biomarkers, which will then require validation in clinical series.

Conclusion

Resistance to aPD-1 and aPD-L1 therapy is associated with several genetic alterations and/or
modifications in the immune cell infiltrate. Our model library, which may be enriched in the
future with several other variants developed using the same methodology, provides an
innovative tool to better apprehend the complexity and diversity of resistance to ICl and test

resistance reversal strategies.

Materials and Methods

Mouse cell line cultures

MC38 and RENCA cell lines were obtained from Kerafast (CVCL_B288) and American Type
Culture Collection (ATCC, CRL-2947) respectively. Alain Bergeron, Laval University, Canada,
provided the MB49 and MBT2 cell lines and Julie Caramel, CRCL, France, provided the TyrNras
cell line. All cell lines were negative for mycoplasma assays. Murine colon cancer MC38 cells
were cultured in DMEM medium (GibcoTM, 41966-029) with 10% fetal bovine serum
(GibcoTM, A3160802), 100 U/mL penicillin and streptomycin (GibcoTM, 15140122). The
murine renal cell carcinoma cell line RENCA and the murine bladder cancer cell lines MBT-2
and MB49 were cultured with RPMI medium (GibcoTM, 21875-034) with 10% fetal bovine
serum (GibcoTM, A3160802), 100 U/mL penicillin and streptomycin (GibcoTM, 15140122).

Cells were incubated in a humidified incubator with 5% CO, at 37 °C.
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Establishment of resistant models

MC38 cells, MB49 cells and TyrNras cells were injected in 4-5 weeks female C57BL6 mice
(Charles River Laboratory, 000664), RENCA cells were injected in 4-5 weeks female BALB/c
mice (Charles River Laboratory, 000651), and MBT2 cells were injected in 4-5 weeks female
C3H/HeNRj mice (Janvier Laboratory). In all cases, 5.10° cells of exponentially growing cultures
were diluted in 0.2 mL of PBS and injected subcutaneously into the left flank of 5 weeks mice
female. The tumor volume was measured every three days (length x width) with a caliper. The
tumor volume was determined using the formula: 4/3 x i x r3. When the tumor volume
reached 150 mm?3, mice were randomized in groups of five and the first treatment was
administered to groups of 5-6 mice for tumor growth and flow cytometry analyses. To
establish the resistant models, tumors obtained from mice with initial responses to aPD-1
(RMP1-14, BE014, BioXCell, RRID: AB_10949053, 12.5 mg/kg per week) or aPD-L1 (10F.9G2,
BE0O101, BioXCell, RRID: AB_10949073, 12.5 mg/kg per week) (Figure 1), were serially
reimplanted subcutaneously into new groups of naive mice and treated once a week to
maintain selection pressure. At each passage, three naive mice were implanted with tumor
fragments and treatment was initiated once the tumor reached 150 mm?3. The most aggressive
tumor was selected for reimplantation. At least five passages were necessary to induce
acquired resistance (Figure 1A). We will refer to sensitive models as wild type (WT) and to
resistant models as aPD-1-R or aPD-L1-R for those resistant to aPD-1 and aPD-L1 mAbs,
respectively. All mice were raised in an SPF environment with free access to standard food
and water. Experimental procedures using C57BI/6, Balb/C or C3H mice were submitted and
approved by the Animal Ethics Committee CECCAPP of Lyon. We used the ARRIVE guideline

when writing our publication(16).

In vivo cross-resistance assay

These experiments were designed to determine whether tumors with resistance to aPD-1
were also cross-resistant to aPD-L1, and vice-versa. MC38 (C57BI/6), MB49 (C57BI/6), MBT2
(C3H) and RENCA (BALB/C) resistant tumors fragments were implanted subcutaneously into

the right flank of mice. When tumors volume reached 150 mm?3, mice were randomized and
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the first treatment was administered (n=4 to 6 mice per group). Mice implanted with aPD-1-R
tumors were untreated or treated with aPD-L1 (10F.9G2, BE0101, BioXCell, RRID:
AB_10949073, 12.5 mg/kg per week, Intra-peritoneal (IP)), and mice implanted with aPD-L1-
R tumors were untreated or treated with aPD-1 (RMP1-14, BE014, BioXCell, RRID:
AB_10949053, 12.5 mg/kg per week, IP).

Flow cytometry analysis

Immunophenotyping (Aurora spectral Cytek) was performed when the tumor volume reached
approximately 200 mm? and mouse tumor dissociation kits (130-096-730, Miltenyl Biotec)
were used. To digest tumors, we used the gentle MACS Octo Dissociator (130-096-427,
Miltenyl Biotec). After filtration through a 100 um filter (130-110-917, Miltenyl Biotec) and
wash, cells were stained with a viability dye marker (Zombie UV, Biolegend, 423108) and
blocked with anti-CD16/32 antibody (Biolegend, 101320) according to the manufacturer’s
instructions. Cells were stained with the fluorescently labelled antibodies in the dark for 30
min at 4°C After surface staining, cells were fixed and permeabilized using BD
Cytofix/Cytoperm kit (BD, 554714), then labeled with F4/80, FoxP3, Granzyme B, CD206 and
T-bet in the dark for 30 min at 4 °C. Data were acquired on a Cytek® Aurora flow cytometer
with SpectroFlo®Software (Cytek® Biosciences). FlowJo software (BD) was used for analyses
and GraphPad Prism software was used for statistical analysis (ANOVA with Bonferroni post-
test). Antibodies and gating strategies are described in Additional file 1: Table S1 and

Additional file 2: Table S2, respectively.

RNAseq

Due to availability at different periods, RNA sequencing was performed on two separate
platforms. WT, aPD-1-R, aPD-L1-R MB49 tumors, WT, aPD-1-R, aPD-L1-R TyrNras tumors and
WT, aPD-L1-R MC38 tumors were processed by the ProfileXpert platform with samples of 200
mm?3. After dilaceration of samples, RNA was extracted using RNeasy mini kit (Qiagen Cat. No.
74104). Quality of samples was checked by Bioanalyzer 2100 (Agilent) and RNA was quantified
by Nanodrop. Thereafter, five ug of RNA was enriched by NextFlex Rapid Directional mRNA-
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Seq (Bio-Scientific) kit. Quality of samples were verified again by Bioanalyzer 2100 (Agilent)
and quantified by gqPCR. Samples were put on Flow Cell High Output. Amplification and
sequencing were performed with lllumina NextSeq500: run Single Read 75 bp was performed
for MC38 models and paired-end 2 x 75 cycles for MB49 models. For WT and aPD-1-R MC38
tumors, WT and aPD-L1-R MBT-2 tumors, and WT, aPD-1-R and aPD-L1-R RENCA tumors, the
RNA sequencing was performed by Roche platform, with samples of 200 mm?3. The Qiagen
Tissue Lyser together with the RNeasy Mini Kit (Qiagen Cat. No. 74104) was used to extract
RNA from tissue. Samples were randomized before sequencing library preparation and
sequencing. Extracted RNA was of high quality (RIN 7.8 — 10) and 500 ng (as quantified using
Agilent Bioanalyzer) of extracted total RNA was used for whole mRNA-sequencing library
preparation. The protocol for lllumina TruSeq stranded mRNA library preparation (lllumina
Cat. No. RS-122-2101) was followed. The yield and quality of RNA-sequencing libraries was
assessed on the Agilent Bioanalyzer. Libraries were sequenced on the Illumina HiSeq4000
system, paired-end 2 x 51 cycles.

All RNASeq samples passed quality control in terms of number of reads per sample and read
quality. For samples treated by ProfileXpert platform, trimming of single reads was performed
using cutadapt v1.9.1 software. Then the reads were mapped using Tophat2 v2.1.1 software
with default parameters on the genome Mus musculus GRCm38/mm10. Alignment rates to
the mouse genome were above 95%. The Fragments Per Kilobases of exon per Million mapped
reads (FPKM) values were then computed for each gene using Cufflinks v2.1.1 software as
described by Trapnell, C. et al. (17). For samples treated by Roche platform, paired-end reads
were aligned to the mouse genome (NCBIM37.67) using gsnap (18). Alignment rates to the
mouse genome were above 80%. The reads per kilobase of transcript per million mapped
reads (RPKM) values were then computed for each gene as described by Mortazavi et al (2008)
using the gene composite length, that is, the sum of the length of all non-overlapping exon
groups as normalization factor, using in-house tools implemented in Java (19). Differential
gene expression between wild type and resistant models were computed using R scripts with
limma package version 3.46.0 for a fold-change > 1.5 and the p-value > 0.05 (20). The canonical

pathways were generated wusing ingenuity pathway analysis (QIAGEN Inc:
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https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuitypathway-analysis). Pathways

significantly predicted to be up- or down-regulated (z score +/- 1.5 and pvalue<0.05) for each
models are recapitulated in additional file 3: Table S3. For heatmap and volcano plot
representation, we used package on R software pheatmap and ggplot2 package, respectively

(https://cran.r-project.org/web/packages/pheatmap/index.html).

Evaluation of therapeutic combinations in resistant models

MB49 aPD-1-R, MC38 aPD-1-R and MC38 aPD-L1-R tumor fragments were implanted
subcutaneously into the right flank of immunocompetent C57BI/6 mice. RENCA aPD-1R tumor
fragments were implanted subcutaneously into the right flank of immunocompetent BALB/C
mice. When tumors volume reached 150 mm?3, mice were randomized and the first treatment
was administered (4 to 6 mice per group). Untreated groups received IgG2a as a control (clone
2A3, BE0089, BioXCell, RRID: AB_1107769, 12.5 mg/kg per week, IP). In the MC38 aPD-1-R
model, we tested 3 combinations with aPD-1 treatment: i) anti-TNFa antibody (clone XT3.11,
BE0058, BioXCell, RRID: AB_1107764, 10 mg/kg per week, IP), ii) anti-CD47 antibody (clone
MIAP301, BE0270, BioXCell, RRID: AB_2687793, 20 mg/kg twice a week, IP), and iii) aLy6G
antibody (clone 1A8, BP0075-1, BioXCell, RRID:AB_1107721, 2.5 mg/kg once daily, IP). We also
combined anti-CSF1R antibody (clone AFS98, BE0213, BioXCell, RRID: AB_2687699, 20 mg/kg
one day after aPD-1 then every two days) with aPD-1 in the MB49 aPD-1-R model. Finally, we
combined anti-CD25 antibody (clone PC-615.3, BE0O012, BioXCell, RRID: AB_1107619, 20
ug/kg) with aPD-L1 to treat MC38 aPD-L1-R bearing mice. For RENCA aPD-1-R model, we
combined anti-TIM-3 (clone RMT3-23, BE0115, BioXCell, RRID: AB_10949464, 12.5 mg/kg
twice a week), anti-LAG-3 (clone C9B7W, BE0174, BioXCell, RRID: AB_10949602, 10 mg/kg
twice a week) or anti-CTLA-4 (clone 9D9, BEO131, BioXCell, RRID: AB_10950184, 5 mg/kg twice

a week) with aPD-1.
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Supplementary Figure

Table 1. Antibody panels

Immune cells panel - Aurora spectral cytek

Antibody Fluorochrome | Supplier | Cat Clone RRID Location
number

CD25 APC-R700 BD 565134 PC61 AB_2744344 extracellular
CD45 BUV395 BD 564279 30-F11 AB_2651134 extracellular
CD8 BUV496 BD 750024 53,6,7 AB_2874242 extracellular
I-A/I-E BUV563 BD 748846 M5/114,15,2 AB_2873249 extracellular
CD172a BUV661 BD 741593 P84 AB_2871002 extracellular
NKp46 BUV737 BD 612805 29A1,4 AB_2870131 extracellular
CD11c BUV805 BD 749038 N418 AB_2873432 extracellular
CD38 BV650 BD 740489 HB7 AB_2740212 extracellular
CD19 BV750 BD 747332 1D3 AB_2872036 extracellular
CD64 BV786 BD 741024 X54-5/7,1 AB_2740644 extracellular
Ly6C FITC BD 553104 AL-21 AB_394628 extracellular
CD62L BB515 BD 565261 MEL-14 AB_2739138 extracellular
CD206 PE/Dazzle594 Biolegend | 141732 C068C2 AB_2565932 intracellular
PD-1 Bv421 Biolegend | 109121 RMP1-30 AB_2687080 extracellular
CD4 BV510 BD 563106 RM4-5 AB_2687550 extracellular
CD44 BV570 Biolegend | 103037 IM7 AB_10900641 | extracellular
F4/80 BV711 Biolegend | 123147 BM8 AB_2564588 intracellular
T-bet PE Biolegend | 644810 4B10 AB_2200542 intracellular
Ly6G PercP-Cy5.5 Biolegend | 127616 1A8 AB_1877271 extracellular
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Viability uv Biolegend | 423108 extracellular

Zombie

CD3 AF532 Thermo 58-0032-82 17A2 AB_11217479 | extracellular

Granzyme B APC Thermo MHGBO05 GB12 AB_10373420 | intracellular

CD11b eF450 Thermo 48-0112-82 M1/70 AB_1582236 extracellular

FoxP3 eF660 Thermo 50-5773-82 FJIK-16s AB_11218868 | intracellular

CD49b PE-Cy5 Thermo 15-5971-82 DX5 AB_2573070 extracellular

CD24 PercP-eF710 Thermo 46-0242-82 M1/69 AB_1834425 extracellular

SiglecH SB600 Thermo 63-0333-82 eBio440c AB_2784853 extracellular

PD-L1 PE-Cy7 Thermo 25-5982-82 MIH5 AB_2573509 extracellular

CD107a+ APC-e780 Thermo 47-1071-82 1D4B AB_2848363 extracellular
Supplementary Table 2 — gating strategy

Flow cytometry population Cell Type

Dead / live Viability

CD45+ Hematopoietic cells

CD45+CD49b+NKp46+ NK cells

CD45+ CD3+ All T-cells

CD45+CD3+CD4-CD8-CD49b+NKp46+ NKT cells

CD45+ CD3+ CD4+

Total CD4+ T-cells

CD45+ CD3+ CD4+ CD25+ FoxP3+

T regulatory cells

CD45+ CD3+ CD4+ CD25+ FoxP3+CD62L-CD44+

Treg Effector Memory cells

CD45+ CD3+ CD4+ CD25+ FoxP3+CD62L+CD44+

Treg Central Memory cells

CD45+ CD3+ CD4+ CD62L+CD44-

CD4+ non Treg Naive cells

CD45+ CD3+ CD4+CD62L-CD44+

CD4+ non Treg Effector Memory cells

CD45+ CD3+ CD4+ CD62L+CD44+

CD4+ non Treg Central Memory cells

CD45+ CD3+ CD8+

Total CD8+ T-cells

CD45+ CD3+ CD8+ CD62L+CD44-

CD8+ Naive cells

CD45+ CD3+ CD8+ CD62L-CD44+

CD8+ Effector Memory cells

CD45+ CD3+ CD8+ CD62L+CD44+

CD8+ Central Memory cells

Granzyme B Cytotoxic T-cell marker

PD-1 T-cell Activation/exhaustion marker
PD-L1 Programmed death-ligand 1
CD45+CD19+CD11b- B cells

CD45+CD19+CD11b+ B1 cells
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CD45+CD11bintCD49b+NKp46+

NK cells

CDA45+ CD11b+

Myeloid cells

CD45+ CD11b+F4/80+

Tumor-Associated-Macrophages (TAM)

CD45+ CD11b+F4/80+ MHCII-CD206+

M2 like macrophages

CD45+ CD11b+F4/80+MHCII+CD206-

M1 like macrophages

CD45+CD11b+Ly6Ghi Ly6Clo

PMN-MDSC

CD45+CD11b+Ly6G- Ly6Chi

M-MDSC

CD45+CD11b+Ly6G- Ly6Chi

MHC II- Sirpa- M-MDSC

CD45+CD11b+Ly6G- Ly6Chi

MHC I+ Sirpa- M-MDSC

CD45+CD11b+Ly6G- Ly6Chi

MHC II- Sirpa+ M-MDSC

CD45+CD11b+Ly6G- Ly6Chi

MHC I+ Sirpo+ M-MDSC

CD45+CD11b+CD11c+MHCIIhi

Dendritic cells

CD45+CD11b-CD11c+MHCIlImedSiglecH

Plasmocytoid dendritic cells

CD64+

Myeloid activation marker

Supplementary Table 3 — Canonical Pathways

MC38 a-PD-1- | MC38 a-PD-L1- | MB49 a-PD-1- | MB49 a-PD-L1- | RENCA a-PD-1- [ RENCA a-PD- | TyrNras a-PD- | TyrNras a-PD- [ MBT2 a-PD-L1-
" Rvs WT Rvs WT Rvs WT Rvs WT Rvs WT L1-Rvs WT 1-Rvs WT L1-Rvs WT Rvs WT
Canonical Pathways
z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval | z-score pval
14-3-3-mediated Signaling 0 * -1,604 -0,378 * NA NA -0,378 2 0,277 2,887 *
3-phosphoinositide Biosynthesis 0,493 -0,365 * -0,447 -1,633 * NA NA 0,632 2,959 * 0,943
3-phosphoinositide Degradation 0,324 * -0,192 | * 0 -1,633 * NA NA 1 2,611 * 0,728
4-1BB Signaling in T Lymphocytes -1,633 NA NA NA NA NA NA NA NA
Acetone Degradation | (to
Methylglyoxal) NA NA NA NA NA NA NA 1,89 * NA
Acetyl-CoA Biosynthesis | (Pyruvate
Dehydrogenase Complex) 1 * NA NA NA NA NA NA NA NA
Actin Cytoskeleton Signaling -0,885 | * -0,258 -2 NA NA -0,378 2,673 * 2,828 * 3,402 *
Actin  Nucleation by  ARP-WASP
Complex -0,905 -0,302 * NA NA NA NA NA 0,707 2,496 *
Activation of IRF by Cytosolic Pattern
Recognition Receptors 0,577 -1,414 NA NA NA NA 0,816 * -1,291 * 1,387 *
Acute Myeloid Leukemia Signaling 1,706 * -0,378 NA NA NA NA NA 1,134 2,84 *
Acute Phase Response Signaling -1,061 | * -1,387 0 * -1,342 | * NA -1,134 1,633 0 2,858 *
Adrenomedullin signaling pathway 0,289 * 0,209 -0,447 NA -1,134 | * -1,941 | * 1,633 1,826 * 2,183
Agrin Interactions at Neuromuscular
Junction -2,714 0 NA NA NA NA NA 1,265 2,309 *
Aldosterone Signaling in Epithelial
Cells 1,225 * 0,333 0 NA NA -0,816 NA 0,535 * 2,53 *
AMPK Signaling 0,169 * -1,095 * -1 NA NA -2 NA -0,229 2,309
Amyloid Processing 0 * 1,342 * NA NA NA NA NA NA 0
Amyotrophic Lateral Sclerosis
Signaling 1,46 0471 | * 0 * NA NA -1 * NA 0,832 | * 1,508
Androgen Signaling 0,943 | * 1,265 NA NA NA 1,134 1,342 0 3 *
Angiopoietin Signaling -0,577 NA NA NA NA NA NA 0 0,832 *
Antioxidant Action of Vitamin C -0,943 1,732 0 * NA NA 0,378 * NA 0,577 -1,508
Antiproliferative Role of Somatostatin
Receptor 2 1,807 * -1 NA NA NA NA NA 0 3,317 *
Apelin Adipocyte Signaling Pathway -1,069 0,5 * NA NA NA -1 NA 0,535 -1,342
Apelin Cardiomyocyte Signaling
Pathway 1,091 0,243 * -1 NA NA -1 2,828 * 2 2,53

153




Apelin Endothelial Signaling Pathway | 0,962 -0,894 0 NA NA -1 NA -1 3,153
Apelin Liver Signaling Pathway 0,447 NA NA NA NA NA NA 0 0,447
Apoptosis Signaling 0 0,447 0,447 1,342 NA 0 2 0,655 | * 0,5
April Mediated Signaling 0,378 NA 0,447 NA NA NA NA 0 0
Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 2,353 -0,333 NA NA NA NA 0 1,155 * -1,069
ATM Signaling -0,943 0,277 NA NA NA NA NA 0 -0,632
Autophagy 0,135 -1,567 0,816 NA NA -0,905 0 0,962 1,606
B Cell Activating Factor Signaling -1,134 0 NA NA NA NA NA 0 1
Basal Cell Carcinoma Signaling 1 0 NA NA -1,633 -1,342 NA NA 0,447
BER (Base Excision Repair) Pathway 2,524 0,447 NA NA NA NA NA NA -2
BEX2 Signaling Pathway 0,894 -1 NA 1 NA NA NA 0 0,707
Bile  Acid Biosynthesis, Neutral

Pathway NA -2 NA NA NA NA NA NA NA
Bladder Cancer Signaling -1 NA NA NA NA NA NA 0,378 2,449
BMP signaling pathway 0 0,333 NA NA NA -2 NA 0,577 1,667
Breast Cancer Regulation by

Stathminl 1,863 -2,393 0,577 -1,89 -1,633 -1,414 0,816 -0,97 5,252
Calcium Signaling 0,73 0,943 0,816 NA NA -1 1,387 1,89 * 2,673
Calcium Transport | 1 NA NA NA NA NA NA NA 2
cAMP-mediated signaling 1,372 0,192 0,447 NA 0 -1,155 NA 0,169 | * 0,243
Cardiac Hypertrophy Signaling 1,54 0,169 0,707 -2 NA -1,732 2,111 1,616 3,536
Cardiac Hypertrophy Signaling

(Enhanced) -0,088 -1,886 2,236 -2,111 -2,111 -2,646 1,414 0,465 * 3,098
Cardiac B-adrenergic Signaling 0 -0,775 1 NA NA -2,236 0,447 0 * 0,707
Cardiomyocyte  Differentiation  via

BMP Receptors 1 NA NA NA NA NA NA NA NA
CCR3 Signaling in Eosinophils -0,408 0,378 0,447 2 NA 1,134 NA 0,632 2
CD27 Signaling in Lymphocytes 0 -0,378 NA NA NA NA NA -0,378 1,134
CD40 Signaling 0,243 -1,342 1,342 NA NA NA NA 0 1,387
CDK5 Signaling 0 0,535 0,447 0,447 NA -1,342 0,378 -1 1,667
CDP-diacylglycerol Biosynthesis | 1,732 1,134 NA NA NA NA NA NA NA
Cell Cycle Control of Chromosomal

Replication 2,183 -0,905 NA NA NA 0,816 NA 1,667 -2,53
Cell Cycle Regulation by BTG Family

Proteins 1,342 -1 NA NA NA NA NA NA NA
Cell Cycle: G1/S Checkpoint

Regulation -1,5 0 NA NA NA NA NA 0 0
Cell Cycle: G2/M DNA Damage

Checkpoint Regulation 1,291 0,447 NA NA NA NA NA -0,707 NA
Ceramide Signaling -1,213 0,277 NA NA NA 1 1 0,707 1,155
Chemokine Signaling -0,229 -0,632 NA NA NA -0,816 NA 0,535 1,732
Cholecystokinin/Gastrin-mediated

Signaling 0,2 0,577 1,134 -2 NA -0,378 2,236 -0,277 2,183
Cholesterol Biosynthesis | NA 2,449 NA NA NA NA NA 2,333 * NA
Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-

dihydrolanosterol) NA 2,449 NA NA NA NA NA 2,333 * NA
Cholesterol  Biosynthesis Il (via

Desmosterol) NA 2,449 NA NA NA NA NA 2,333 * NA
Choline Biosynthesis Il 1 NA NA NA NA NA NA NA NA
Chondroitin Sulfate Biosynthesis 0,775 2,111 NA NA NA NA 1 1 NA
Chondroitin Sulfate Biosynthesis (Late

Stages) 0,535 1,897 NA NA NA NA 1 0,816 NA
Chondroitin Sulfate Degradation

(Metazoa) -1 NA NA NA NA NA NA NA 1
CNTF Signaling 1,291 -1,342 NA NA NA NA NA -1 2,714
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Coagulation System -0,333 0 NA NA NA 2 NA 0,447 NA
Colanic Acid Building Blocks

Biosynthesis 0 -1,342 NA NA NA NA NA NA NA
Colorectal Cancer Metastasis Signaling | 0,651 -1,061 -0,632 -1,89 -1,414 -2,357 1,633 0,365 3,395
Complement System -0,447 -2,121 NA NA NA 0,447 NA -3 * 1,633
Coronavirus Pathogenesis Pathway -0,164 -0,192 0,333 NA NA -1,633 0,707 0,949 * 2,401
Corticotropin Releasing  Hormone

Signaling 1,257 1,147 1,342 NA -1 -1,667 0,378 0,816 | * 1,387
Creatine-phosphate Biosynthesis NA NA NA NA NA NA NA 1 * NA
CREB Signaling in Neurons 1,212 -2,047 1,807 -1,633 -3 -2,466 1,877 0,478 5,907
Crosstalk between Dendritic Cells and

Natural Killer Cells -2,183 -3,207 NA NA NA 0 2,236 -3,13 * 3,051
CSDE1 Signaling Pathway 1 -1,342 NA NA NA NA NA 0,302 | * NA
CXCR4 Signaling 0,928 -0,688 0 -2 NA -0,378 1,89 0,471 3,128
Cyclins and Cell Cycle Regulation 1,886 0 NA NA NA NA NA 1 -2,236
Death Receptor Signaling -1,46 -1,698 0,447 NA NA NA 0,632 41,512 | * 0,577
Dermatan Sulfate Biosynthesis 1 2,111 NA NA NA NA 1 0,632 1
Differential Regulation of Cytokine

Production in Intestinal Epithelial Cells

by IL-17A and IL-17F NA -2,646 NA NA NA NA NA NA NA
Differential Regulation of Cytokine

Production in Macrophages and T

Helper Cells by IL-17A and IL-17F NA -2,236 NA NA NA NA NA NA NA
Dilated  Cardiomyopathy  Signaling

Pathway 0,174 0,905 0 NA NA -1,342 -3,771 -1,567 * -0,577
D-myo-inositol (1,4,5,6)-

Tetrakisphosphate Biosynthesis 0,174 0,192 0 -1,633 NA NA 1 3,053 * 0,258
D-myo-inositol (3,4,5,6)-

tetrakisphosphate Biosynthesis 0,174 0,192 0 -1,633 NA NA 1 3,053 * 0,258
D-myo-inositol-5-phosphate

Metabolism 0,649 -0,192 0 -1,633 NA -0,447 1,265 2,828 * 0,258
Dopamine Degradation NA -0,816 NA NA NA NA NA NA NA
Dopamine-DARPP32 Feedback in

cAMP Signaling 1,826 0,378 1,342 NA NA -1,265 -1,134 0,186 * 2,111
EGF Signaling -0,277 -0,447 0 NA NA NA NA NA 2,333
Eicosanoid Signaling 0,707 NA NA NA NA 0 NA NA 0,816
EIF2 Signaling -2,475 -1 -0,447 -2 NA -1 NA -0,277 -1,8
Endocannabinoid Cancer Inhibition

Pathway -0,649 -1,633 0 NA NA 0,816 NA -0,655 -0,775
Endocannabinoid Developing Neuron

Pathway 1,826 -0,535 NA NA NA NA NA 1,155 3
Endocannabinoid Neuronal Synapse

Pathway 2,414 0,626 0 NA NA 0 0,816 0 * 0,302
Endometrial Cancer Signaling 0,905 NA NA NA NA NA NA 1,342 2,121
Endoplasmic Reticulum Stress

Pathway 0,816 NA NA NA NA NA NA 1,134 * NA
Endothelin-1 Signaling 1,021 1,134 0 2 NA -1,155 0,447 0,845 | * 2,502
eNOS Signaling 1,095 -0,218 NA NA NA -2,449 NA 0,471 2,496
Ephrin B Signaling 0,229 0,333 NA NA NA NA NA 0,378 1,667
Ephrin Receptor Signaling 2,082 -0,258 NA NA NA NA NA 0 2,858
Epithelial Adherens Junction Signaling | -2,292 -0,243 -2 1,342 NA 0 1,897 0,728 -0,894
ERB2-ERBB3 Signaling -0,775 -1 0 NA NA NA NA 0,816 3,317
ERBB Signaling -0,928 1,265 0 NA NA NA NA 0 1,698
ERBB4 Signaling 0,775 -0,447 NA NA NA NA NA -0,447 3,317
ERK/MAPK Signaling 0,295 -1,706 0,333 0,378 NA -1,265 0,707 0,192 2,985
ERKS Signaling 1,043 0,577 0 NA NA NA 0 0,277 1,414
Erythropoietin Signaling Pathway 0,617 1,091 0 NA NA -1,134 -1,89 0,816 2,353
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Estrogen Receptor Signaling 1,476 0,16 -0,378 -2,449 -2 -1,279 1,291 2,546 * 1,441
Estrogen-Dependent Breast Cancer

Signaling 0 -1,342 NA NA NA -2 NA 1 2,887
Estrogen-mediated S-phase Entry 2,53 0 NA NA NA NA NA 2,236 NA
Ethanol Degradation Il 0 -1,134 NA NA NA NA NA NA 2,449
Ethanol Degradation IV 1 -1 NA NA NA NA NA NA 2,236
Factors Promoting Cardiogenesis in

Vertebrates 1,155 1,069 NA NA -2,121 -1,667 1,508 1,8 * 1,941
FAT10 Cancer Signaling Pathway -1,604 -2,333 NA NA NA NA NA 0 1,134
FAT10 Signaling Pathway -0,447 -2,236 NA NA NA NA NA -2 NA
Fatty Acid Activation -1,134 -1 NA NA NA NA NA -1 NA
Fatty Acid a-oxidation 0 -0,816 NA NA NA NA NA NA 1
Fatty Acid B-oxidation | -2,111 -1,134 NA NA NA NA NA 0 0

Fc Epsilon Rl Signaling 0,928 -1,155 0,447 2 NA 0,447 NA -1,265 2,683
Fc?RIIB Signaling in B Lymphocytes 1 -2,121 NA NA NA NA NA 0,447 1,897
Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in

Macrophages and Monocytes 0,2 -1,5 -1,342 NA NA NA NA -0,775 3,71
Ferroptosis Signaling Pathway -0,316 -0,209 NA -0,447 NA 0 1 0 * 3,606
FGF Signaling 1 -0,378 0 NA NA NA NA 0 2,496
FLT3 Signaling in Hematopoietic

Progenitor Cells 1,528 -0,632 NA NA NA NA NA -0,577 2,183
fMLP Signaling in Neutrophils 1,225 1,291 0,707 NA NA 1,414 -1 0,535 3,273
Folate Transformations | 2 NA NA NA NA NA NA NA NA
G Beta Gamma Signaling 1,219 0,229 -1 NA NA 1,134 0,816 1,043 | * 2,84
G?i Signaling 1,528 -1,069 NA NA NA 0,378 NA -0,535 1
G?q Signaling 2,197 0 0,333 2 NA -0,707 NA 2,496 3,153
G?s Signaling 1,569 1,069 NA NA NA NA NA 1 * 1,155
GDNF Family Ligand-Receptor

Interactions 0,447 -1,342 NA -2 NA 0 2 0,816 2,496
Glioblastoma Multiforme Signaling 0,309 -1 0,378 -1,633 -2,646 -2,309 2,449 2,496 2,668
Glioma Invasiveness Signaling 0,535 -0,333 -1 -2,236 NA 0,447 NA 0,816 2,309
Glioma Signaling 0,392 0 0 NA NA -1,633 NA 0,632 2,673
Glutathione-mediated Detoxification -1,508 0 NA NA NA -2,236 NA 0,378 -1
Glycogen Degradation Il NA -0,447 NA NA NA NA NA NA NA
GM-CSF Signaling 0 -2,121 NA NA NA NA NA -0,302 3,051
GNRH Signaling 0,603 0 0,816 NA NA -1,414 NA 1,342 2,858
GP6 Signaling Pathway 0,539 0,832 NA 2 2,236 -3,606 0,632 -1 2,558
GPCR-Mediated Integration of

Enteroendocrine Signaling Exemplified

by an L Cell -2 1,155 NA NA NA 0 NA 0,535 * 1
GPCR-Mediated Nutrient Sensing in

Enteroendocrine Cells 1,461 0,471 NA NA NA -0,632 0,816 1,225 * 2,53
Granzyme B Signaling 0 1 NA NA NA NA NA NA NA
Growth Hormone Signaling 1,147 0,333 -0,447 NA NA -1 NA -1,265 3
Guanosine Nucleotides Degradation Il | -0,447 NA NA NA NA NA NA 0 NA
Gustation Pathway -0,539 -1,091 NA NA -1,342 -1,698 1,941 0,898 2,714
Ga12/13 Signaling -0,626 -1,897 0,816 -1 NA NA 1,667 1,342 3,207
Heparan Sulfate Biosynthesis 0,688 1,941 NA NA NA NA 1,342 0,302 NA
Heparan Sulfate Biosynthesis (Late

Stages) 0,471 1,732 NA NA NA NA 1,342 0,333 NA
Hepatic Fibrosis Signaling Pathway 0,626 -1,54 1,387 -1,508 -1,414 -1,698 3,53 0,14 * 3,857
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HER-2 Signaling in Breast Cancer 0,137 0,816 1,604 -0,447 NA 0 1 -0,6 1,177
HGF Signaling 0,365 0 0,447 NA NA NA NA 0 3,9
HIF1? Signaling 0 0 0 -2,449 -1 -1,604 1,134 -0,378 2,694
HIPPO signaling -0,218 0 NA NA NA 0 1 NA 1,342
Histamine Degradation NA -1,342 NA NA NA NA NA NA NA
Histidine Degradation Il NA NA NA NA NA NA NA NA -0,447
Histidine Degradation VI -1 NA NA NA NA NA NA NA NA
HMGB1 Signaling 0,392 -1,46 0 0,816 NA 0 NA 0,832 2,5
HOTAIR Regulatory Pathway 1,021 0,258 0 -1,633 -1,633 -0,258 1,633 1,964 1,043
Huntington's Disease Signaling 1,897 1,225 0,447 NA NA -1 -1,342 -1,279 * 2,183
Hypoxia Signaling in the

Cardiovascular System 0,707 NA NA NA NA NA NA 2,121 * 1,342
IGF-1 Signaling 1,46 -0,905 -1 -2 NA -2 NA 1,414 2,496
IL-1 Signaling -0,632 -0,577 0 NA NA NA NA 0,816 2,333
IL-15 Production 0 -0,277 NA NA NA -0,378 1,134 -2,236 1,897
IL-17 Signaling -1,372 -2,2 0 NA NA -0,707 1,134 -1,633 2,183
IL-17A Signaling in Airway Cells 0,333 -1,342 -0,447 NA NA NA NA -0,816 0,378
IL-2 Signaling 0 -2,449 -1,342 NA NA NA NA 0 3,162
1L-22 Signaling NA NA NA NA NA NA NA NA 1,633
IL-23 Signaling Pathway 0,333 -1,89 NA NA NA NA NA -1 1,134
IL-3 Signaling 0,229 1,134 0,447 NA NA NA NA 1,414 3,153
IL-6 Signaling 0 -1,069 0 -1,342 NA 0,816 2,53 0,943 3,545
IL-7 Signaling Pathway 0,229 -1 2 NA NA 0 NA -0,905 1,897
IL-8 Signaling 1,852 -1,567 0 -2 NA -1,342 1,134 -0,943 2,746
IL-9 Signaling 0,905 -0,816 NA NA NA NA NA NA 2,646
ILK Signaling 1,298 -1,095 0 -1 -1 1,414 3,5 2,556 | * 1,698
Induction of Apoptosis by HIV1 -0,728 0 0 NA NA NA 1,342 0,302 -1
Inflammasome pathway -1 -2,449 NA NA NA NA NA -2 1,89
Inhibition of ARE-Mediated mRNA

Degradation Pathway -3,182 -2,4 -1,342 NA NA -1,342 1,89 0 1,897
Inhibition of Matrix Metalloproteases | -0,277 -0,447 NA NA NA -1,414 NA -1,342 1,134
iNOS Signaling -1,633 -1,414 0 NA NA NA NA -0,816 1,89
Insulin Receptor Signaling 1,622 1,807 -0,447 -1,342 NA -0,447 NA 0,5 0,277
Insulin Secretion Signaling Pathway 2,853 0,667 -1,134 -1,342 NA -1,508 0,378 0,905 * 1,029
Integrin Signaling 0,566 0,784 0,378 -1,342 NA 2,236 2,828 1,89 3,651
Interferon Signaling -1,414 -2,449 NA NA NA NA 2 -3,051 * 2,236
Isoleucine Degradation | 0 NA NA NA NA -1 NA NA NA
JAK/STAT Signaling 1,091 -1,667 -2 NA NA NA NA -0,905 3
Kinetochore ~ Metaphase  Signaling

Pathway 1,4 0,302 0,378 NA NA 1 NA 0,775 2,887
Leptin Signaling in Obesity 1,508 NA NA NA NA NA NA NA 2
Leucine Degradation | -1 NA NA NA NA NA NA NA NA
Leukocyte Extravasation Signaling 0,302 -0,557 -0,816 -1 NA 1,508 0,447 1,095 * 3,651
Leukotriene Biosynthesis -1 NA NA NA NA NA NA NA NA
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR

Function -0,655 0,302 0,447 NA 0,447 0,632 0,447 0,577 | * 0
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LPS-stimulated MAPK Signaling -0,243 -0,378 0 NA NA NA NA 0 3,5
LXR/RXR Activation 2,449 0,535 NA NA -2,236 -1,265 -0,632 -0,408 * 0
Lymphotoxin B Receptor Signaling -0,302 -1,633 NA NA NA NA NA -0,378 1,134
Macropinocytosis Signaling 0,943 -0,447 NA NA NA NA NA -0,447 3,464
Melanocyte Development and

Pigmentation Signaling 1,46 -0,905 NA NA NA -0,816 NA 1,732 2,138
Melanoma Signaling 0,905 NA NA NA NA NA NA NA 2,646
Melatonin Signaling 1,043 0 NA NA NA -1,342 NA 0,277 | * 2,646
Mevalonate Pathway | NA 2 NA NA NA NA NA 2,236 * NA
MIF Regulation of Innate Immunity 0 NA -0,447 NA NA NA NA 0 0,333
MIF-mediated Glucocorticoid

Regulation 0,378 NA -0,447 NA NA NA NA NA 0,378
Mitochondrial  L-carnitine  Shuttle

Pathway -1,667 -1,342 NA NA NA NA NA -1 NA
Mitotic Roles of Polo-Like Kinase 2,53 1 NA NA NA NA NA 1,633 -2,449
Mouse Embryonic Stem Cell

Pluripotency 0,667 0 NA -1 NA NA NA 0,632 2
MSP-RON Signaling In Cancer Cells

Pathway 0,174 -0,728 -0,816 -1 NA -0,816 1,342 0,577 2,324
MSP-RON Signaling In Macrophages

Pathway 0,447 0,655 -1 -1 NA NA 1 1,789 2,183
mTOR Signaling 1,257 -0,209 0,816 -1,342 NA 0,447 NA 0,277 2,668
MYC Mediated Apoptosis Signaling -0,775 -1,732 NA NA NA 0 NA 0,277 * 1,342
NAD biosynthesis Il (from tryptophan) | -0,816 NA NA NA NA NA NA NA NA
NAD Phosphorylation and

Dephosphorylation 0,447 NA NA NA NA NA NA NA 1
NAD Salvage Pathway Il 0,302 NA NA NA NA NA NA 2 0,447
NAD Signaling Pathway -1,342 -1,964 NA -2 NA -2,236 0,378 -0,928 * 1,291
Natural Killer Cell Signaling -1,732 -2,191 -0,447 -2,236 NA 0,816 1,155 -2 * 2,722
Necroptosis Signaling Pathway -0,48 -2,558 0 NA NA -0,378 1 -1,8 0
NER  (Nucleotide Excision Repair,

Enhanced Pathway) 1,46 0 -1 0 NA 2 NA 2,646 -2
Netrin Signaling 0,728 0 NA NA NA 0,707 0,447 1,291 | * NA
Neuregulin Signaling 0,2 2,121 1,342 NA NA NA NA 0,302 | * 1,941
Neuroinflammation Signaling Pathway | 0,14 -4,621 -0,333 0,816 NA -0,302 2,673 -3,286 * 4,218
Neuropathic Pain Signaling In Dorsal

Horn Neurons 0,378 0,277 0 NA NA -1,414 NA 0,943 2,714
Neuroprotective Role of THOP1 in

Alzheimer's Disease 0 -0,258 NA NA NA -1,134 2,449 -2,84 * 1
Neurotrophin/TRK Signaling 1,342 -1,342 NA -1 NA NA NA 0 3
NF-?B Activation by Viruses -1,5 -0,707 -0,447 NA NA NA NA -1 3,742
NGF Signaling 1,3 -0,535 0,447 NA NA 0 NA 0,302 2,84
Nicotine Degradation Il 0 1,342 NA NA -2 -2,646 NA 1,134 NA
Nitric  Oxide  Signaling in  the

Cardiovascular System 1,177 0,5 0 NA NA -1,633 -1 -0,447 * 2,111
nNOS Signaling in Neurons 1 NA NA NA NA NA NA -1,633 * NA
Non-Small Cell Lung Cancer Signaling | -0,728 NA NA NA NA -1 NA 0,447 1,897
Notch Signaling -1,155 0,447 NA NA NA NA NA NA 1
NRF2-mediated Oxidative Stress

Response 0,365 0,707 1 -2 NA NA NA 1,265 3,207
Oncostatin M Signaling -1,732 NA NA -2 NA NA NA -0,816 2,53
Opioid Signaling Pathway 1,871 0,686 1,265 NA 2 0,5 0 0,845 | * 2,414
Osteoarthritis Pathway -1,549 1,257 0,447 NA NA -0,905 0 0,898 | * 0,577
Ovarian Cancer Signaling 0 -1,508 NA NA NA -2,236 NA 1 2,333
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P2Y Purigenic Receptor Signaling

Pathway 1,461 -0,229 NA NA NA -1,414 NA 1,5 3,638
p38 MAPK Signaling 0,73 2,524 1,633 NA NA 0,447 1,667 0,447 | * 1,5
p53 Signaling 0,2 2,236 NA NA NA NA NA -1,508 0,632
p70S6K Signaling 0,378 -2,041 -1 -1 NA -1,667 NA 0,832 3,464
PAK Signaling -1,091 -0,333 NA NA NA NA 2,449 2,138 * 1,941
Pancreatic Adenocarcinoma Signaling -0,626 -0,302 NA NA NA NA NA 0 0,277
Paxillin Signaling -1,414 -0,816 NA NA NA NA 2 1,941 * 2,309
PCP (Planar Cell Polarity) Pathway 0,426 1,342 NA NA -2,449 -2,646 NA 2,646 0,378
PD-1, PD-L1 cancer immunotherapy

pathway 1,225 3 1 NA NA 0,816 1,134 2,985 | * 2,53
PDGF Signaling -1,043 -2,646 NA -2 NA NA NA -0,333 3,742
PEDF Signaling 0,243 -1,897 -1 -1 NA -2 NA -1 2,496
PFKFB4 Signaling Pathway 0,832 -0,816 NA NA NA NA NA 1,265 * 2,236
Phagosome Formation 0,174 -3,534 1,604 -1,89 -2,646 -1,715 2,466 -1,584 * 6,567
Phosphatidylglycerol  Biosynthesis Il

(Non-plastidic) 1,732 1,134 NA NA NA NA NA NA NA
Phospholipases 1,213 0,707 NA NA NA 0,816 NA 0,378 0,447
PI3K Signaling in B Lymphocytes 0 2,5 0,707 NA NA -1,667 1,633 0,408 | * 3,962
PI3K/AKT Signaling 0,186 0,943 1,414 0,447 NA 0 NA 0,577 0,832
PPAR Signaling 1,671 0,577 0 2 NA 0 -1,89 -0,277 -2,357
PPARa/RXRa Activation -0,617 0 NA 2,236 NA 0,816 NA -0,853 -1,528
Production of Nitric Oxide and

Reactive Oxygen Species in

Macrophages -0,845 2,191 0,302 0 NA 1,414 1 2,294 4,2
Prolactin Signaling 1,043 0,378 -1 NA NA NA NA -0,905 4,123
Protein Kinase A Signaling 0 0,469 0,775 -1 -1 -1,604 0,832 0,739 | * 0,493
PTEN Signaling -0,316 0,258 0,816 1,633 NA 0 NA 0 -2,683
Purine Nucleotides De Novo

Biosynthesis I NA NA NA NA NA NA NA NA -2,236
Putrescine Degradation Il NA -1,134 NA NA NA NA NA NA NA
Pyridoxal 5'-phosphate Salvage

Pathway 1,342 -0,302 NA NA NA NA NA 0,378 0
Pyrimidine Deoxyribonucleotides De

Novo Biosynthesis | -0,333 NA NA NA NA NA NA 0,707 * NA
Pyrimidine Ribonucleotides De Novo

Biosynthesis -0,632 NA NA NA NA NA NA 0,632 * NA
Pyrimidine Ribonucleotides

Interconversion -0,632 NA NA NA NA NA NA 0,632 * NA
RAC Signaling -1,043 0,535 NA NA NA 0,447 -0,816 0 3,153
RAN Signaling 3 NA NA NA NA 2 NA 2 NA
RANK Signaling in Osteoclasts -0,447 -1 0,447 NA NA -1 NA 0,378 2,714
Reelin Signaling in Neurons 1,768 0 -2 NA NA 0 NA 0,535 1,698
Regulation of Actin-based Motility by

Rho 0,243 0,277 NA NA NA NA 1,667 2,183 * 1,291
Regulation of Cellular Mechanics by

Calpain Protease -0,905 -0,333 NA -1 NA NA NA 0,378 * 2,646
Regulation of elF4 and p70S6K

Signaling 0,5 -0,632 NA -1 NA NA NA 0,816 2,828
Regulation of The Epithelial

Mesenchymal Transition By Growth

Factors Pathway 0,384 1,279 NA 2 NA 1,134 1,89 0,392 3,838
Regulation of The Epithelial

Mesenchymal Transition In

Development Pathway 0,333 0,333 NA 0 -1,89 -2,236 NA 2,449 1,265
Relaxin Signaling 1,706 0,632 -0,447 NA NA NA NA 2,53 * 1,941
Remodeling of Epithelial Adherens

Junctions NA NA NA NA NA NA NA NA 0,447
Renal Cell Carcinoma Signaling -0,243 NA NA NA NA NA NA -0,447 2,714
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Renin-Angiotensin Signaling -0,962 -1,069 0,447 NA NA 0 NA 0,5 3,441
Retinoate Biosynthesis | 0 0,378 NA NA NA NA NA 1,134 NA
Retinoic acid Mediated Apoptosis

Signaling -1,387 -1,342 NA NA NA NA NA -2,138 * 1,342
Retinol Biosynthesis -0,632 -0,378 NA NA NA NA NA -0,378 NA
RHOA Signaling 0,507 0,5 NA NA NA NA 0,632 1,877 | * 1,069
RHOGDI Signaling 0,343 0,535 NA NA NA NA 1,732 0,962 | * 1,414
Role of BRCA1 in DNA Damage

Response 0,5 0,333 NA NA NA NA NA 1,342 0,378
Role of CHK Proteins in Cell Cycle

Checkpoint Control 0,577 0 NA NA NA NA NA -1 1
Role of

Hypercytokinemia/hyperchemokinemia

in the Pathogenesis of Influenza -2,53 -3,207 NA NA NA NA 2,828 -4,082 * 2,496
Role of MAPK Signaling in Inhibiting

the Pathogenesis of Influenza 0,894 -1,265 0,707 NA NA 0,447 NA -1,667 -0,277
Role of MAPK Signaling in Promoting

the Pathogenesis of Influenza -0,18 -0,378 0,378 -2,449 NA -1 NA 0 1,213
Role of NANOG in Mammalian

Embryonic Stem Cell Pluripotency -0,535 -0,447 NA NA NA NA NA -0,447 2,53
Role of NFAT in Cardiac Hypertrophy | 1,069 0,2 0,707 NA -1 -1,5 0,707 1,616 * 3,4
Role of Pattern Recognition Receptors

in Recognition of Bacteria and Viruses | 0,243 -2,683 -0,447 NA NA 0,447 NA -2,828 * 3,838
Role of PI3K/AKT Signaling in the

Pathogenesis of Influenza 0,333 -1,89 -0,447 NA NA NA NA -0,816 1,134
Role of PKR in Interferon Induction

and Antiviral Response -0,218 -3 -0,447 NA NA NA 0,816 -2,858 * 2,132
Role of WNT/GSK-3? Signaling in the

Pathogenesis of Influenza 0,243 0 NA NA -2,236 -2 NA 2 0
Salvage Pathways of Pyrimidine

Ribonucleotides 0,73 -0,277 NA NA NA NA 1 0,5 -0,816
Semaphorin Neuronal Repulsive

Signaling Pathway 0,447 2 NA NA NA 0,816 1,667 1,347 | * 2,4
Senescence Pathway 1,162 0,905 1,265 -2,121 NA -1,604 0,632 -0,164 * 3,651
Signaling by Rho Family GTPases 0,447 0 -0,816 NA NA NA 2,5 1,461 * 2,043
Sirtuin Signaling Pathway 1,069 0,426 0,378 NA -1 0,258 1,414 0,522 0,243
Small Cell Lung Cancer Signaling 0,258 -1,414 NA NA NA -0,447 NA -0,378 0,816
Sonic Hedgehog Signaling 1,155 1,342 NA NA NA NA NA 0 NA
Sperm Motility 0,365 1,069 1,342 NA NA 1,732 NA 0,229 | * 1,387
Sphingosine-1-phosphate Signaling 1,091 -0,688 -0,447 NA NA 0 1 -0,277 0,832
STAT3 Pathway 0 -0,577 -1,633 -2 NA -0,707 NA 1,155 1,964
Stearate Biosynthesis | (Animals) -1,069 -2,111 NA NA NA NA NA -1 * 0,447
Sumoylation Pathway -1,789 -1,807 0,447 NA NA NA 0,447 -0,277 -1,069
Superpathway of Cholesterol

Biosynthesis 1 3,162 NA NA NA -2,646 NA 3,357 * NA
Superpathway of

Geranylgeranyldiphosphate

Biosynthesis | (via Mevalonate) NA 2 NA NA NA -2 NA 2,449 * NA
Superpathway of Inositol Phosphate

Compounds 0,729 -0,845 -0,447 -1,633 NA -1,414 0,905 2,92 * 1,147
Superpathway of Methionine

Degradation 0 NA NA NA NA 0 NA 1 -2,449
Superpathway of Serine and Glycine

Biosynthesis | 1 NA NA NA NA NA NA NA NA
Synaptic Long Term Depression 0,457 0 0,707 -1,342 NA -1,291 0,333 1,183 * 1,698
Synaptic Long Term Potentiation 1,372 -0,218 0,816 -1 NA -0,707 NA 0,378 * 2,887
Synaptogenesis Signaling Pathway 0,426 1,48 -2,121 -1,89 NA -1,069 0,832 1,474 * 3,053
Telomerase Signaling 0,471 1,732 0,816 -1 NA 0,378 NA 0,302 2,333
Tetrahydrofolate Salvage from 5,10-

methenyltetrahydrofolate NA NA NA NA NA NA NA NA -2
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TGFB Signaling 0,2 1 NA 2 NA NA NA 1,265 1,667
Th1l Pathway -1,569 -3,71 NA NA NA NA 2,236 -3,53 * 2,324
Th2 Pathway -2,746 -1,789 -1 NA NA -1 2 -2,065 * 1,414
The Visual Cycle -0,378 0 NA NA NA NA NA 1 NA
Thrombin Signaling 1,372 0,447 0,378 -1,342 NA 0,632 NA 0,447 3,128
Thrombopoietin Signaling 0,688 -0,447 NA NA NA NA NA -0,333 3,873
Thyroid Cancer Signaling 2,041 -1 0 -1 NA NA NA 1,134 3,162
TNFR1 Signaling -2,309 -1,897 NA NA NA NA 2 -0,302 * 0,577
TNFR2 Signaling -2,121 0 NA NA NA NA 2 1,342 0,707
Toll-like Receptor Signaling 0,302 -1,89 NA NA NA NA 2 -1,89 2,111
TREM1 Signaling -0,577 -3 NA NA NA 0,447 0,447 -3,5 * 3,771
Triacylglycerol Biosynthesis 1,342 0 NA NA NA NA NA 1 NA
Triacylglycerol Degradation -0,832 -0,333 NA NA NA NA NA -1,134 NA
tRNA Charging 3,5 -1,342 NA NA NA 1 NA 1 -3
Tryptophan Degradation 1]

(Eukaryotic) 0,378 0 NA NA NA NA NA NA NA
Tryptophan Degradation X

(Mammalian, via Tryptamine) NA -1,134 NA NA NA NA NA NA 2
Tumor Microenvironment Pathway -1,633 -1,225 -0,447 -2,646 NA 0,258 1,667 1,134 2,268
Tumoricidal  Function of Hepatic

Natural Killer Cells 0,447 -0,378 NA NA NA NA NA -0,378 * NA
TWEAK Signaling 0,302 0,816 0 NA NA NA NA 0,333 | * 1,134
Type |l Diabetes Mellitus Signaling -1,706 -1,155 0 NA NA 1 1 -1,265 2,714
Unfolded protein response 1,508 0,447 NA NA NA NA NA 1,069 * 0
Urate Biosynthesis/Inosine 5'-

phosphate Degradation 0,447 NA NA NA NA NA NA NA 0
UVA-Induced MAPK Signaling 0,243 -2,449 NA NA NA -1,134 NA 0,302 * 2,333
UVB-Induced MAPK Signaling 1,069 1,134 NA NA NA NA NA -1 1,667
UVC-Induced MAPK Signaling -0,577 1 NA NA NA NA NA 0 2,333
Valine Degradation | -0,378 0 NA NA NA NA NA NA NA
VDR/RXR Activation -1,213 -1,667 NA NA NA 1 1 -0,632 * 0
VEGF Family Ligand-Receptor

Interactions 1,342 -0,378 -0,447 -2 NA -1,342 NA -0,378 2,496
VEGF Signaling 0,229 -2,121 NA NA NA NA 2,236 2,53 1,897
Vitamin-C Transport -0,378 NA NA NA NA 0 -1 -0,816 * NA
White Adipose Tissue Browning

Pathway 0,174 1,698 0,816 NA NA -1,897 0,632 1,826 * 1,604
WNT/?-catenin Signaling 1,021 -1,147 NA 0,447 -2,121 -1,667 1,897 1 0,5
WNT/Ca+ pathway 2,294 0 NA NA NA -1,633 NA 1,414 NA
Xenobiotic Metabolism AHR Signaling

Pathway -0,447 -2,111 NA NA NA -1,134 -1,633 0 -0,632
Xenobiotic Metabolism General

Signaling Pathway 0,324 -0,905 0,816 2 NA 1,414 0,816 0,728 3,273
Xenobiotic Metabolism PXR Signaling

Pathway 0,438 0,192 0,816 2 NA 0,632 0,577 0,354 | * 0,258
a-Adrenergic Signaling 0,277 0 NA NA NA NA NA 0,905 * 3
y-glutamyl Cycle -0,333 NA NA NA NA NA NA NA NA
y-linolenate Biosynthesis Il (Animals) -0,333 -0,447 NA NA NA NA NA -1 NA
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Figure S1. Individual data for wild type and resistant models. For all models when tumors
reached 150 mm3, mice were randomized and treated with aPD-1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per
week) or aPD-L1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per week). (B) MC38, colorectal cancer. (C) MB49,
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bladder cancer. (D) RENCA, kidney cancer. (E) TyrNras, melanoma cancer. (F) MBT2, bladder
cancer. Data shown are mean tumor volume values, n=4 or 6 mice/group.
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Figure S2. In vivo cross-resistance assay with aPD-1 or aPD-L1 antibodies. (A) aPD-1-R
tumors were implanted in naive mice and treated with aPD-L1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per
week). (B) aPD-L1-R tumors were implanted in naive mice and treated with aPD-1 (BioXCell,
12.5 mg/kg per week). Data shown are mean tumor volume values and error bars are + SEM
n=4 to 6 mice/group, ns, not significant using Mann Whitney t-test.
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Figure S3. Alterations in immune cell infiltrate after the acquisition of resistance to aPD-
1 and aPD-L1 in MC38 tumors. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice
and when tumors reached 200 mm3 tumors, flow cytometry analysis was performed.
Histograms for each immune population were performed after normalization of the number
of cells in 100,000 viable events. For T cells, CD8*, CD4* non Treg, CD4* Treg and myeloid
populations, significant decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA
statistical test, with Bonferroni post-hoc test. For B cells, PMN-MDSC, NK cells, NKT, cDC and
pDC significant decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5 tumors
per group. *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Figure S4. Alterations in immune cell infiltrate after the acquisition of resistance to aPD-
1 and aPD-L1 in MB49 tumors. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice
and when tumors reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis was performed.
Histograms for each immune population were performed after normalization of the number
of cells in 100,000 viable events. For T cells, CD8*, CD4* non Treg, CD4* Treg and myeloid
populations, significant decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA
statistical test, with Bonferroni post-hoc test. For B cells, PMN-MDSC, NK cells, NKT, cDC and
pDC significant decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5 tumors
per group. *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Figure S5. Alterations in immune cell infiltrate after the acquisition of resistance to aPD-
L1 in MBT2 tumors. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and when
tumors reached 200 mm3 tumors, flow cytometry analysis was performed. Histograms for
each immune population were performed after normalization of the number of cells in
100,000 viable events. For T cells, CD8*, CD4* non Treg, CD4* Treg and myeloid populations,
significant decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA statistical test, with
Bonferroni post-hoc test. For B cells, PMN-MDSC, NK cells, NKT, cDC and pDC significant
decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5 tumors per group. *:
p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Figure S6. Alterations in immune cell infiltrate after the acquisition of resistance to aPD-
1 and aPD-L1 in TyrNras tumors. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice
and when tumors reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis was performed.
Histograms for each immune population were performed after normalization of the number
of cells in 100,000 viable events. For T cells, CD8*, CD4* non Treg, CD4* Treg and myeloid
populations, significant decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA
statistical test, with Bonferroni post-hoc test. For B cells, PMN-MDSC, NK cells, NKT, cDC and
pDC significant decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5 tumors
per group. *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Figure S7. Alterations in immune cell infiltrate after the acquisition of resistance to aPD-
1 and aPD-L1 in RENCA tumors. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice
and when tumors reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis was performed.
Histograms for each immune population were performed after normalization of the number
of cells in 100,000 viable events. For T cells, CD8*, CD4* non Treg, CD4* Treg and myeloid
populations, significant decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA
statistical test, with Bonferroni post-hoc test. For B cells, PMN-MDSC, NK cells, NKT, cDC and
pDC significant decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5 tumors
per group. *: p<0.05 **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001.
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Figure S8. CD45" leucocytes immune cell infiltrate after the acquisition for all resistance
tumor models. For all models, tumor pieces were implanted in naive mice and when tumors
reached 200 mm?3 tumors, flow cytometry analysis was performed. Histograms for each
immune population were performed after normalization of the number of cells in 100,000
viable events. (A) MC38 models, (B) MB49 models, (C) RENCA models, (D) TyrNras models, (E)
MBT2 models. Significant decreases and increases were assessed by Mann-Whitney t-test. n=5
tumors per group. *: p<0.05 **: p<0.01.
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3. Conclusion

Dans cet article, nous avons développé et caractérisé des modeles précliniques de résistance
acquise aux anti-PD-1 et anti-PD-L1 pour 4 sous-types de cancers différents a I'aide de 5
lignées syngéniques (MC38, MB49, MBT2, TyrNras et RENCA). Cet article a eu pour objectif de
décrire, de maniere approfondie, le microenvironnement immunitaire tumoral de chaque
modele ainsi que les altérations génétiques. Ces résultats ont démontré que le
microenvironnement immunitaire tumoral était « modele dépendant ». De méme, les voies
de signalisations dérégulées sont propres & chaque modéle. Egalement, les mécanismes de
résistances sous-jacents peuvent étre contournés a I'aide de combinaisons thérapeutiques
ciblant les cellules immunitaires régulées a la hausse, dans les modeéles résistants par rapport

aux modeles sensibles.

L'utilisation de différents sous-types permet de faire un parallele avec I'hétérogénéité
tumorale qui existe chez ’'Homme. En effet, les mécanismes de résistance sous-jacents sont
certainement trés nombreux et probablement trés différents en fonction du sous-type
tumoral. De ce fait, un modele comme MC38 connu pour avoir un fort TMB et un modele
comme MB49 avec tres peu de genes différentiellement altérés n’engendreront

probablement pas les mémes mécanismes pour résister aux ICls.

Ces différents modeles ne doivent donc pas étre utilisés de maniere uniforme. En fonction de
la problématique, le choix du modele sera primordial. Notamment, comme évoqué dans
I'introduction, de nombreux essais de combinaisons thérapeutiques avec anti-PD-1 ou anti-
PD-L1 sont en cours. Ces modeles, ayant un fort pouvoir prédictif, peuvent aider a mieux cibler

guelle combinaison aura le plus de chance de fonctionner et sous quelles indications.

Egalement, nous avons choisi de faire un immunophénotypage de nos modéles a I’état basal.
Il serait intéressant d’effectuer une étude longitudinale avec des points de prélévements a des
temps plus tardifs et post traitements. Ceci permettrait de mieux cibler quelles cellules
immunitaires sont prédominantes tout au long du développement et par conséquent quelle

thérapie serait la plus susceptible de fonctionner pour contrer la résistance aux ICls. Entre
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autres, nous avons testé un anticorps ciblant le TNFa mais beaucoup de thérapies
prometteuses ciblant les récepteurs de la superfamille de TNF sont également a I'étude. De
ces thérapies, nous pouvons citer des anticorps ciblant GITR qui permettent une polarisation
des lymphocytes T CD4 en Th14°345% et OX40 et 4-1BB, qui activent les lymphocytes*>. Celles-
ci étant déja en essai clinique, une preuve de concept sur nos modeles résistants pourrait étre

un argument fort pour tester ces combinaisons sur des patients réfractaires.

S’agissant des limites que nous pouvons soulever, la stabilité des modéles en fait partie. Ces
modeles ont été créés sur plusieurs années : depuis 2017, il est bien évidemment difficile de
penser que les modeles utilisés aujourd’hui puissent étre identiques a ceux de 2017. Notre
laboratoire a consciencieusement congelé des morceaux de tumeurs a force de passage. Il
serait donc intéressant, dans une future expérience, d’étudier si un changement
phénotypique a opéré durant ces années et dans quelle mesure. De plus, notre laboratoire a
fait I'effort de génotyper récemment toutes les lignées cellulaires que nous possédons. Si
I’étude du changement phénotypique révele une dérive importante, il est tout a fait possible
de recréer des modeles résistants. En effet, si nous souhaitons a terme commercialiser nos
modeles, il faudra que nous puissions étre en mesure de savoir quel type de changement

phénotypique et génétique nos modeles détiennent a l'instant t.

Un autre point sur lequel nous pouvons faire un focus est notre technique de maintien tres
particuliere des modeles étant donné qu’elle s’effectue in vivo. En effet, I'une des expériences
gue nous avons réalisées, d'un point de vue purement technique, a consisté a récupérer des
tumeurs résistantes qui, une fois broyées, dissociées, transformées en suspension cellulaire
et réinjectées chez la souris, ont retrouvé une sensibilité partielle aux ICls. De ce constat, une
explication pourrait étre que la structure soutienne la résistance. |l serait intéressant, dans
des futures investigations, de tester le stiffness de nos tumeurs, qui pourrait étre en lien direct
avec la résistance aux ICls. En effet, de nombreuses recherches se sont intéressées a
comprendre l'impact des composants de la matrice extracellulaire sur le raidissement

tumoral®®4%7 Une récente étude a démontré que la migration des lymphocytes T et I'anti-PD-
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1 étaient plus efficace suite a I'inhibition de la lysyl oxidase (LOX) qui stabilise les fibres de

collagéne®8,

Nos modeles confirment également I'importance des voies déja décrites comme impliquées
dans la résistance secondaire tel que PTEN, IFNy ou encore JAK/STAT. Cependant, celles-ci ne
sont pas altérées dans I'ensemble des modeles. Ceci nous incite donc a croire que les autres
voies que nous avons détectées comme sur ou sous-exprimées dans nos modeles pourraient
également soutenir la résistance aux ICls. L'implication de ces différentes voies mériterait

d’étre étudiée en profondeur dans un futur proche.
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Chapitre Ill. Résultats

Identification d’'un gene SERPINF1 impliqué dans la résistance

a 'anti-PD-1

1. Introduction

Suite a la caractérisation des modeles dans l'article précédemment discuté, nous avons
cherché a comprendre quel mécanisme pouvait étre impliqué dans cette résistance. Pour
déceler les mécanismes de résistance sous-jacents, nous nous sommes focalisés sur I'analyse
des RNAseq. L'objectif de cette étude a été d’identifier des génes, ou des voies de
signalisation, impliqués dans le phénotype de résistance. Les buts de cette démarche sont de
proposer un nouveau biomarqueur utilisable chez les patients, et d’obtenir des pistes pour

tester de nouvelles alternatives thérapeutiques.

Cette étude s’est effectuée en plusieurs temps. Au début de ma these, nous avions a notre
disposition le RNAseq de 4 des 5 modeles, a savoir MC38, MB49, MBT2 et RENCA. Le modele
TyrNras n’a été séquencé que récemment. De ce fait, nous avions d’abord identifié plusieurs
génes en commun dans les 4 premiers modeéles a I'aide des diagrammes de Venn (Figure 37A
et 37B). De cette premiére analyse nous nous sommes concentrés sur SERPINF1, FCNA et
UGT1a7c. Rapidement, pour des problemes techniques, nous avons abandonné I'étude
d’UGT1a7c pour nous focaliser sur les deux autres précédemment cités. De plus, nous avons
choisi de nous concentrer sur |I'étude de ces génes dans un des modeéles a savoir MC38. En
effet, cette lignée est tres souvent utilisée dans notre laboratoire ce qui nous permet d’avoir
un recul sur le moindre changement de la pousse tumorale. Il est a noter que cette lignée est
extrémement utilisée dans la communauté scientifique. Ceci nous a semblé étre un bon point
de départ pour essayer de comprendre I'éventuelle implication de ces génes dans le

mécanisme de résistance aux ICls. Aprés avoir validé leurs expressions protéiques dans MC38
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pour confirmer le RNAseq (Figure 37C et 37D), nous avons voulu vérifier leurs implications

fonctionnelles en modifiant leurs expressions dans les lignées parentales.

A aPD-1-R models B aPD-L1-R models
SerpinF1 apcdd1
thbs2 ::::'1:; ect2
apcdd1 chrnal
atpla3 embl
brinp3 cstp2
chrnal
cmbl i::)ll
csrp2 mmp11
.ghr npnt
itgbll peolce2
mmp1l pdela
npnt plcba
pcolce2 rfinb
pdela rgs2
ffllcnb: sema3a
ston2
res2 tmem119
sema3a wnt7b
ston2
tmem119
wnt7b
Clorf106
Clgtnfl
d
a3 Fenl
ociad2
ect2 clorf106 Serpinfl
f1r clqtnfl thbs2
endou
mfap3l
ociad2
C RNAseq
T vess po-1 R
; MC38 PD-LI R
- MB49 PD-1 R
MB49 PD-L1 R
l RENCA PD-1R
RENCA PD-L1 R
B MBT-2 PD-L1 R
Serpin F1 FCNA
D MC38 Wild Type MC38 aPD-1-R MC38 aPD-L1-R
=
a
=
=%
«
=
=
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Figure 37. Identification des génes altérés SERPINF1 et FCNA dans les modéles aPD-1-R et
aPD-L1-R par analyse du RNAseq. Diagramme de Venn de la modulation de I'expression des
génes partagés avec en (A) les modeles résistants a I'anti-PD-1, MC38, MB49 et RENCA et (B)
les modeéles résistants a I'anti-PD-L1 MC38, MB49, MBT2 et RENCA avec une p.value<0,05 et
un fold change de +1,5. Les genes SERPINF1 et FCNA ont été identifiés comme genes
d'intéréts. (C) Heatmap de la modulation d’expression de SERPINF1 et de FCNA par rapport a
I'expression des modéles WT (D) Immunohistochimie de PEDF et de la Ficolin A dans les
tumeurs MC38 WT, MC38 aPD-1-R et MC38 aPD-L1-R.

Tout d’abord concernant FCNA, nous avons réalisé des lignées sur ou sous-exprimant ce gene
a I'aide d’une transfection d’un vecteur pcDNA3.1-FCNA ou de la technique CRISPR/Cas9,

respectivement.

Apres vérification par immunohistochimie de I'altération de I'expression de la FCNA dans les
lignées correspondantes MC38 (Figure 38A), nous avons testé la sensibilité de ces lignées aux
ICIs. Il est tout d’abord important de noter que les lignées contrdles sont partiellement
sensibles aux ICls comme attendu (Figure 38B, 38C). Ensuite pour les lignées avec FCNA
modulé, nous avons observé que lorsque que ce gene est surexprimé, la sensibilité aux ICls ne
différe pas du modéle WT (Figure 38D) alors qu’en absence de celui-ci, MC38 n’est plus
sensible aux ICls (Figure 38E). Cette observation est en corrélation avec le modéle MC38

résistant a I'anti-PD-1 qui sous-exprime FCNA.
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Figure 38. Profil de sensibilité a I’anti-PD-1 et I’anti-PD-L1 observé lors de la modulation de
I'expression du géne FCNA. (A) Analyse IHC pour la Ficolin-A dans des tumeurs représentatives
MC38 contrble, MC38 FCN1+ et MC38 FCN1-. Pour chaque expérience in vivo, les lignées
cellulaires ont été injectées par voie sous-cutanée dans des souris naives, lorsque les tumeurs
ont atteint 150 mm3, les souris ont été randomisées et traitées avec anti-PD-1 (BioXCell, 12,5
mg/kg 1 fois par semaine) ou anti-PD-L1 (BioXCell, 12,5 mg/kg 1fois par semaine). (B) Lignées
cellulaires MC38 Controle pcDNA3.1+ (C) Lignées cellulaires MC38 Contréle CRISPR/Cas9 (D)
Lignées cellulaires MC38 FCN1+ (E) Lignées cellulaires MC38 FCN1-Les données présentées
sont des valeurs moyennes de volume tumoral et les barres d'erreur + SEM. n=4 ou 5
souris/groupe, * : p<0,05 ** : p<0,01, t-test de Mann Whitney.

Bien que FCNA mériterait une étude approfondie de son fonctionnement et de son implication
éventuelle dans les mécanismes de résistance aux ICls, nous nous sommes par la suite
focalisés sur I'étude du gene SERPINF1 uniquement. En effet, nous avons réalisé la méme
expérience pour le géne SERPINF1 : les résultats fulgurants obtenus nous ont amené a
consacrer nos efforts sur I'étude de la SERPINF1. De plus, les récents résultats du RNAseq du
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modele TyrNras nous ont permis d’établir une liste de 11 genes ayant leurs expressions
modulées, en fonction de leurs modeéles WT, dans au moins 2 modeles appariés (aPD-1/aPD-
L1) et un modele supplémentaire. Le gene FCNA ne fait pas partie de cette liste contrairement

au gene SERPINFI.

L'étude de ce gene a permis la production d’un article en cours de finalisation avec des
données en cours de production. Nos premiers résultats indiquent que la surexpression de la

SERPINF1 semble étre fortement corrélée a un mécanisme de résistance aux ICls.

SERPINF1 code pour la protéine PEDF. Cette glycoprotéine endogéne de 50 kDa codée par le
géne sérine clade F1 des inhibiteurs de protéases (SERPINF1) est un membre de la superfamille
des inhibiteurs de protéases a sérine ; elle a d'abord été isolée de cellules épithéliales
pigmentaires de la rétine foetale humaine. Cette protéine est décrite comme
multifonctionnelle. Son implication dans le développement du cancer est controversée. De
nombreuses études décrivent un réle anti-tumoral grace a sa fonction anti-angiogénique et
anti-métastatique®>943, Cependant, PEDF peut aussi avoir un réle pro-tumoral. Il a été
démontré que PEDF pouvait induire une résistance a I'insuline en modifiant le métabolisme
cellulaire; son augmentation a également été associée a un mauvais pronostic dans le cancer
de I'cesophage, le cancer touchant les cellules souches de gliome et le cancer hépatocellulaire
464,465 Une étude a montré que son réle dual pouvait étre lié a sa localisation extra ou
intracellulaire, cela engendrant par conséquent différentes fonctions. Ills ont identifié que
I'action de PEDF en intracellulaire causait I'accumulation d’acides gras libres, tandis que

466 Les

I'action de PEDF en extracellulaire permettrait une inhibition de I'angiogénese
mécanismes moléculaires par lesquels PEDF exerce ses fonctions sont mal connus. Les
partenaires a ce jour identifiés sont ATGL (phospholipase adipose triglycéride lipase), le
récepteur de la laminine, LRP6 co-récepteur de la voie WNT, les récepteurs PLXDC1/PLXDC2,
des composants de la matrice extracellulaire tels que les protéoglycanes héparine/héparane

sulfate, les collagénes et I’hyaluronane et afin une ATPase-F14¢7,

Dans nos travaux, nous avons tout d’abord confirmé le role fonctionnel de la SERPINF1 a I'aide

de deux modeles MC38 et MBT2. En effet, en sous exprimant ce gene, suite au traitement
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avec l'anti-PD-1, nous avons obtenu une rémission compléete des tumeurs dans le modeéle
MC38 ainsi qu’une réponse partielle dans le modele MBT2 normalement insensible a cette
thérapie. A l'inverse une surexpression de la SERPINF1 dans le modéle MC38 a induit un

phénotype de résistance a I'anti-PD-1.

Nous avons ensuite cherché a montrer que le réle de la SERPINF1 et donc de PEDF, dans le
modele MC38 résistant a I'anti-PD-1 était lié a la voie de synthese des lipides. Nous avons
identifié une augmentation de la quantité d’ATGL (partenaire de PEDF) dans le modele MC38
résistant a I'anti-PD-1. Puis, nous avons mesuré la quantité d’acides gras dans chacune des
tumeurs issues des lignées cellulaires modifiées MC38 et effectué un marquage red oil. Ces
expériences semblent indiquer une augmentation de la quantité d’acides gras dans les cellules

tumorales lorsque la SERPINF1 est augmentée.

L’objectif a ensuite été de relier cette augmentation de la quantité de lipides a la résistance
acquise a I'anti-PD-1 dans le modele MC38. L'idée a été de comprendre comment cela pouvait
jouer un réle sur la résistance a I'lICl. Nous avons donc effectué un immunophénotypage de
nos tumeurs. Cette expérience a révélé que la population immunitaire lymphocytaire T CD8+
était affectée par la présence ou non de la SERPINF1. En effet, une corrélation inversée de la
présence de CD8+ et de I'absence de le SERPINF1 a été mesurée. Nous avons donc par la suite
testé un inhibiteur de la synthése lipidique, I’Orlistat sur le modele MC38 aPD-1-R. L'Orlistat
est un inhibiteur de I’ATGL. La combinaison avec I’anti-PD-1 a montré une réversion de la

résistance.

Cet article est en cours de finalisation et devrait étre soumis dans Cancer Research, en début

d’année 2022.
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Abstract

To understand the underlying mechanisms of resistance to anti-PD-1/PD-L1 antibodies, we
developed five in vivo models of resistance to anti-PD-1 and/or PD-L1 antibodies, and
compared these to their wild type sensitive counterparts. Based on RNAseq data, we
determined 11 genes altered in at least five out of nine models and chose to focus on
SERPINF1. We modified the level of expression of SERPINF1 in MC38 cells and observed
acquired resistance to anti-PD-1 antibodies when SERPINF1 was overexpressed while
SERPINF1 knockout became ultrasensitive to these antibodies. We determined that SERPINF1
promotes free fatty acid production that was associated with downregulation of CD8+ T cell
activation. Additionally resistance in MC38 aPD-1-R could be overcome with an anti-FFA
production blockade by Orlistat administration in combination with anti-PD-1 therapy. This
suggested CD8+ T cells reactivation and permit to counteract the resistance acquired by the
tumor. Therefore, combination therapies designed using our models can overcome acquired

resistance to anti-PD-1 therapy.
Keywords

Preclinical models, Drug resistance, Immune checkpoint inhibitor, PD-1, PD-L1, Oncology,

Tumor microenvironment
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Introduction

Immune Checkpoint Immunotherapy (ICI) targeting Programmed Death 1 (PD-1) and
Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) have made a breakthrough in the management of
patients in many different types of cancer including melanoma, non-small cell lung cancer
(NSCLC), Hodgkin’s disease, bladder cancer, prostate carcinoma and renal cell carcinoma®™.
However, restoring T cell anti-tumor function does not allow an effective response in all cases
and overcoming primary or secondary resistance remains an issue. Understanding the
underlying mechanisms would respond to a therapeutic flaw, to date, few explanations are
known. The innate resistance related to the B-catenin or JAK1/2 mutations, causing a total
loss of interferon response, related to acquire resistance, do not allow enough to release

therapeutic alternatives'®12,

Thus, we have developed robust in vivo variants derived from sensitive models in order to

mimic an acquired resistance in the patient.

We performed expression gene profiling of sensitive and resistant models in an effort to
identify genes of interest with an altered expression in resistant tumors. From these analyses,
we identified SERPINF1 with altered expression in most of our resistant tumor models.
SERPINF1 code for a serine proteinase inhibitor, Pigment epithelium-derived factor (PEDF)*3,
PEDF is a multifunctional protein with neuroprotection, anti-angiogenic or lipid metabolism
roles!* . Many studies have shown that proliferation and migration were inhibited in
presence of SERPINF1 in melanoma, pancreatic or breast cancer!’~'°. An another hand, others
publication have demonstrated the invers effect in glioma stem cells, hepatocellular
carcinomas or in Esophageal Squamous Cell Carcinoma?®22, Recent study has also suggested
that PEDF may enhanced the suppressive phenotype of Treg?3. Thus, the role of PEDF is
unclear. Moreover, PEDF function may depend to on its location. Secretion of PEDF may have
direct anti-tumoral role through anti-angiogenic function while intracellular PEDF function

may have pro-tumoral role thought FFA accumulation?,
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In particular, PEDF is known to link ATGL, a protein that catalyze the first hydrolysis reaction
of TAG to DAG %, There is growing evidence that a lipid-rich tumor microenvironment can
control the immunosuppressive nature of immune cells. Notably, Immunosuppressive
phenotype of TAM correlated with the up regulation of unsaturated fatty acids?®. In particular,
a link between the anti-PD-1 treatment and the metabolic reprogramming of T cells has shown
that this treatment induces a glycolysis metabolism but that it also promotes lipolysis and
FAO. These may explain the long lifespan of T cells?’. However, if the balance tilts in favor of
lipid rather than carbohydrate metabolism, T cells can shift to an exhausted and regulatory
characters?®31, Therefore, we wanted to understand if a link exists between the
overexpression of PEDF, following the acquisition of resistance to ICl and an increased lipid
load in our tumors. To go further on the basis of the molecular understanding of the impact
of lipid pathways, we hypothesis that this lipogenic environment lead the conversion of

activated to quiescent state of CD8 + T cells even if anti-PD-1 is present.

To confirm the functional role of this gene in resistance to ICls, we developed variants of MC38
colorectal model with altered levels of PEDF expression, evaluated their sensitivity to ICls and

explored the impact on the immune microenvironment.

Results

Identification of genes implicated in the resistance phenotype

To study the acquired resistance mechanisms to anti-PD-1/PD-L1, we have created a robust
in vivo model. In fact, we have selected cell lines, as known, MC38 (colorectal cancer), MB49
and MBT2 (bladder cancer), TyrNras (melanoma) and RENCA (kidney cancer) that are
primarily partially sensitive and upon sensitization to treatments have become completely
resistant (Figure 1A). The regimens used were aPD-1 (RMP1-14, BioXCell) or aPD-L1
(10F.9G2, BioXCell), at 12.5 mg/kg, administered by intraperitoneal once weekly, initiated
when tumor volume reached 200 mm3. We will refer to sensitive models as wild type (WT)
and to resistant models as aPD-1-R or aPD-L1-R for those resistant to aPD-1 and aPD-L1
mAbs, respectively. This first step allowed use to investigated the modifications of gene
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expression, to compare wild type versus resistant established tumors, in different tumor
types. Using RNAseq analysis, we identified genes commonly altered in several aPD-1-R and
aPD-L1-R models at basal state. We chose to performed Venn diagram between aPD-1
resistant models (four models MC38, MB49, RENCA and TyrNras) and between aPD-L1
resistant models (five models MC38, MB49, RENCA, TyrNras and MBT2) (Figure 1B, 1C,
respectively). After analysis, we identified 11 genes commonly altered in minimum 2 paired
models and one other models (such as MC38 aPD-1-R and aPD-L1-R and RENCA aPD-1-R and
aPD-L1-R and MBT2 aPD-L1-R) (Figure 1D, 1E).

One of them, SERPINF1 gene encodes for the pleiotropic PEDF protein32734, We processed
analysis to determine which pathways are preferentially activated by PEDF up-regulation in
our models. We discovered that one of this; lipolysis pathways associated with FFA production
are up regulated. PEDF may link ATGL (PNPLA2) and catalyze the first hydrolysis reaction of
TAGs to DAG. Moreover, overexpression of PEDF was associated with the inhibition of AMPK
activity, in particular in obesity-associated insulin resistance case3>=3’. Notably the up-
regulation of ACLY and FASN and the down regulation of CPT1la supported FFA de novo
production link to PEDF up-regulation and AMPK blockade. To understand the implication of
these genes we chose to focus on the MC38 model as it is a very robust immune-oncology
model and is well described in the literature. In addition, the TMB of this model is very high,
which implies that our resistance should not be induced by mechanisms already known such

as low immunogenicity or a defect in neo-antigen presentation.
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Figure 1. Identification of altered genes in aPD-1-R and aPD-L1-R models by RNA sequencing
analysis. (A)Study overview, (B) Venn diagram representation of gene modulation shared with
aPD-1 resistant colorectal cancer (MC38), renal cell carcinoma (RENCA) and bladder cancer
(MB49) and melanoma cancer (TyrNras), (C) Venn diagram representation of gene modulation
shared with aPD-L1 resistant colorectal cancer (MC38), renal cell carcinoma (RENCA), bladder
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cancer (MB49) and bladder cancer (MBT-2) and melanoma cancer (TyrNras), with a
consideration of p < 0.05 and a fold-change £1, (D) Explanation of our methods to discover
which genes were possibly implicated in the acquired resistance to aPD-1 therapy, (E) RNAseq
modulation compared with wild-type expression were shown on a heatmap with the fold
change of the expression of the most promising genes in each model.

Altered SERPINF1 expression level impact on the sensitivity to aPD-1 and aPD-L1

treatments

To confirm protein levels, we performed an immunohistochemically analysis of PEDF
expression in established tumors of MC38 WT and resistant model (Figure 2A). PEDF content
was found to be strongly increased in the aPD-1-R MC38 model which confirmed RNAseq
analysis. To explore the impact of altered SERPINF1 expression on sensitivity to ICls, we
modulated the expression of this gene by transfecting the MC38 WT cells with a pcDNA3.1+
construct empty or containing the full cDNAs and using CRISPR/Cas9 technology to knock
out SERPINF1 in two models the MC38 and MBT2 models. MC38 and MBT2 cell lines were
transfected with control vectors and used as controls (see Material and Methods).
Immunohistochemistry was used to confirm altered protein content in the MC38 and MBT2
tumors derived from these variants (Figure 2A and supplementary data Figure S1A). First,
we tested tumorigenesis of our cell lines in vivo. Interestingly, tumor growth has delay when
SERPINF1 was downregulated. We then tested these models for sensitivity to aPD-1 and
aPD-L1 therapies. Importantly, the two control cell lines behaved similarly to WT
counterpart regarding response to therapies (Figures 2B, 2C, 2D and supplementary data
FigureS1B, S1C). Over-expression of PEDF was associated with a loss of sensitivity to aPD-1
therapy and is similar with our MC38 aPD-1-R models (Figure 2E, 2F). This observation is
consistent with the fact that PEDF content is increased in the MC38 aPD-1-R model.
Interestingly, knockdown of PEDF was associated with sensitivity enhancing to aPD-1
therapy; associated with complete remissions in MC38 models (Figure 2G). Concerning,
MBT2, we obtained a partial response thought aPD-1 even though this cell line was
classically resistance to aPD-1 (Figure S1D, S1E). Together, these results suggest that

overexpression of SERPINF1 induced resistance to aPD-1 therapy.
189



10

A MC38 Wild Type MC38 aPD-1-R
=
=]
=
="
B MC38 WT
1500
— Untreated
aPD-1
E 1000
-3
B *
g
5
E 5o
s
0 2 4 o 8
Days after first treatment
C MC38 pcDNA3.1+ empty
2000
& 1500
£
E
o
£
S
g 1000
s *k
s
£
e
500
) 2 H 5 8 10
Days after first treatment
D MC38 CRISPR/Cas9 control
2000
& 1500
E
E
@
E
5
B 1000 *
£
8
E
2
500
o 1 2 3 4

Days after first treatment

Tumar valume {mm’y

MC38WT

MC35 peDNA3.1+ empty

2500

me (mms

Tumor vol

../

H n

H &
Days fiar st troatment

MC28 CRISPRICas8 control

g

e

r

1 B

H 3
Duys after firet st

MC38 pcDNA3.1 empty MC38 SERPINFI +

S

MC38 CRISPR/Cas9 empty MC38 SERPINFI -

MC38 aPD-1-R
2000+
MC38 3PDAR
2m
1500
E /u ] ¢
E ns z
= £
E 4 ¢
3 10001 ¥ 3
z ¥
5 H
E
5 1
=4
500
o
0 2 4 6 8 10
Days after first treatment
F MC38 SERPINF1+
15004
MC35 SERPINF1+
200
“
E 10004 L |ns
o
£
El
S
]
£
2 5004
7 v ¥ "
Diays st st troatment
0 T T g
0 2 4 6 8 10
Days after first treatment
G MC38 SERPINF1-
20004
MC38 SERPINF1-
2000
o 1500 500
£ H
3 1000 g
$ H
s sin
£ P>
= *% e
= —
500- i 7 W is P
e Days attar Mrst traatment

v —_——
0 5 10 15 20
Days after first treatment

Figure 2. Altered sensitivity profiles observed upon modulation of the expression SERPINF1
gene support his implication in aPD-1 acquired resistance. (A) IHC analysis for PEDF in
representative MC38 WT, MC38 aPD-1-R, MC38 SERPINF1+, MC38 SERPINF1- and control
tumors. For each in vivo experiment, tumor fragments were injected in mice and when tumors
reached 150 mm3, mice were randomized and treated with aPD-1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per
week), (B) MC38 WT cell line, (C) MC38 pcDNA3.1+ empty cell line, (D) MC38 CRISPR/Cas9
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control cell line, (E) MC38 aPD-1-R model, (F) MC38 SERPINF1+ cell line, (G) MC38 SERPINF1-
cell line. Data shown are mean tumor volume values and error bars are + SEM. n=3 or 5
mice/group,*: p<0.05 **: p<0.01, using Mann Whitney t-test.

Resistance of aPD-1 and SERPINF1 overexpression induced preferentially accumulation of

SFA and MUFAs.

To understand the involvement of SERPINF1 in the process of anti-PD-1 resistance, we
studied lipid accumulation in our models. A simple confirmation by red oil labeling was
carried out to demonstrate the accumulation of lipid in our model MC38 aPD-1-R and as well
as a labeling of ATGL, a lipase that bind PEDF and essential for the production of fatty acid
(Figure 3A). In fact, in the sensitive models lipid droplet was not detected while in the

resistant models many islands of tumor cells gorged with lipid droplets are present.

We then performed a quantification based on gas chromatography detection of fatty acids
present in our various tumors. This assay revealed a preferential increase in SFA and MUFA
in the anti-PD-1 resistant models (MC38 aPD-1-R and MC38 SERPINF1 +) compared to the
corresponding sensitive model (MC38 WT and MC38 pcDNA3.1 + empty). Interestingly, in
the MC38 SERPINF1- model, an inversion of the fatty acids preferentially present, namely
PUFAs to the detriment of SFAs and MUFAs, was detected. All these data confirmed an effect
of SERPINF1 in the FA composition in the tumor (Figure 3B, 3C, 3D). To go further, we wanted
to know how this FA accumulation might affect in the immune microenvironment and

possibly lead resistance to aPD-1 therapy.
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Figure 3. SFU and MUFAs preferentially accumulate into tumor with aPD-1 resistance. Tumor
were collected when volume reached 200 mm3. (A) Representative pictures of ORO and ATGL
staining in MC38 WT and aPD-1-R models, (B-D) Histogram represented FA composition on
tumor in molar percentage (nmol/g), (B) MC38 WT and MC38 aPD-1-R models, (C) MC38
pcDNA3.1 empty and SERPINF1+, (D) MC38 CRISPR/Cas9 control and SERPINFI-. Significant
decreases and increases were assessed by a two-way ANOVA statistical test, with Bonferroni
post-hoc test, *: p<0.05, **: p<0.01 and ****: p<0.0001, n = 3 tumors per group.

Absence of SERPINF1 expression boosts CD8+ T cells activation while its upregulation

decreases them.

Two complementary experiments were performed. The first was the co-staining of ORO and
CD8 labelling by immunohistochemistry. We detected that CD8+ T cells have a sparse
distribution in the MC38 WT model while for MC38 aPD-1-R model CD8+ T cells were
preferentially accumulated in the islands of tumor cells gorged with lipid droplets (Figure
4A). These results suggest that resistant phenotypes are associated with several alterations
in the tumor immune infiltrates. Given the major effect of altered SERPINF1 expression on
the sensitivity of MC38 cells to aPD-1 therapy, we analyzed the immune infiltrate in the
MC38 SERPINF1 variants treated with aPD-1. Therefore, we performed flow cytometry for
all models to understand if the CD8+ T cells status were similar between resistant models
(MC38 aPD-1-R and MC38 SERPINF1+). The immune infiltrates of the tumor
microenvironment were characterized 24h after a second weekly treatment of the selecting
antibody. First, we observed Th1l status CD4+ T cells activation using the T-Bet marker. In
the two sensitive models, namely MC38 WT and MC38 SERPINF1- an increase in this
subpopulation is observed while resistant models followed a downward trend (Figure 4B).
Moreover, the proportion and the activity (granzymeB+) of infiltrated CD8+ T cells was
decreased in the MC38 SERPINF1+ and MC38 aPD-1-R models while in the MC38 SERPINF1-
and MC38 WT models was increased(Figure 4C, 4D). These results indicate that
overexpression of SERPINF1 promote an immunosuppressive microenvironment. Moreover,
these results suggest that SERPINF1 may it deleterious for the maintenance of anti-tumor

immunity supported by CD8+ T cells and Th1l CD4+ T cells responses.

193



To understand if the resistance was support by the accumulation of FA and CD8+ T cells
inactivation, we choose to combine an anti-FA synthesis that target ATGL with aPD-1
antibody in MC38 aPD-1-R models. This combination overcame therapeutic resistance to
aPD-1 in MC38 aPD-1-R (p<0.01) and improved survival compared with untreated group
(Figure 4E).
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Figure 4. SERPINF1 inhibition enhance cytotoxic lymphocyte responses. (A) Tumor were
collected when volume reached 200 mm3. Representative pictures of ORO and CD8+ staining
were showed, (B-D) Flow cytometry analysis was performed 24h after the second weekly
treatment administration for each MC38 models. All histogram represented population after
normalization of the number of positive cells in 100.000 viable events, (B) Quantification of
CD4+ Thbet+ T cells, (C) Quantification of percentage of ratio CD3+/CD8+, (D) Quantification of
CD8+ GranzymeB+ T cells. n = 4-5 tumors per group, (E) In vivo experiment tumor fragments
of MC38 aPD-1-R models were injected in mice and when tumors reached 150 mm3, mice
were randomized devised in subgroup of treatment, Untreated, treated with aPD-1 (BioXCell,
12.5 mg/kg per week), Orlistat (Roche, 240 mg/kg/day) or combination. Data shown are mean
tumor volume values and error bars are £ SEM. n=5 mice/group. Significant decreases and
increases were assessed by a Mann-Whitney t-test, *: p<0.05 and **: p<0.01.

Discussion

Understanding the mechanisms of resistance to ICls is the current major challenge. In this
study, with in vivo tumor models with adaptive resistance to aPD-1 and aPD-L1 therapies, we

discovered a potential mechanism that involves the SERPINF1 gene.

Knowledge regarding tumor cell molecular alterations associated with aPD-1 acquired
resistance remains limited, with a major focus on the role of tumor mutation burden and
neoantigenic antigens®. Zaretsky et al. described mutations in Jak1 and Jak2 genes in resistant
melanoma tumors!?. Garcia-Diaz et al. reported that interferon signature enrichment
enhanced PD-L1 and PD-L2 expression in melanoma cells3. In order to identify molecular
alterations mechanistically involved in aPD-1 and/or aPD-L1 resistance targeted therapy, we
performed an RNAseq study, to compare sensitive parental models and their resistant
counterparts. We determined common modifications of genes between aPD-1-R and aPD-L1-
R tumors. This approach allowed us to identify putative candidate genes involved in the in vivo

resistance phenotype.

SERPINF1 codes for pigment epithelium derived factor (PEDF), which is essentially a secreted
protein is reported to inhibit cancer cell proliferation and increase apoptosis via the FAS/FASL
pathway as well as reducing VEGF expression by cancer cells*. To our knowledge, the impact

of PEDF on sensitivity to ICP therapy has not yet been explored. In our models, SERPINF1 was
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found to be over-expressed both at the transcriptional and protein level in MC38 aPD-1-R
model. Conversely, SERPINF1 was under-expressed in the resistant variants derived from the
three other tumor models, possibly linked to the differences in tumor types (kidney, bladder
and colorectal cancers). To validate SERPINF1 as a candidate gene involved in resistance to
therapy in the MC38 model we developed variants with up or down regulation of SERPINF1.
We found that the MC38 variant, which over-expressed PEDF, was resistance to aPD-1
targeted therapy. Additionally, the SERPINF1 KO model appeared to be highly sensitive to aPD-
1 antibody with complete remission in some of mice while the models transfected with the
control vectors displayed partial response at best like the MC38 WT model. These results
suggest that PEDF may be mechanistically involved in the acquisition of a resistance

phenotype to ICls, in particular to aPD-1 based therapy.

Overexpression of PEDF has been reported to be associated with altered AMPK activity, in
particular obesity-associated insulin resistance®>3’. Interestingly, RNAseq analysis of our
resistant MC38 models was compatible with enhanced resistance to insulin while the fatty
acid oxidation pathway was under-expressed. In the MC38 aPD-1-R model we identified that
the transcription of FASN, ACLY was increased while that of CPT1a was decreased®l. We
hypothesize that PEDF over-expression in resistant cancer cells is associated with de novo
lipogenesis?4. Therefore, the proportions of fatty acids were changing depending on whether
the model was resistant to aPD-1 or not and depending on SERPINF1 expression. Interestingly,
we found that the preferentially increased fatty acids in the aPD-1 resistant models were SFU
and MUFA. These are in agreement with a recent study which showed the beneficial anti-
tumor effect of PUFAs in contrast to SFUs and MUFAs*2, This allows cells enhanced flexibility
to distribute free fatty acids (FFAs) in different biosynthetic pathways and generate a diverse
pool of lipid species with distinct functions. Beyond contribution to the energy pool, which is
undeniably advantageous for cancer cells, notably if SFU and MUFA are produced, FFA can be
released in the microenvironment, inducing an inflammatory microenvironment. This in turn
might increase the pool of pro-tumor cells such as myeloid derived suppressor cells and TAM
and blocked CD8+ T cells activation 2643, We observed a co-localization of lipid droplets and

CD8 + staining in resistant model. Moreover, flow cytometry experiment confirmed that the
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proportion and activities of CD8 + T cells supported by the Th1 response were related to the

presence or absence of SERPINF1.

The binding of PD-L1 to PD-1 causes the metabolic reprogramming of cytotoxic CD8+ cells
from aerobic glycolysis to free fatty acid oxidation (FAO), thereby inducing a phenotypic
conversion of effector T cells into exhausted cells 2831, Since PD-1 binding has been shown to
activate FAO, we hypothesize that excess of FFA induced by excess PEDF might lead the
polarization of CD8+ T cells and prevent their activation?”-3°, Consistent with our hypothesis,
we obtained durable tumor responses when we combine an anti-FA with anti-PD-1 in MC38

aPD-1-R models.

In conclusion, our work supports the role of SERPINF1 as possible candidate genes involved in
resistance to ICls and support the testing of these rational combinatorial strategy in patients

with anti-PD-1 resistance.

Materials and Methods
Mouse cell line cultures
MC38 and RENCA cell line were obtained from Kerafast and American Type Culture Collection
(ATCC) respectively. Alain Bergeron, Laval University, Canada, provided MB49 and MB-T2 cell
line. Julie Caramel, CRCL, France provided us TyrNras cell line. All cell lines were negative for
mycoplasma assays. Murine colon cancer MC38 cells and TyrNras were cultured in DMEM
medium with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and streptomycin. The murine renal
cell carcinoma cell line RENCA and the murine bladder cancer cell lines MBT-2 and MB49 were
cultured with RPMI medium with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and
streptomycin. Cells were incubated in a humidified incubator with 5% CO2 at 37 °C.
Establishment of resistant models
For the methods, referred to the publication (ref). Basically, after implantation of 5.106 cells
subcutaneously of MC38 cells and MB49 cells in C57BL6 mice, RENCA cells in BALB/c mice and
MBT-2 cells in C3H mice (Charles River Laboratories), when the tumor volume reached 150
mm3, mice were randomized and the first treatment was administered aPD-1 (RMP1-14,
BioXCell, 12.5 mg/kg per week) or aPD-L1 (10F.9G2, BioXCell, 12.5 mg/kg per week). Tumor
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volume was measured every three days (length x width) with a caliper and determined using
the formula: 4/3 x it x r3. To establish the resistant models, tumors obtained from mice with
initial responses to therapies were serially reimplanted subcutaneously into new groups of
naive mice and treated once a week to maintain selection pressure. All mice were raised in an
SPF environment with free access to standard food and water. The Animal Ethics Committee

of the University Claude Bernard of Lyon approved this study.

RNAseq

For the detail method, refered to the publication (ref). Briefly, RNA sequencing was performed
on two separate platforms. WT, aPD-1-R, aPD-L1-R MB49 tumors, WT, aPD-1-R, aPD-L1-R
TyrNras tumors and WT, aPD-L1-R MC38 tumors were processed by the ProfileXpert platform,
for WT and aPD-1-R MC38 tumors, WT and aPD-L1-R MBT-2 tumors, and WT, aPD-1-R and
aPD-L1-R RENCA tumors, the RNA sequencing was performed by Roche platform, with samples
of 200 mm?3. For both after dilaceration of samples, RNA was extracted using RNeasy mini kit
(Qiagen Cat. No. 74104). All RNAseq samples passed quality control in terms of number of
reads per sample and read quality.

Differential gene expression between wild type and resistant models were processing with
fold-change > 1 and the p-value > 0.05. Venn diagrams were performed®. For heatmap
representation, we wused package on R software pheatmap (https://cran.r-
project.org/web/packages/pheatmap/index.html).

The canonical pathways of SERPINF1 were generated using ingenuity pathway analysis
(QIAGEN Inc: https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuitypathway-analysis).
All pathways significantly predicted up or down regulated (zscore +/- 1.5 and pvalue<0.05).
FASTQ data are available with the bioproject accession number PRINA637469
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA637469).

Modification of candidate genes in the MC38 model
SERPINF1 knockout MC38 cells and MBT2 cells were generated using CRISPR/Cas9 technology.
Oligonucleotides were inserted into pLentiCRISPRv2-puro plasmid (Addgene, Cambridge, MA,

USA) using BsmBI (ThermoFisher-Fermentas). Targeting and control sequences are as follows:
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KO SERPINF1-F: CAGTCCAGAGGAGTAGCACCGTTTT
KO SERPINF1-R: GGTGCTACTCCTCTGGACT

KO Non target Control-F: AACGGTAGCGTACCCGTGAA
KO Non target Control-R: TTCACGGGTACGCTACCGTT

Virus were produced using HEK 293T cells. After 24 h incubation, medium was changed and
supernatant collected twice with 24 h intervals. Supernatant was filtered using 0.45 um filter.
MC38 and MBT2 (60% confluency) were incubated in lentivirus containing medium with
polybrene (10 pg/mL; Sigma-Aldrich, H9268-10G) during six hours. After forty-eight hours
following infection, puromycin (Sigma-Aldrich, P9620) was added at 2,5 pug/mL and 4ug/mL
respectively.

To obtain MC38 variants with stable over-expression of candidate gene, cells were transfected
with pcDNA3.1+ plasmid containing cDNAs of SERPINF1 sequence (ThermoFisher). At day one,
cells were added to obtain 70% of confluence in flacon T25. 5ug of corresponding pcDNA3.1+
plasmid was added with lipofectamine (Invitrogen, 11668030) during six hours. On day four,
geneticin (Life technologies, 10131-027) at 1 mg/ml concentration was used to select

transfected MC38 cells. Empty plasmid was used as negative control.

Immunochemistry

After fixing, MC38 wild type and variant tumors are dehydrated and impregnated in the LEICA
ASP300 machine. After inclusion, samples are cut to 3 um and mounted on a slide Superfrost
+. Roche DAB Map Kit (Roche, 760-124) is used on a Roche Discovery XT machine, after
unmasking with a buffer, SERPINF1 (R&D, AF1149), ATGL (Cell Signaling, 2138), CD8a
(Invitrogen, 14-0808-82) antibodies were diluted at 1/500, 1/200 and 1/200 respectively, and
incubated 60 min at 37 °C. After, slides were incubated with secondary antibody 32 min at 37
°C, for SERPINF1 we used rabbit Anti-Goat I1gG Antibody Biotinylated (Vector, BA5000) at
1/300 and for ATGL and CD8a, we used rabbit Anti-Rat 1gG Antibody Biotinylated (Vector,
BA4001) at 1/100 and 1/200 respectively. For oil red staining, after fixing with isopropanol
60%, oil red solution was adding during 15min. Slides were rinse with isopropanol 60% and

water. Harris hematoxyline was added during 1min and slides were rinse with water. Zeiss ZEN
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blue edition software was used to create representative images, if necessary, brightness and

contrast were adjusted.

Lipids extraction and analyses of free fatty acids

Mouse tumors were crushed and weighted. After the addition of appropriate internal
standards, total lipids were extracted twice with ethanol/chloroform (1:2, v/v). The organic
phases were dried under nitrogen. Lipid classes were then separated by solid phase extracted
(SPE, NH2 3CC (500MG@)). Total lipids were placed on aminopropyl columns, previously
activated with 8mL of hexane. Each lipids classes were eluted using different solvents: 20mL
chloroform for neutral lipids and 5mL diethyl ether/acetic acid (98:2, v/v) for free fatty acids
(FFA). The fraction of FFA were dried under nitrogen and derived with boron trifluoride in
methanol (14%) (Sigma, ref: B1252). Transmethylation was carried out at 100°C in screw-
capped tubes for 1hour. The derivatized fatty acid methyl esters were then extracted twice
with isooctane and analyzed by gas chromatography using an HP6890 instrument equipped
with a fused silica capillary BPX70 SGE column (60 x 0.25 mm). The vector gas was hydrogen.
Temperatures of the flame ionization detector and the split/splitless injector were set at 250

°C and 230 °C, respectively.

Flow cytometry analysis

The tumors were collected and mouse tumor dissociation kit (130-096-730, Miltenyl Biotec)
were used. To digest tumors, gentle MACS Octo Dissociator (130-096-427, Miltenyl Biotec)
were used. After filtration with filter 100 um (130-110-917, Miltenyl Biotec) and wash, cell
surfaces were stained with the fluorescently labelled antibodies in the dark for 30 min at 4 °C.
After surface staining, cells were fixed and permeabilized using BD Cytofix/Cytoperm kit (BD,
554714) and then labeled with FoxP3, Granzyme B, T-bet according to the panels (lymphoid
or myeloid panel) in the dark for 30 min at 4 °C. Flow cytometry experiment was performed
24 h after the second treatment for all MC38 models. Samples were acquired on the
FortessaX20 flow cytometer with BD FACS Diva software (BD Bioscience). FlowJo software
(BD) was used for analyses and GraphPad Prism software was used for statistical analysis

(Two-ways ANOVA with Bonferroni post-test). For the lymphoid panel, after discrimination
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with viability dye and CD45+ we analyzed t-Bethi CD4 helper T cells, CD25hi CD4 regulatory T
cells, CD44low CD8 naive T cells, CD44hi/GranzymeB+CD8 effector T cells and CD44hi/PD-
1hi/GranzymeB- CD8 exhaustive T cells. For the myeloid panel we analyzed, after
discrimination with viability dye, CD45+ and CD11b+, Ly6Chi/Ly6Ghi granulocyte,
Ly6Chi/Ly6Glow/MHC-lllow inflammatory monocyte, Ly6Chi/Ly6Glow/MHC-Ilhi immature
macrophage and tumor associated macrophage (TAM) Ly6Clow/Ly6Glow/MHC-lllow/hi. The
results were expressed post normalization on 100,000 events taking into account viable cells

only.

Therapeutic combinations of resistant models

MC38 aPD-1-R tumor fragments were implanted subcutaneously into the right flank of
immunocompetent C57BI/6 mice. When tumors volume reached 150 mm3, mice were
randomized and the first treatment was administered (5 mice per group). We combined
orlistat (Roche, 240 mg/kg/day, intraperitoneal) with aPD-1(RMP1-14, BioXCell, 12.5 mg/kg

per week, intraperitoneal) to treat MC38 aPD-1-R.

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING
Further information and requests for resources and reagents should be directed to the lead

contact, Charles Dumontet (charles.dumontet@chu-lyon.fr)

Acknowledgment

We acknowledge Alain Bergeron and Frangois Radvanyi for providing MB49 and MBT-2 cell

lines and Julie Caramel for providing TyrNras cell lines.

This work was supported in part by the Lyric Grant INCa-DGOS-4664.MD and CG were

supported by the National Association Research and Technology (ANRT).

Immunohistochemistry studies were performed in the CIQLE platform of University Claude
Bernard Lyon 1. Genomic studies were performed by ProfileXpert, Lyon, France and Roche,
Penzberg. Germany. Cell sorting and Single cells were performed in the flow cytometry

plateforme of CRCL and in cancer of genomic plateforme of CLB respectively.

202



Author Contributions

MD and CG designed and performed the experiments. PAC, DM, AT, AB, ELM, and NT assisted
MD with experiments. MD analyzed data. AW, AKC and FB analyzed RNAseq data. MD wrote
the manuscript in consultation with CD, CK, AW, AKC, EK and LPJ, and CD supervised the

project.
Declaration of interest

Christian Klein is a full-time employee of Roche-Glycart. Fabian Birzeleis full time employee of
Roche Pharma Research & Early Development, Pharmaceutical Sciences, Roche Innovation

Center Basel.

References

1. Ansell, S. M. et al. PD-1 blockade with nivolumab in relapsed or refractory Hodgkin’s
lymphoma. N. Engl. J. Med. 372, 311-319 (2015).

2. Balar, A. V. et al. Atezolizumab as first-line treatment in cisplatin-ineligible patients with
locally advanced and metastatic urothelial carcinoma: a single-arm, multicentre, phase 2
trial. The Lancet 389, 67—-76 (2017).

3. Cella, D. et al. Patient-reported outcomes of patients with advanced renal cell carcinoma
treated with nivolumab plus ipilimumab versus sunitinib (CheckMate 214): a randomised,
phase 3 trial. The Lancet Oncology 20, 297-310 (2019).

4. Garon, E. B. et al. Pembrolizumab for the Treatment of Non—Small-Cell Lung Cancer. New
England Journal of Medicine 372, 2018-2028 (2015).

5. Kaufman, H. L. et al. The Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on
tumour immunotherapy for the treatment of cutaneous melanoma. Nature Reviews Clinical

Oncology 10, 588-598 (2013).

203



6. Larkin, J. et al. Five-Year Survival with Combined Nivolumab and Ipilimumab in Advanced
Melanoma. New England Journal of Medicine 381, 1535-1546 (2019).

7. McNeel, D. G. et al. The Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on
immunotherapy for the treatment of prostate carcinoma. Journal for InmunoTherapy of
Cancer 4, 92 (2016).

8. Nizam, A. & Aragon-Ching, J. B. Frontline immunotherapy treatment with nivolumab and
ipilimumab in metastatic renal cell cancer: a new standard of care. Cancer Biology &
Therapy 20, 6-7 (2019).

9. Rosenberg, J. E. et al. Atezolizumab in patients with locally advanced and metastatic
urothelial carcinoma who have progressed following treatment with platinum-based
chemotherapy: a single-arm, multicentre, phase 2 trial. The Lancet 387, 1909-1920 (2016).

10. Spranger, S., Bao, R. & Gajewski, T. F. Melanoma-intrinsic B-catenin signalling prevents
anti-tumour immunity. Nature 523, 231-235 (2015).

11. Torrejon, D. Y. et al. Overcoming genetically-based resistance mechanisms to PD-1
blockade. Cancer Discov 10, 1140-1157 (2020).

12. Zaretsky, J. M. et al. Mutations Associated with Acquired Resistance to PD-1 Blockade
in Melanoma. N. Engl. J. Med. 375, 819-829 (2016).

13. Steele, F. R., Chader, G. J., Johnson, L. V. & Tombran-Tink, J. Pigment epithelium-
derived factor: neurotrophic activity and identification as a member of the serine protease
inhibitor gene family. Proc Natl Acad Sci U S A 90, 1526—-1530 (1993).

14. Dawson, D. W. et al. Pigment epithelium-derived factor: a potent inhibitor of
angiogenesis. Science 285, 245-248 (1999).

204



15. Famulla, S. et al. Pigment epithelium-derived factor (PEDF) is one of the most abundant
proteins secreted by human adipocytes and induces insulin resistance and inflammatory
signaling in muscle and fat cells. Int J Obes 35, 762-772 (2011).

16. Tombran-Tink, J. & Barnstable, C. J. PEDF: a multifaceted neurotrophic factor. Nat Rev
Neurosci 4, 628-636 (2003).

17.  Abe, R. et al. Overexpression of pigment epithelium-derived factor decreases
angiogenesis and inhibits the growth of human malignant melanoma cells in vivo. Am J
Pathol 164, 1225-1232 (2004).

18. Hong, H. et al. Pigment epithelium-derived factor (PEDF) inhibits breast cancer
metastasis by down-regulating fibronectin. Breast Cancer Res Treat 148, 61-72 (2014).

19. Uehara, H. et al. Expression of pigment epithelium-derived factor decreases liver
metastasis and correlates with favorable prognosis for patients with ductal pancreatic
adenocarcinoma. Cancer Res 64, 3533—3537 (2004).

20. Chen, Z. et al. Upregulation of PEDF Predicts a Poor Prognosis and Promotes
Esophageal Squamous Cell Carcinoma Progression by Modulating the MAPK/ERK Signaling
Pathway. Front. Oncol. 0, (2021).

21. Hou, J. et al. Pigment epithelium-derived factor promotes tumor metastasis through
an interaction with laminin receptor in hepatocellular carcinomas. Cell Death Dis 8, 2969
(2017).

22. Yin, J. et al. Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF) Expression Induced by EGFRuvIII
Promotes Self-renewal and Tumor Progression of Glioma Stem Cells. PLoS Biol 13,
1002152 (2015).

205



23. Singh, R. B. et al. Pigment Epithelium—Derived Factor Enhances the Suppressive
Phenotype of Regulatory T Cells in a Murine Model of Dry Eye Disease. The American
Journal of Pathology 191, 720-729 (2021).

24, Li, C. et al. The contrary intracellular and extracellular functions of PEDF in HCC
development. Cell Death Dis 10, (2019).

25. Carnagarin, R., Dharmarajan, A. M. & Dass, C. R. PEDF-induced alteration of
metabolism leading to insulin resistance. Molecular and Cellular Endocrinology 401, 98-104
(2015).

26. Wu, H. et al. Lipid droplet-dependent fatty acid metabolism controls the immune
suppressive phenotype of tumor-associated macrophages. EMBO Mol Med 11, (2019).

27. Patsoukis, N. et al. PD-1 alters T-cell metabolic reprogramming by inhibiting glycolysis
and promoting lipolysis and fatty acid oxidation. Nat Commun 6, 1-13 (2015).

28. Bardhan, K., Anagnostou, T. & Boussiotis, V. A. The PD1:PD-L1/2 Pathway from
Discovery to Clinical Implementation. Front. Immunol. 7, (2016).

29. Chao, T., Wang, H. & Ho, P.-C. Mitochondrial Control and Guidance of Cellular Activities
of T Cells. Front. Immunol. 0, (2017).

30. O’Sullivan, D. et al. Memory CD8+ T Cells Use Cell-Intrinsic Lipolysis to Support the
Metabolic Programming Necessary for Development. Immunity 49, 375-376 (2018).

31. Pearce, E. L. et al. Enhancing CD8 T-cell memory by modulating fatty acid metabolism.
Nature 460, 103-107 (2009).

32. Becerra, S. P. & Notario, V. The effects of PEDF on cancer biology: mechanisms of action
and therapeutic potential. Nat Rev Cancer 13, 258-271 (2013).

206



33. Nwani, N. G. et al. Melanoma Cells Block PEDF Production in Fibroblasts to Induce the
Tumor-Promoting Phenotype of Cancer-Associated Fibroblasts. Cancer Res. 76, 2265-2276
(2016).

34. He, X., Cheng, R., Benyajati, S. & Ma, J. PEDF and its roles in physiological and
pathological conditions: implication in diabetic and hypoxia-induced angiogenic diseases.
Clin. Sci. 128, 805823 (2015).

35. Miao, H. et al. PKCa replaces AMPK to regulate mitophagy: Another PEDF role on
ischaemic cardioprotection. J Cell Mol Med 22, 5732-5742 (2018).

36. Yang, S. et al. Metformin inhibits expression and secretion of PEDF in adipocyte and
hepatocyte via promoting AMPK phosphorylation. Mediators Inflamm. 2013, 429207
(2013).

37. Qiu, F. et al. A decrease of ATP production steered by PEDF in cardiomyocytes with
oxygen-glucose deprivation is associated with an AMPK-dependent degradation pathway.
Int. J. Cardiol. 257, 262-271 (2018).

38. Grasso, C. S. et al. Genetic mechanisms of immune evasion in colorectal cancer. Cancer
Discov (2018) doi:10.1158/2159-8290.CD-17-1327.

39. Garcia-Diaz, A. et al. Interferon Receptor Signaling Pathways Regulating PD-L1 and PD-
L2 Expression. Cell Rep 19, 1189-1201 (2017).

40. Garcia, M. et al. Inhibition of Xenografted Human Melanoma Growth and Prevention
of Metastasis Development by Dual Antiangiogenic/Antitumor Activities of Pigment

Epithelium-Derived Factor. Cancer Res 64, 5632—-5642 (2004).

207



41. Snaebjornsson, M. T., Janaki-Raman, S. & Schulze, A. Greasing the Wheels of the
Cancer Machine: The Role of Lipid Metabolism in Cancer. Cell Metabolism 31, 62—76 (2020).

42. Dierge, E. et al. Peroxidation of n-3 and n-6 polyunsaturated fatty acids in the acidic
tumor environment leads to ferroptosis-mediated anticancer effects. Cell Metabolism 33,
1701-1715.e5 (2021).

43, Al-Khami, A. A. et al. Exogenous lipid uptake induces metabolic and functional
reprogramming of tumor-associated myeloid-derived suppressor cells. Oncoimmunology 6,
(2017).

44, Sanjana, N. E., Shalem, O. & Zhang, F. Improved vectors and genome-wide libraries for
CRISPR screening. Nat Methods 11, 783-784 (2014).

45, Heberle, H., Meirelles, G. V., da Silva, F. R., Telles, G. P. & Minghim, R. InteractiVenn: a
web-based tool for the analysis of sets through Venn diagrams. BMC Bioinformatics 16, 169

(2015).

208



KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE

SOURCE

Antibodies for MC38 model Flow cytometry experiment

PD-1

CD45
CD11b
CD4
Viability Dye 780
T-Bet
CD8
FoxP3
CD44
CD49b
Granzyme B
CD19
CD25
CD3
CD64
SiglecH
CMH2
CD11c
Ly6G
Ly6C
SIRPa
PD-L1

Therapies In vivo

BD
BD

Invitrogen
BD
eBioscience
Biolegend
BD
Miltenyi
Biolegend
Biolegend
Invitrogen
BD
Biolegend
BD

BD
Invitrogen
Biolegend
Biolegend
BD

BD
Biolegend

BD

IDENTIFIER

748268

561487

83-0112-42

563747

65-0865-14

644812

553036

130-113-470

103056

108922

MHGBO05

565473

101922

564380

740622

12-0333-80

107648

117318

561236

560596

144028

745616
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InVivoMab 1gG2a (clone 2A3) Bioxcell BE0O089
InVivoMab anti-mouse CD279 (PD-1) (clone

RMP1-14) Bioxcell BE0146
!lr;)\ll:i‘\;cc);l\zll;b anti-mouse CD274 (PD-L1) (clone Bioxcell BEOL01
Orlistat Roche 1GANGGWS5CC
Experimental Models: Organisms/Strains

C57BL/6 mice Charles Rivers 000664
BALB/c mice Charles Rivers 000651
C3H mice Charles Rivers

Experimental Models: Cell Lines

MC38 Kerafast CVCL_B288
MB49 Dr A. Bergeron N/A

MB-T2 Dr A. Bergeron N/A
RENCA ATCC CRL-2947
TyrNras Dr J. Caramel N/A
HEK293T ATCC CRL-2539
Medium culture

DMEM medium Gibco™ 41966-029
RPMI medium Gibco™ 21875-034
Fetal bovine serum Gibco™ A3160802
Antibiotics (Pen/Strep) Gibco™ 15140122

Oligonucleotides

KO SERPINF1-F:

CAGTCCAGAGGAGTAGCACCGTTTT This paper N/A
KO SERPINF1-R: GGTGCTACTCCTCTGGACT

KO Non target Control-F:

AACGGTAGCGTACCCGTGAA

44
KO Non target Control-R: Addgene N/A
TTCACGGGTACGCTACCGTT

Critical Commercial Assays

RNeasy Mini Kit QIAGEN 74106
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Mouse Tumor Dissociation Kit

MACS SmartStrainers

Chemical, Peptides and Recombinant Proteins
Puromycin

Polybrene

Geneticin

Lipofectamine

BD Cytofix/Cytoperm

Red blood cell lysis solution

Recombinant DNA

pCDNA3.1+

pLentiCRISPRv2 vectors
SERPINF1-pCNA3.1+

pLentiCRISPRv2 — KO —SERPINF1
Immunohistochemistry experiments
SERPINF1

Roche DAB Map Kit

Rabbit Anti-Goat IgG Antibody Biotinylated
Rabbit Anti-Rat IgG Antibody Biotinylated
ATGL

OIL RED

CD8

Miltenyl Biotec

Miltenyl Biotec

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Life technologies

Invitrogen
BD

Miltenyi Biotec

Dr. Jp.Rouault
Addgene
ThermoFisher

This paper

R&D

Roche
Vector
Vector

Cell Signaling
Diapath

Invitrogen

130-096-730

130-110-917

P9620
H9268-10G
10131-027
11668030
554714

130-094-183

N/A
52961
N/A

N/A

AF1149
760-124
BA5000
BA4001
2138
F/C0512

14-0808-82
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Figure S1. Altered sensitivity profiles observed upon modulation of the expression SERPINF1
gene support his implication in aPD-1 acquired resistance. (A) IHC analysis for PEDF in
representative MBT2 SERPINF1- and control tumors. For each in vivo experiments, tumor
fragments were injected in mice and when tumors reached 150 mm3, mice were randomized
and treated with aPD-1 (BioXCell, 12.5 mg/kg per week), (B) MBT2 CRISPR/Cas9 control cell
line, (C) MBT2 CRISPR/Cas9 control cell line individual curves, (D) MBT2 SERPINF1- cell line, (E)
MBT2 SERPINF1- cell line individual curves. Data shown are mean tumor volume values and
error bars are = SEM. n=5 or 6 mice/group,*: p<0.05, using Mann Whitney t-test.
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3. Conclusion

De cet article, I'analyse des différences d’expression des génes des tumeurs résistantes
comparées aux tumeurs sauvages nous a permis d’identifier 11 genes communément sous-
ou sur-exprimés dans au moins 5 modeles. Nous nous sommes focalisés sur I'un des genes

candidats, a savoir SERPINF1.

A I'aide des modeles MC38 génétiquement modifiés nous avons pu étudier et démontrer de
maniere ciblée comment ce gene intervenait dans la résistance a I’anti-PD-1. PEDF a
principalement été décrite comme étant une protéine sécrétée, mais son rdle intracellulaire
a également été rapporté, en particulier en relation avec le métabolisme lipidique. Pour
vérifier que son role se situait bien au niveau intracellulaire, nous avons mis en place une
expérience avec une protéine PEDF recombinante. L’idée ici a simplement été de vérifier son
impact, direct ou indirect, sur les lymphocytes T CD8+. Dans une expérience, nous avons mis
pendant 48h en co-culture des lymphocytes T avec ou sans la protéine recombinante. Puis
nous avons acquis en cytométrie en flux les lymphocytes T pour vérifier I'expression de
certains marqueurs, tels que CD44 et PD-1, qui permettent de discriminer les lymphocytes T
effecteurs, mémoires et épuisés. Nos résultats préliminaires indiquent que la présence de la
protéine recombinante dans le surnageant n’influence pas le développement des lymphocytes
T CD8+. Ces différents résultats, qui doivent étre confirmés, nous laissent donc penser que le
réle de la SERPINF1 dans I'apparition d’une résistance a I'anti-PD-1, se déroule bien au niveau

intracellulaire dans la cellule tumorale.

Notre laboratoire est spécialisé dans les interactions entre les cellules tumorales et le systeme
immunitaire mais le pan métabolique ne faisait pas partie de nos compétences de
prédilection. Pour étudier ce lien, nous nous sommes rapprochés de plusieurs experts comme
Hubert Vidal et Assia Delfassi, de I'unité CARMEN a Lyon. Leurs conseils nous ont permis
d’identifier nos besoins et de mettre en place les expériences appropriées pour répondre a
notre problématique. Apres avoir démontré de maniere simple a I'aide du red oil gqu’il y avait
bien une différence en quantité de lipides dans les modeles résistants versus sensibles, nous

avons voulu identifier quels types de lipides étaient augmentés. Les résultats présentés dans
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I'article indiquent une augmentation des acides gras saturés et mono insaturés dans nos
modeles résistants a I’anti-PD-1. Ceci est en corrélation avec la littérature qui démontre le réle
anti-tumoral des acides gras polyinsaturés a contrario des deux autres sous-catégories*®®. A
I’aide de I'Orlistat, nous avons pu démontrer le potentiel anti-tumoral d’une thérapie ciblant
la synthése des acides gras. Cette publication doit étre complétée par de futures expériences.
Nous souhaitons faire de nouveau l'expérience de combinaison avec l'orlistat, pour
déterminer par cytométrie en flux le changement phénotypique des lymphocytes T CD8+ ainsi
gue l'expression du CD36. En effet, ce transporteur transmembranaire d’acides gras a été
corrélé a une moins bonne survie chez des patients atteints de mélanome®*®°. Récemment, il a
été démontré que I'absorption des acides gras par les lymphocytes T CD8+ grace au CD36
diminuait leur fonction effectrice anti-tumorale*’?. Cette nouvelle expérience pourrait nous
permettre de mieux comprendre quel processus en aval de PEDF conduit a une résistance a

I’anti-PD-1 (Figure 39).
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Figure 39. Hypothése mécanistique d’un effet compensatoire de résistance acquise
permettant une inhibition de novo des lymphocytes T CD8+. (A) Interaction PD-1/PD-L1
enclenchant une cascade de signalisation permettant un switch métabolique glycolytique vers
FAO. Les lymphocytes T CD8+ effecteurs maturent vers un phénotype épuisé. (B) L’anti-PD-1
permet de bloquer I'interaction PD-1/PD-L1. Les lymphocytes T CD8+ peuvent se réactiver. (C)
Effet compensatoire théorique mit en place par les cellules tumorales permettant
d’outrepasser le traitement anti-PD-1. Les cellules tumorales surexpriment SERPINF1. La voie
de synthése des acides gras est activée. Les cellules tumorales relarguent le surplus d’acides
gras dans le microenvironnement. Les lymphocytes T CD8+ les absorbent induisant une voie
paralléle d’activation de FAO. Les lymphocytes T CD8+ effecteurs maturent vers un phénotype
épuisé.

Egalement, nous avons effectué une expérience de séquencage d’ARN sur cellule unique dans

le modele MC38 WT et aPD-1-R. Cette expérience est en cours d’analyse et devrait étre intégré

215



aux précédents résultats. Nous avons choisi de faire un séquengage des cellules tumorales et
des cellules immunitaires pour chacune des tumeurs. Cette étude devrait permettre d’éclaircir
les mécanismes qui impliquent la SERPINF1 mais également de déterminer précisément le

profil d’activation des lymphocytes T CD8+.

Ce travail ouvre une voie dans la lutte contre les résistances aux ICls et pourrait a terme étre
bénéfique pour la prise en charge patient. Cependant, perturber la production de lipide peut
faire émerger d’autres problémes, il est donc important de réussir a agir au niveau du
microenvironnement tumoral sans perturber I'ensemble de I’héte. Toutefois, un énorme
travail reste a accomplir pour espérer faire un parallele chez ’'Homme. Pour ce faire, nous
avons initié des démarches aupres de cliniciens comme Michaél Duruisseaux (Médecin
Pneumologie Hopital Louis-Pradel, hospices civils de Lyon) et aupres de regroupement comme
ImmucCare pour obtenir des échantillons de patients appariés, avant et apres apparition de la
résistance sous traitements de type anti-PD-1 ou anti-PD-L1 afin d’évaluer la pertinence

clinique de ce gene.

Pour avancer ce travail, nous avons validé sur des échantillons de patients atteints de
mélanome et sur des métastases cérébrales, la bonne spécificité de I'anticorps anti-PEDF

(Figure 40).
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Figure 40. Image représentative du marquage PEDF sur des échantillons de tumeurs
patients. (A) Coupe de patient atteint de mélanome. (B) Coupe de patient atteint de cancer
primitif du poumon avec métastase cérébrales.

L'idée de ce futur travail est de comprendre si oui ou non la SERPINF1 est surexprimée chez
des patients développant une résistance acquise et si cela est en lien avec une augmentation
de la charge lipidique dans les cellules tumorales. Cette étude aura une triple fonction : elle
permettra l'identification d’un biomarqueur, une meilleure compréhension du mécanisme

sous-jacent et in fine une potentielle solution thérapeutique.
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Chapitre IV. Résultats

Comparaison du microenvironnement immunitaire tumoral du
modele MC38 colorectal implanté en sous-cutané versus

orthotopique

1. Introduction

Des deux études précédentes qui se sont concentrées sur |'établissement de modeles in vivo
innovants détenant une résistance acquise aux ICls puis a l'identification d’'un mécanisme de
résistance, I'une des limites majeures qui en découle est le site d'implantation des tumeurs
chez la souris en sous-cutané. En effet, le microenvironnement immunitaire tumoral en est
extrémement dépendant. Dans un souci de reproductibilité et de facilité, la plupart des
recherches sont établies sur des modeles implantés en sous-cutané et non orthotopique.
Egalement, certaines recherches se basent sur des modéles tumoraux spontanés mais le
temps nécessaire pour produire ces modeles est un frein majeur qui explique pourquoi peu
d’études les utilisent. Par conséquent, la plupart des interprétations sont effectuées sur le
microenvironnement immunitaire tumoral créé en sous-cutané. Le probleme majeur est que
les organes ont une architecture et une composition cellulaire particuliere. Le cancer
colorectal est un des exemples les plus parlants. Le colon est constitué de 3 éléments
impliqués dans la défense immunitaire: i) la muqueuse intestinale qui représente une surface
d’échanges extrémement importante, elle permet de filtrer les nutriments, ii) le systeme
immunitaire intestinal, qui concentre environ 60% des cellules immunitaires, iii) le microbiote

471 Concernant les cellules

intestinal qui joue un role essentiel dans la défense du soi
immunitaires présentes dans le colon, les macrophages sont majoritaires*’2. Pourtant, dans le
cadre du cancer colorectal, malgré I'abondance de ces cellules, leur réle précis reste a définir.
Le microbiote joue également un role considérable dans la modulation de I'immunité. Ces

différences majeures impliquent qu’une implantation tumorale en sous-cutané ne pourra pas
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refléter les interactions réelles qui existent entre les cellules tumorales et leur
microenvironnement. Il est certain que la transposition d’'un mécanisme découvert sur un
modele murin a ’THomme n’est pas toujours couronnée de succes. De ce constat, nous avons
voulu comparer, pour I'un de nos modeéles a savoir MC38, comment le site d'implantation
sous-cutané versus orthotopique impactait la composition des cellules immunitaires infiltrant
la tumeur. Lobjectif étant de savoir sil’on peut diminuer le biais expérimental, déja important,
en implantant les tumeurs dans leurs sites anatomiques de prédilection. De plus,
I'aboutissement, in fine, a été de créer un modele orthotopique avec une résistance acquise
aux ICls permettant ainsi de mettre a I'épreuve nos hypothéses issues de tumeurs implantées

par voie sous-cutanée.

Les résultats obtenus sont décrits ci-dessous et devraient faire I'objet d’une soumission a la

publication une fois complets.

2. Résultats

La premiere étape a bien évidemment été de mettre en place une technique d’implantation
reproductible. Ce processus a été de longue haleine. Nous avons d’abord essayé une
technique facile et rapide a savoir l'injection d’une suspension cellulaire a différentes
concentrations dans les feuillets du caecum. Cette technique s’est avérée peu reproductible
dans la prise tumorale, ce qui nous a conduit a essayer une greffe d’'un morceau de tumeur
solide directement sur le caecum. Cette technique reproductible, nous a encouragé a
poursuivre notre investigation. Apres plusieurs tests de tumorigénése, nous avons estimé que

le point hors éthique était atteint en seulement 18 jours.

La deuxieme étape, apres l'identification des points limites appropriés qui en incombaient, a

été de tester la sensibilité a I’anti-PD-1 et I’anti-PD-L1.
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Figure 41. Sensibilité au traitement anti-PD-1 sur le modele MC38 implantation sous-
cutanée versus orthotopique. (A) Schéma d’administration du traitement pour les souris
C57BI/6 implantées avec un morceau de tumeur MC38 en sous-cutané. Les souris ont été
randomisées quand le volume tumoral a atteint 150mm3, puis elles ont été traitées ou non
avec l'anti-PD-1 (BioXCell, BE0146, RRID : AB_10949053, 12.5 mg/kg par semaine,
intrapéritonéal). (B) Courbe représentant I’évolution du volume tumoral des souris greffées
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avec MC38 en sous-cutanée non traitées ou traitées avec I'anti-PD-1. (C) Valeur individuelle
du dernier point de mesure des souris ayant recu un traitement ou non. (D) Courbe
individuelle représentant I’évolution du volume tumoral des souris greffées avec MC38 en
sous-cutané non traitées ou traitées avec l'anti-PD-1. (E) Schéma d’administration du
traitement anti-PD-1 pour les souris C57BI/6 implantées avec un morceau de tumeur MC38
en orthotopique. (F) Image représentative d’une tumeur MC38 implanté sur le caecum a J4
(G) Courbe individuelle représentant I'évolution pondérale en grammes des souris greffées
avec MC38 en orthotopique non traitées ou traitées avec I'anti-PD-1. (H) Valeur individuelle
du poids des intestins a J18 des souris ayant regu un traitement ou non. (I) Photographies des
intestins non traités et traités greffés avec MC38 en orthotopique. Les données représentent
la moyenne du volume tumoral et les bars d’erreurs représentent + SEM. n=5 souris/groupes,
**: p<0.01, Mann Whitney t-test.

Nous avons comparé la sensibilité au traitement avec les deux types d'implantation sous-
cutanée et orthotopique. Pour la premiéere implantation, nous avons choisi un schéma
d'administration classique, a savoir un premier traitement a 150mm3 a 12,5mg/kg une fois
par semaine en intrapéritonéal (Figure 41A). Comme décrit dans la littérature et dans nos
résultats précédents, nous avons obtenu une réponse partielle suite au traitement anti-PD-1
par rapport aux souris non traitées (Figure 41B, 41C, 41D). Pour le deuxiéme type
d'implantation, a savoir orthotopique, nous avons choisi de traiter les souris 48 heures apres
I'implantation, également une fois par semaine a 12,5 mg/kg (Figure 41E). En effet, nous avons
choisi un traitement précoce car suite a nos tests de tumorigenése nous avons remarqué que
les tumeurs se développaient plus agressivement lorsqu'elles étaient implantées en
orthotopique par rapport a I'implantation sous-cutanée (18 jours versus 25 jours maximum
respectivement). Par rapport au modele sous-cutané la fenétre thérapeutique est encore plus
petite. En effet, a J4 la tumeur est déja complétement établie et intégrée au caecum (Figure
41F). Comme, nous ne disposions pas d’outils d’imagerie permettant d’effectuer un suivi
longitudinal aisé, nous avons suivi le poids (Figure 41G) et nous avons palpé I'abdomen des
souris quotidiennement car la tumeur devient rapidement perceptible au toucher. Pour cette
étude, nous avons mis a mort toutes les souris lorsque I'une d'entre elles avait atteint le point
éthique. A partir de cette expérience, nous avons également obtenu une réponse partielle a
I'anti-PD1 dans le groupe de souris traitées par rapport aux souris non traitées (Figure 41H,

411).
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De ces résultats, il s’est avéré que notre modele est bien partiellement sensible a I'anti-PD-1
comme pour le modele implanté en sous-cutané. De ces expériences nous nous sommes donc

focalisés sur I'induction d’une résistance acquise a I’anti-PD-1.

Pour ce faire, le principe était identique que pour le modéle sous-cutané ; nous avons effectué
une réimplantation de fragments en série a chaque fois sous-pression de sélection de I'anti-
PD-1 (Figure 42A). Apres cinq passages pour le modele sous-cutané et sept passages pour le
modele orthotopique, le traitement n'a plus d'effet sur la croissance tumorale par rapport au
groupe non traité. Les modeles sensibles implantés par voie sous-cutanée ou orthotopique
ont démontré tous deux comme attendu un retard de croissance partiel et/ou une meilleure
survie globale (Figure 42B, 42C respectivement, p <0,01). A contrario, lorsque la résistance
acquise est en place, il n'y a plus de différence de croissance ou de survie globale par rapport

aux groupes non traités (Figure 42D, 42E respectivement).
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Figure 42. Induction de la résistance acquise au traitement anti-PD-1 dans le modéle MC38
implanté en sous-cutanée versus orthotopique. (A) Représentation schématique du principe
d’induction d’une résistance secondaire a I'anti-PD-1. (B) Courbe représentant I’évolution du
volume tumoral des souris greffées avec MC38 en sous-cutané non traitées ou traitées avec
I’anti-PD-1. (C) Survie globale des souris greffées avec MC38 en orthotopique non traitées ou
traitées avec I'anti-PD-1. (D) Courbe représentant |’évolution du volume tumoral des souris
greffées en sous-cutané avec un modéle MC38 devenu résistant a I'anti-PD-1. (E) Survie
globale des souris greffées en orthotopique avec un modele MC38 devenu résistant a I'anti-
PD-1. Les données montrées représentent la moyenne du volume tumoral et les barres
d’erreurs représentent + SEM. n=5 souris/groupes, **: p<0.01, Mann Whitney t-test.

Suite a I'établissement de ces deux modeles, nous avons étudié le microenvironnement
immunitaire infiltrant la tumeur a I'aide du panel d'immunophénotypage de 29 couleurs
précédemment cité. L'objectif étant ici de comprendre les changements phénotypiques

immunitaires en fonction du site d'implantation, il nous a semblé opportun d’effectuer notre
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immunophénotypage a un temps plus tardif, a savoir en cours de croissance et post-

traitement.

Apreés avoir dissocié et digéré les tumeurs a I'aide du gentle MACS Octo Dissociator (130-096-
427, Miltenyi Biotec), les suspensions ont été filtrées (filtres de 100 um, 130-110-917, Miltenyi
Biotec) puis lavées avec du PBS1X. Aprés 15min d’incubation a température ambiante avec les
anticorps de surface et lavage, les cellules ont été fixées et perméabilisées avec le kit de BD
Cytofix/Cytoperm (BD, 554714, RRID : AB_2869008) pendant 30 min a 4°C. Enfin, apres lavage,
les cellules ont été marquées en intracellulaire avec les anticorps appropriés. Une fois lavés,
les échantillons ont été acquis sur le cytometre Cytek® Aurora. L’analyse a été effectuée a
I'aide de deux logiciels SpectroFlo®Software (Cytek® Biosciences) et FlowJo software (BD).
L’analyse graphique et statistique a été faite a I'aide du logiciel GraphPad Prism (cf. tableau 1

et 2, chapitre 2).

Ce projet est en cours. Pour cette raison nous ne disposons que de résultats préliminaires.
Seules les tumeurs MC38 implantées en orthotopique ont été complétement
immunophénotypées (Figure 43).

Nous avons prélevé les tumeurs a J13 post implantation : les souris avaient donc regu deux
doses anti-PD-1 (la premiére 48h post-implantation et la seconde 7 jours plus tard) (Figure
43A). De cette expérience, un premier constat peut étre fait: la proportion de cellules
immunitaires infiltrantes est diminuée dans les tumeurs résistantes (Figure 43B). Concernant
les cellules lymphoides, les cellules B et T sont proportionnellement plus présentes dans le
modeéle résistant que dans le modeéle WT, que celui-ci soit traité ou non (Figure 43C, 43D, 43F,
43G, 43H). De plus, les cellules macrophagiques F4/80+ sont majoritaires dans le
microenvironnement tumoral des tumeurs MC38 WT non traitées et traitées, contrairement
a ce que nous observons dans les tumeurs résistantes traitées a I'anti-PD-1 (Figure 43E, 43F,
43G, 43H).

Ces premiers résultats doivent étre maintenant confrontés aux modeles implantés par voie
sous-cutanée. Cette étude est en cours et les résultats complets devraient étre disponibles

prochainement.
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Figure 43. Microenvironnement immunitaire des tumeurs MC38 implantées en
orthotopique. (A) Courbe individuelle du suivi pondéral des souris implantées avec des
tumeurs MC38 WT traitées ou non a I'anti-PD-1 et résistante a I'anti-PD-1 a 12,5mg/kg. (B)
Histogramme représentant la proportion de cellules CD45+. (C) Histogramme représentant la
proportion de cellules B. (D) Histogramme représentant la proportion de cellules T. (E)
Histogramme représentant la proportion des TAMs et M-MDSC. (F-H) Découpage de la
proportion de chaque cellule immunitaire présente dans le microenvironnement tumoral. (F)
Souris implantées non traitées avec des tumeur MC38 WT. (G) Souris implantées traitées a
I’anti-PD-1 avec des tumeur MC38 WT. (H) Tumeur MC38 résistante a I'anti-PD-1 sous pression
de sélection. Les données montrées représentent le nombre de cellules immunitaires
normalisé sur 100000 évenements viables et les barres d’erreurs représentent + SEM. n=5
souris/groupe, * : p<0.05, ***: p<0.001, ****: p<0.0001, Mann Whitney t-test.

3. Conclusion

Grace a ce travail nous avons pu développer un modele de tumeur colorectale implantée en
orthotopique. Les résultats que nous sommes en train de générer devraient nous permettre
de mieux appréhender les biais expérimentaux en lien avec le site d’implantation. Egalement,
ils devraient nous permettre de déterminer quelles différences existent entre les
microenvironnements tumoraux immunitaires. Nous aimerions caractériser en profondeur le
microenvironnement immunitaire tumoral par une étude longitudinale
d’'immunophénotypage mais aussi par une caractérisation de cellules immunitaires plus
spécifiques du microenvironnement colorectal comme les ILCs. Il serait également intéressant
d’analyser la proportion des bactéries présentes dans le microbiote. Notre hypothese de
travail est que ce modele orthotopique est un meilleur reflet des modeles tumoraux
colorectaux humains que les modeles sous-cutanés, et tester des combinaisons de traitement
sur ce modele aiderait a proposer des solutions thérapeutiques qui auront certainement plus

de chance de fonctionner pour les patients ne répondant plus aux ICls.

Pour continuer dans ce sens, nous avons déposé un protocole qui nous permettra d’implanter
en orthotopique les modeles de vessie et le modele rénal chez la souris. Dans un futur projet,
i) I'analyse de ces modeles dans leur environnement de prédilection, ii) I'induction d’une
résistance acquise (si ceux-ci sont sensibles de la méme maniére que les modeéles implantés
en sous-cutané), iii) et enfin I'’étude de la réversion de cette résistance pourra permettre
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d’avancer de nouvelles hypothéses mécanistiques spécifiques de chaque modele, voire de
déceler un mécanisme commun. Au-dela de comprendre les problématiques précédemment
citées, ce projet a également une portée économique et pourra a terme permettre a Antinéo

de proposer a sa clientele ce type d’expérience.
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Chapitre V. Résultats

L’hyperprogression induite par anti-PD-1/PD-L1, réalité ou

mythe ?

L’étude de I’hyperprogression est aujourd’hui un défi pour plusieurs raisons. La
premiere est le manque de consensus chez les praticiens hospitaliers sur la définition de ce
phénomeéne. La deuxiéme, corollaire de la premiere, est la méthode de détection de
I’hyperprogression qui differe en fonction des centres. Par exemple, certains chercheurs
utilisent comme critére d’évaluation le taux de croissance tumorale deux fois plus élevé apres
traitement qu'avant, d'autres chercheurs utilisent la cinétique de croissance tumorale qui
correspond a la différence entre la ligne de base pré-traitement et la ligne de base de la
somme des plus grands diametres des |ésions cibles par unité de temps, d’autres encore se
referent a un score comprenant plusieurs parametres tels que le temps jusqu'a I'échec du
traitement ou I'apparition de 2 nouvelles lésions ou plus®2413473 | 3 troisiéme est la difficulté
a rassembler des échantillons d’'une cohorte de patients appariés et homogéenes qui
permettrait de comprendre si ce processus est bel et bien déclenché par les ICls. La quatrieme
est de comprendre quels mécanismes sous-jacents sont impliqués. Enfin, le cinquieme point
gue nous pouvons soulever est I'hétérogénéité de cette réponse en fonction du type de
cancer. Comme indiqué précédemment, cette réponse survient en fonction du type de

cancers chez 4 a 29% des patients®’4,

Cette problématique nous a amené a essayer d’identifier des modeles in vivo syngéniques
hyperprogresseurs. La difficulté de ce travail réside dans I’hétérogénéité de la réponse aux
ICls, comme cela est bien visualisé dans les graphiques montrant la progression du volume
tumoral de souris individuelles. Quand bien méme les souches de souris que nous utilisons en
laboratoire sont censées répondre de facon identique au traitement, nous savons que cette
regle n’est pas figée. Nous sommes donc partis de ce constat pour essayer de détecter des

réponses de type hyperprogresseur.
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Notre stratégie a donc été de sélectionner des lignées de souris syngéniques avec une
croissance tumorale agressive ne répondant pas aux ICls. L'idée a été de travailler sur des
groupes comportant un nombre important de souris pour augmenter nos chances de détecter

un phénotype qui s’apparente a de I’hyperprogression.

De notre banque de lignées, nous avons sélectionné, au début de notre démarche, trois
lignées de type tumoral différent : LL2-Luc lignée de cancer du poumon, L1210 lignée de
leucémie lymphoide de souris dérivée du liquide d’ascite, EO771 lignée de cancer du sein. Pour
s’affranchir des biais précédemment exprimés, nous avons décidé d’implanter ces lignées en

orthotopique.

L’'une des lignées a savoir LL2-luc a été abandonnée en cours d’étude : en effet, celle-ci perdait

de maniére aléatoire in vivo sa luminescence, ce qui rendait son suivi par imagerie thoracique

impossible (Figure 44).

Day 0 Day 3 Day 7 Day 10 Day 17

Figure 44. Imagerie représentative de 3 cas différents d’évolution en rapport avec la
détection de la bioluminescence de LL-2-Luc. 100uL de solution contenant 1.10° cellules LL-
2-Luc ont été injectés en intraveineuse dans des souris C57BL/6. L'imagerie par
bioluminescence a été faite sur I"appareil Night OWL. Un premier point de mesure de la
luminescence a été fait le jour de l'injection, puis a J3, J7, J10 et J17, sous anesthésie
(Isoflurane, TEMSEGA 3% 2L air/min) aprés une injection de 100 pL en IP de luciférine a
150mg/kg 10 minutes avant I'imagerie.

En effet, le suivi longitudinal de cette lignée in vivo par imagerie est un moyen efficace pour
observer la prise tumorale, son évolution et I"apparition de métastases. Néanmoins, nous
nous sommes heurtés a un probléeme majeur. En effet, pour certaines cellules nous avons

observé une perte au fur et a mesure de leur luminescence.
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Cette hétérogénéité trop importante nous a amené a sélectionner in vitro les cellules. Nous
avons donc remis en culture et fait une nouvelle fois une sélection par exposition aux
antibiotiques. Apres avoir testé, a I'aide du Chaméleon, la luminescence de ces cellules
nouvellement sélectionnées, nous les avons réinjectées in vivo. Le suivi longitudinal a montré
une nouvelle fois que, malgré une sélection en amont, la détection ainsi que la prise tumorale
étaient tres hétérogenes.

Nous avons donc poursuivi avec les deux autres modeles précédemment cités a savoir L1210

et EO771.
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Figure 45. Evolution tumorale de L1210 et de E0771 suite aux traitements avec anti-PD-1 ou
anti-PD-L1. (A)Une suspension cellulaire de 200uL de L1210 ou de E0771 de 5.10° cellules a
été injectée en intrapéritonéal dans des souris B6D2F1 ou en intra-mammaire dans des souris
C57BL/6 respectivement. Pour L1210, les souris ont été randomisées en fonction de leur poids
initial, puis elles ont été traitées avec I'anti-PD-1 (BioXCell, BE0146, RRID : AB_10949053, 12.5
mg/kg par semaine) ou I'anti-PD-L1 (BioXCell, BE0101, RRID : AB_10949073, 12.5 mg/kg par
semaine) en intrapéritonéal, 72h aprés I'injection des cellules. Pour EQ771, les souris ont été
randomisées quand le volume tumoral a atteint 100mm?3, puis elles ont été traitées avec I'anti-
PD-1 (BioXCell, BEO146, RRID : AB_10949053, 12.5 mg/kg par semaine) ou l'anti-PD-L1
(BioXCell, BEO101, RRID : AB_10949073, 12.5 mg/kg par semaine) en intrapéritonéal. (B)
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Courbe représentant I'évolution pondérale en % par rapport au poids initial des souris
injectées avec L1210 non traitées ou traitées avec I'anti-PD-1 ou I'anti-PD-L1. (C) Courbes
individuelles représentant I’évolution pondérale en % du ratio par rapport au poids initial des
souris injectées avec L1210 non traitées ou traitées avec I’anti-PD-1 ou I'anti-PD-L1. (D) Courbe
représentant I’évolution du volume tumoral des souris injectées avec EO771 non traitées ou
traitées avec I'anti-PD-1 ou I'anti-PD-L1. (E) Courbes individuelles représentant I’évolution du
volume tumoral des souris injectées avec E0771 non traitées ou traitées avec I'anti-PD-1 ou
I'anti-PD-L1. Les données montrées représentent la moyenne du % de ratio du poids ou du
volume tumoral et les barres d’erreurs représentent £ SEM. n=4 or 5 souris/groupe, *: p<0.05,
Mann Whitney t-test.

Suite a l'injection des cellules et au suivi de I’évolution des tumeurs, nous avons pu constater
qu’au sein des groupes traités une disparité effective existait (Figure 45). En effet, les souris,
bien que de la méme souche, ne répondent pas au traitement de maniére identique, au
contraire des souris non traitées qui ont une pousse tumorale homogene. Sur chacune des
expériences que nous avons faites, 1 a 3 souris évoluent plus vite aprés traitement par rapport

au groupe non traité controle.

De cette constatation, nous avons décidé de continuer notre investigation par un
immunophénotypage approfondi a l’aide d’'un panel de 29 couleurs ayant déja fait ses preuves
sur nos précédents modeles (chapitres 2, 3 et 4). L’hypotheése sous-jacente a été que, comme
chez 'Homme, un faible pourcentage de souris, suite au traitement par un ICl, pouvait avoir

une tumeur qui évoluerait plus vite que si elle n’avait pas regu de traitement.

Pour ce faire nous avons donc réitéré notre expérience et décidé de prélever les ascites pour
les L1210 et les tumeurs EQ771 chez les souris 48h apres le deuxieme traitement. Le protocole
est le suivant : apres avoir dissocié et digéré les tumeurs a I'aide du gentle MACS Octo
Dissociator (130-096-427, Miltenyi Biotec), les suspensions ont été filtrées (filtres de 100 um,
130-110-917, Miltenyi Biotec) puis lavées avec du PBS1X. Apres 15min d’incubation a
température ambiante avec les anticorps de surface et lavage, les cellules ont été fixées et
perméabilisées avec le kit de BD Cytofix/Cytoperm (BD, 554714, RRID : AB_2869008) pendant
30 min a 4°C. Enfin, apres lavage, les cellules ont été marquées en intracellulaire avec les
anticorps appropriés. Une fois lavés, les échantillons ont été acquis sur le cytometre Cytek®
Aurora. L'analyse a été effectuée a I'aide de deux logiciels SpectroFlo®Software (Cytek®
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Biosciences) et FlowlJo software (BD). L’analyse graphique et statistique a été réalisée a I'aide

du logiciel GraphPad Prism (cf. tableau 1 et 2, chapitre 2).

Pour tenter d’établir une corrélation entre la présence d’une population immunitaire donnée
et le phénotype hyperprogresseur suite aux traitements avec I’anti-PD-1 ou I'anti-PD-L1, nous
avons décidé de regarder individuellement chaque échantillon pour associer soit le poids de
la souris (pour L1210) soit le volume tumoral (pour EO771) aux sous-populations immunitaires

d’'intérét.

Lors de notre expérience avec le modele L1210, il fut malheureusement difficile de distinguer

des profils hyperprogresseurs comme lors de nos précédentes études in vivo (Figure 46A).

La difficulté de ce modele réside dans le peu d’infiltration immunitaire proportionnellement
au nombre de cellules. En effet, il s’agit d”un modele de leucémie de type lymphoide B. La
premiere difficulté est donc de discriminer correctement les cellules tumorales des cellules
immunitaires puisque que celles-ci sont toutes CD45+. La discrimination s’est faite
morphologiquement et a I'aide de marqueurs lymphoides ou myéloides supplémentaires. Il
en résulte que seulement 2% de cellules CD45+, autre que les cellules tumorales, sont
présentes dans le prélévement d’ascite (Figure 46B). Bien évidemment, il est donc compliqué,
malgré la puissance de notre panel et cette nouvelle technique, de discriminer en profondeur

les sous-types immunitaires.

De ce fait, aucune population immunitaire n’a pu émerger comme ayant un potentiel
d’induction d’hyper-prolifération. En effet, aucune augmentation de population n’a pu étre
corrélée avec une ascite plus importante en fonction du traitement. A titre d’exemple nous
montrons ici les populations classiques lymphoides et myéloides (Figure 46). Les résultats

n’étant pas concluants, nous avons choisi de ne pas les soumettre a la publication.

233



#

Number of cells normalized on 100000 viahility events Number of cells normalized on 100000 viahility events Number of cells normalized on 100000 viahility events

Number of cells normalized on 100000 viahility events

L1210
140~
e Untreated
= aPD1
130+ .
a aPD-L1 L]
- S».
.
1204 ® " a
ont 5. 4
. o8 > ; i e A
1104 . A l
" r - .’ - F R -
< BT 1 - a
1004® = - 3 g..‘ ;" F ] .
% ¥l H
",
90+ e
-
'c L) L L] L] L L)
o 3 s 7 10 12
Days after implantation
CD4+
400+
*
300
200 -
100
T T T T 1
an 100 110 120 130 140
E % ratio
B cells
1000~
800+ L J
600}
L 4
400
-
200 ® ot
As
T T T T 1
90 100 110 120 130 140
% ratio
PMN-MDSC
200+
150+ A
100 As
50
T o T - )
an 100 110 120 130 140
I % ratio
M1-Like
1000~
u:
800
A> A4
- ; As
ea0 W [ H
s
/ o
400-] Az [ W
| B3
m
[ ] .-l
200} % ®
[ ]
T T T T 1
90 100 110 120 130 140

Tumeor size mm3

Number of cells normalized on 100000 viability events

CDA45+ 4 Untreated
4000 i aPD-1
& aPD-L1
® m:
3000
2000
[ J
1000
T T T T T 1
20 100 110 120 130 140
% ratio
CD8+
£ 400+
2
@
£
=
-}
S 3004 ®
o
g
S
8
=3
2 m-
5
200
3 Al
L
g As
2 M:
2 100
]
b B
s i Av ]
3 [ e ‘o >3
£
=z T T T T 1
90 100 110 120 130 140
Tumor size mm3
NK cells
£ soq
3
3
E=
=
K}
S 604
=
=2
2
5
b=
§
- 404
3
B
‘®
E
o
2
2 20
]
3
s
)
2
£
s
=z T T T T 1
20 100 110 120 130 140
H Tumor size mm3
Dendritic Cells
£ 150+
H
@
E=
-}
>
g =
g 100 Y
2
=
o
=
]
L
‘=
£
3 50
£
2
]
3
s
=
5
-1
£
S
=z T T T T 1
90 100 110 120 130 140
Tumor size mm3
M2-Like
£ 800+
3
3
£
K} A7
S 6004
=
=2
2
8
=
§
400+ 1
K] - o
B
= Ae
E
o
2
2 200
]
]
s
] re
£ hd » )
z T 1 T T )
90 100 110 120 130 120

Tumor size mm3



Figure 46. Cellules immunitaires infiltrant les ascites L1210. Une suspension cellulaire de
200puL de L1210 de 5.10° cellules a été injectée en intrapéritonéale dans des souris B6D2F1.
Les souris ont été randomisées en fonction de leur poids initial, puis elles ont été traitées avec
I’anti-PD-1 (BioXCell, BEO146, RRID : AB_10949053, 12.5 mg/kg par semaine) ou I'anti-PD-L1
(BioXCell, BEO101, RRID : AB_10949073, 12.5 mg/kg par semaine) en intrapéritonéal, 72h
apres I'injection des cellules. Les ascites ont été récupérés 48h post deuxieéme traitement. (A)
Volume tumoral individuel représentant I’'évolution pondérale en %. Les graphiques qui
suivront représentent la proportion de cellules d’intérét au sein de 100000 évenements
viables, en fonction du % du ratio et du traitement que les souris ont recu. (B) Cellules CD45+.
(C) Lymphocytes T CD4+. (D) Lymphocytes T CD8+. (E) Lymphocytes B. (F) Cellules NK. (G)
PMN-MDSC. (H) Cellules Dendritiques. (I) Macrophages M1-like. (J) Macrophages M2-like.

Pour le modele EQ771, plusieurs souris avec une tumeur sous traitement se sont distinguées
par leur pousse tumorale exacerbée par rapport aux souris portant des tumeurs non traitées

(Figure 47A).

De fagon attendue, plus le volume tumoral est important, plus l'infiltration immunitaire est

faible (Figure 47B).

De la méme maniere, concernant l'infiltration immunitaire de type anti-tumoral, la méme
observation peut étre effectuée. En effet, la proportion de lymphocytes T CD4+ et de
lymphocytes T CD8+ ainsi que les DCs diminuent a mesure que le volume tumoral augmente
(Figure 47C, 47D, 47H). Cette observation peut également étre faite pour les PMN-MDSC bien
qu’un outlier soit présent (Figure 47G). Par contre pour les lymphocytes B, les cellules NK et
les macrophages de type M1-like, la proportion est relativement stable en fonction du volume

tumoral (Figure 47E, 47F, 47I).

Concernant les macrophages de type M2-like, la proportion semble s’inverser. Plus le volume
tumoral est fort, plus la proportion de cellules est importante (Figure 47J). Au vu de ces
résultats et des précédentes publications qui se sont intéressées au role de ces macrophages
dans I’hyperprogression, nous avons regardé l'intensité de fluorescence de PD-1 et de PD-L1.
Aucune différence significative n’est apparue entre une éventuelle augmentation de la MFl en

fonction du traitement et un plus fort volume tumoral.
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Figure 47. Cellules immunitaires infiltrant les tumeurs E0771. Une suspension cellulaire de
200uL de EO771 de 5.10° cellules a été injectée en intra-mammaire dans des souris C57BL/6.
Les souris ont été randomisées quand le volume tumoral a atteint 100mm?3, puis elles ont été
traitées avec I'anti-PD-1 (BioXCell, BE0O146, RRID : AB_10949053, 12.5 mg/kg par semaine) ou
I’anti-PD-L1 (BioXCell, BE0101, RRID : AB_10949073, 12.5 mg/kg par semaine) en
intrapéritonéal. Les tumeurs ont été récupérées 48h post deuxieme traitement. (A) Volume
tumoral individuel représentant I’évolution tumorale. Tous les graphiques qui suivent
représentent la proportion de cellules d’intérét au sein de 100000 événements viables, en
fonction du volume tumoral en mm3 et du traitement que les souris ont recu. (B) Cellules
CD45+. (C) Lymphocytes T CD4+. (D) Lymphocytes T CD8+. (E) Lymphocytes B. (F) Cellules NK.
(G) PMN-MDSC. (H) Cellules Dendritiques. (1) Macrophages M1-like. (J) Macrophages M2-like.
Ces résultats ne permettent pas de déterminer quel type de cellules immunitaires peut étre
responsable de I’hyperprogression. Tout d’abord nos modeles ne miment que faiblement ce
processus. |l faudrait augmenter considérablement le nombre de souris par cohorte pour
espérer avoir un nombre suffisant de souris avec un profil hyperprogresseur. De plus,
I’'hypothese qui est faite ici se focalise sur le role du systeme immunitaire. Chez les patients
atteints de tumeurs qui hyperprogressent sous traitement, les cellules tumorales elles-mémes
peuvent en étre la cause et non nécessairement le microenvironnement immunitaire. La

thérapie peut, par exemple, sélectionner des clones non immunogénes qui se développeront

malgré un systéme immunitaire anti-tumoral actif.

Cette question reste en suspens et mérite de nouvelles investigations. L'étude de
phénomeénes sur des modeles murins étant plus complexe que nous le pensions, nous nous
sommes rapprochés du groupe d’étude hospitalier ImmucCare, qui a pour objet de constituer
une cohorte de patients hyperprogresseurs afin d’investiguer ce point sur des échantillons

appariés avant et apres traitement de tumeurs.
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Chapitre VI. Discussion

L'étude des mécanismes de résistance liés aux thérapies est un domaine de recherche
largement exploré. Il est pourtant instructif de comparer la rareté des données disponibles
sur les mécanismes de résistance liés aux ICls avec les données disponibles sur les mécanismes
de résistance liés aux thérapies ciblées ainsi que les progrées associés a la prise en charge des
patients. A titre d’exemple, dans le cancer du poumon détenant une mutation de type EGFR,
traité classiqguement avec un inhibiteur de tyrosine kinase, les mécanismes de résistance
identifiés ont rapidement permis le développement de nouvelles thérapies efficaces*’>™*’7, 3
I'inverse des ICls, bien qu’un nombre important de patients regoit ce type de traitements. Un
des éléments pouvant expliquer ce manque d’explication est le fait que les ICIs sont peu ou

pas actifs en modeles cellulaires in vitro, nécessitant le recours a des modeles in vivo qui sont

plus longs et complexes a mettre en ceuvre.

Par ailleurs, la validation de la pertinence clinique des hypothéses générées dans les modeles
précliniques est également complexe. Les problemes majeurs que nous avons précédemment
cités dans linduction de nouvelles hypothéses mécanistiques sont: i) le manque
d’homogénéité dans la terminologie, ii) le manque de disponibilité d’échantillons biologiques
de patients et iii) le manque d’outils faisant le lien entre le patient, les cellules tumorales et le

microenvironnement tumoral permettant d’étudier ces mécanismes*3°,

Une nouvelle alternative pour étudier les mécanismes de résistance acquise aux ICls

Notre approche, avec |'établissement de modeles in vivo résistants aux ICls de maniere
secondaire, a permis de développer un outil liant les cellules tumorales et le
microenvironnement tumoral, essentiel pour étudier ce type de résistance. L'utilisation de
séquengage de nouvelle génération, pour analyser les résistances survenant a la suite d’un
traitement de type thérapies ciblées, a permis d’identifier des génes contrélant la résistance.

Cette technique utilisée pour les ICls a, quant a elle, rencontré un succes limité. Ceci implique
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que la résistance aux ICls est plus dynamique et complexe, nécessitant une approche

multifactorielle.

Nos modeles ont permis de répondre partiellement a cette problématique. La premiere
difficulté a été de savoir comment reproduire une résistance acquise aux ICls. Induire une
résistance in vitro dans notre cas était impossible car cette thérapie n’est efficace qu’en
présence du systeme immunitaire contrairement aux thérapies qui ciblent directement les
cellules tumorales et peuvent donc étre cultivées in vitro sous pression de sélection. Le choix
des modeles a utiliser a également été débattu. La transposition chez ’'Homme aurait été plus
simple mais nous ne pouvions pas utiliser de lignée cellulaire tumorale humaine puisqu’un
systeme immunitaire intact était indispensable. Bien évidemment, I'alternative d’utiliser des
souris humanisées ne pouvait pas étre viable économiquement pour le laboratoire. Nous nous
sommes donc tournés vers |'utilisation de modeles syngéniques. S’agissant du développement
d’'immunothérapies, ces modeles ont permis d’établir de nouvelles preuves de concepts. Pour
autant, des limites persistent. Notamment, I'expression d’antigenes non-humains ou les
différences entre systemes immunitaires humains et souris, engendre un frein important dans

la transposition des hypothéses générées chez la souris a I’lHomme*’8,

Le maintien de ces modeles in vivo est un autre aspect important que notre recherche souléeve.
Le fait que notre technique implique I'implantation d’un fragment de 5 mm environ de tumeur
prélevée sur une tumeur de 1600mm?3 induit nécessairement que I'hétérogénéité tumorale
ne peut pas étre représentative. L'étude par single cells de tous nos modeles pourrait nous
permettre de bien identifier si un sous-clone prend le dessus a chaque nouvelle implantation
et donc de mieux identifier quel mécanisme sous-jacent induit la résistance. Techniquement,
lors de I'étude de combinaisons thérapeutiques, une tumeur résistante aux ICls de 1600mm3
est fragmentée en fonction du nombre de souris a implanter. Nous avons observé que
certaines greffes provenant de la tumeur initialement résistante, redevenaient partiellement
sensibles. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées. L'une d’entre elles laisse a penser que
certains sous-clones, méme s’ils peuvent étre sensibles aux ICls, sont protégés par les sous-

clones résistants. Ainsi, lors de la division de la tumeur, si le fragment nouvellement implanté
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a une dominance de sous-clones sensibles, ceux-ci pourront de nouveau étre ciblés par le

systeme immunitaire réactivé par les ICls.

Une autre hypothése voudrait que les mécanismes immunosuppresseurs compensatoires
soient principalement contrdlés par des mécanismes épigénétiques hautement réversibles.
Ceci laisse supposer qu’un arrét de I'ICl, le temps de cicatrisation et de la pousse tumorale afin

d’atteindre 150mm?3 suffisent pour que les mécanismes épigénétiques en place disparaissent.

Méme si ce point peut paraitre un frein ou un biais important dans nos analyses, il n’en reste
pas moins que ces problématiques sont potentiellement a I'ceuvre chez les patients atteints
de cancers. En effet, lors des biopsies qui déterminent si un patient est en mesure de répondre
aux ICls, I’hétérogénéité tumorale peut ne pas étre détectée de maniere optimale. De ce fait,
un patient peut ne pas répondre aux traitements bien que la biopsie prédise le contraire. De
ce fait, il est finalement important de garder cette hétérogénéité dans nos modeles pour nous
permettre de mimer au plus pres ce qui se passe chez ’THomme. Ceci nous permet de prédire

de fagon plus représentative la future réponse probable qui surviendra chez I’'Homme.

Une autre remarque est que nous utilisons des lignées cellulaires créées, par exemple pour
MC38, en 1975. Pres de 45 ans se sont donc écoulés depuis son apparition chez la souris.
Pouvons-nous étre certains que les mécanismes étudiés sur de tels modeles refletent la réalité
chez les personnes atteintes de cancers aujourd’hui ? La dérive des lignées cellulaires a force
de passage in vitro ou encore I’hétérogénéité existante d’une lignée d’un laboratoire a I'autre
est un fait et la recherche doit en tenir compte. Cependant, I'utilisation par la communauté
scientifique de ces lignées vieillissantes pose question. Hypothétiquement, la logique voudrait
que les lignées cellulaires tumorales syngéniques, si elles étaient recréées aujourd’hui, soient
relativement identiques étant donné que la souche de souris est censée étre stable a travers
les années. Cependant, les lignées humaines, comme par exemple Raji dérivé d’'un lymphome
stabilisé dans les années 60, peuvent-elles étre encore considérées comme représentatives ?
Il serait par conséquent intéressant de sélectionner des lignées cellulaires nouvellement

créées et de comparer si le microenvironnement immunitaire ou les voies activées sont
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semblables aux anciennes lignées. Cette approche pourrait également permettre de mieux

appréhender les mécanismes de résistance auxquels nous sommes confrontés aujourd’hui.

Il n’en reste pas moins que I'outil que nous avons développé est, a notre connaissance, unique.

Il doit maintenant démontrer sa puissance prédictive chez I'Homme.

A chaque modele sa particularité

Il est important de noter que nous avons utilisé différents sous-types tumoraux. L'utilisation

de modeles syngéniques extrémement différents entre eux constitue une des plus-values de

notre étude et permettent de générer de nouvelles hypothéses. Par conséquent, les

mécanismes liés a chaque sous-type peuvent finalement étre complétement différents. Dans

le tableau ci-dessous, nous avons succinctement récapitulé les différences que ce soit au

niveau du temps de prise des tumeurs qu’au niveau de la composition de la tumeur elle-

méme. Cela démontre bien que chaque modele, du fait de ses particularités, ne peut pas étre

utilisé pour répondre a la méme question. Pour la combinaison de traitements par exemple le

modele MC38 a une fenétre thérapeutique tres étroite contrairement au modele TyrNras

(Figure 48).

Modeéles Temps de | Point Evolution Souche Population Nombre de genes
prise pour | limite tumorale immunitaire différentiellement
atteindre | atteint prédominante | exprimé par rapport au
150mm3 modele sensible (RNAseq)

MC38 7 jours Courte Atteint le | C57BI/6 Cellules NK FORT

Colorectal (15 jours) | volume hors

éthique

MB49 10 jours Courte Modeéle C578Bl/6 Lymphocytes B | FAIBLE

Vessie (15 jours) | nécrotique CD11b+

MBT2 10 jours Moyenne | Atteint le | C3H PMN-MDSC MEDIUM

Vessie (20 Jours) | volume hors

éthique
TyrNras 20 jours Longue Atteint le | C57BI/6 Lymphocytes FORT
Mélanome (40 jours) | volume hors Tcm CD8+
éthique
RENCA 20 jours Variable Modeéle BALB/C TAM MEDIUM
Rein (15-30 nécrotique CD206+MHC
jours) 11+

Figure 48. Différences sommaires entre les modéles tumoraux syngéniques WT utilisés.
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Nos modeles ont aussi I'avantage de prendre en compte la complexité qui existe dans une
tumeur ayant acquis une résistance aux ICls, a I'inverse des lignées cellulaires génétiquement
modifiées qui interrogeront une fonction particuliere comme nous I'avons fait pour le gene
SERPINF1. La problématique est de savoir comment transposer les observations précliniques
a 'Homme. Un modele de mélanome syngénique doit-il forcément étre mis en parallele avec
un mélanome humain ou des mécanismes peuvent-ils se recouper avec d’autres types de
cancers ? Nous savons que certains mécanismes sont communs a plusieurs types de cancers.
Cependant, lI'approche voulant déterminer un processus unique occulte souvent les
différences entre les sous-types de cancers. Le fait donc d’avoir différents types de cancers
nous permet de répondre a cette question. Par exemple, pour le gene SERPINF1, nous avons
pu montrer qu’une sous-expression dans les modeles MC38 et MBT2 de ce géne permettait
d’avoir une réponse complete ou partielle a I'anti-PD-1, respectivement. Ce résultat nous
pousse donc a croire que ce gene peut étre lié a un mécanisme de résistance a I’'anti-PD-1 dans

différents types de cancers chez 'Homme.

Nouvelle technologie d’immunophénotypage, perspective de découvrir de nouvelles

populations immunitaires

Jai eu la chance, pendant ma these, de pouvoir utiliser une nouvelle
technologie d'immunophénotypage : celle-ci s’appuie sur des signatures spectrales
permettant ainsi de combiner un nombre important de fluorochromes différents qui, avant
cette approche, ne pouvaient étre regroupés (par exemple possibilité de combiner BB515 et
FITC). Si au début de ma thése, la question d’utiliser des technologies comme la cytométrie de
masse s’est posée pour notre laboratoire, I'alternative du spectral s’est rapidement imposée
comme une évidence. Nous avons donc choisi de développer un panel permettant de mettre
en évidence différents sous-types de cellules immunitaires. Cette approche s’est voulue
globale et non pas focalisée sur un sous-type immunitaire. En effet, notre postulat de départ
a été qu’un bon nombre de publications étudiaient de maniere approfondie les cellules T, alors

que tres peu d’entre elles s’intéressaient a I'implication des autres sous-types immunitaires
242



dans la résistance aux ICls. Nous avons décidé, plutot que de regarder en profondeur un sous-
type immunitaire, d’étudier 'ensemble. Lors de l'utilisation de ce panel, nous avons été
confrontés a de nombreuses problématiques. Tout d’abord I'expression des marqueurs non
classiques sur les différentes populations immunitaires n’est que tres peu documentée. Ceci
nous a donc freiné dans la caractérisation des sous-ensembles immunitaires et nous sommes
donc restés sur une division classique. En effet, du fait de la technologie employée, comme la
cytométrie classique qui nécessite deux panels distincts pour étudier par exemple le coté
myéloide et le coté lymphoide, beaucoup de marqueurs n’ont, de ce fait, pas nécessairement
été étudiés pour d’autres sous-types cellulaires. Par exemple, les populations neutrophiles
versus PMN-MDSC au sein d’'une tumeur ne peuvent a ce jour étre différenciées. Avec ce

panel, nous avons pu remarquer au sein de la population Ly6G+Ly6C+ une subdivision non

documentée a I'aide du marqueur FoxP3 (Figure 49).

CD4+
409

Comp-BUV496-A :: CD8

L AL B
10 o oy ot o

COND-EV%1 0-A: CD4
\

4=

5 4=

40M=

Morpho
80

29
3= 3=

ssc-A

20

Comp-BUV395-A :: CD4S.

Viabilty Zombie, CD45 subset
655

ssc-A

20

10M

1
1
1
1
1
1
\
1
1
A
v

\
Comp-PercP-y5.5-A : LyBG

=

P

ssc-A

200~

1.om

7.
44

T T T T T T T T T
0 1M 20M 3 400 ot 4 5 4

FSC-A Comp-Zombie UV-A :: Viabity Comp-BUV3SS-A :: CDAS Como-FITC-A: Lv6C Comp-&Fluor 660-A: FoxP3

Figure 49. Stratégie de fenétrage représentatif d’un échantillon de tumeur MB49 WT.
Discrimination des cellules vivantes et des débris, puis séparation des cellules immunitaires,
des cellules tumorales grace au marqueur CD45. Ensuite, discrimination des granulocytes via
Ly6G. Finalement, discrimination des granulocytes en deux populations en fonction de leur

granulocytée cellulaire et de FoxP3.
En effet, dans le modele MB49, dans lequel une infiltration massive de PMN-MDSC était

présente, ce marqueur permettait de distinguer deux populations Ly6C™Ly6G". FoxP3 est
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connu pour étre un marqueur des Tregs. |l y a peu de littérature sur I'expression de FoxP3 par
d’autres populations immunitaires. Cependant un débat existe sur la possibilité que FoxP3
puisse étre exprimé par d’autres types cellulaires. Une équipe a par exemple proposé que les
TAM M2-like pouvaient exprimer ce marqueur 49480 Dans de futures expériences, il serait
intéressant de vérifier si le role immunosuppressif des PMN-MDSCs corréle avec I'expression
de FoxP3. Si cela est avéré, nous aurions un outil simple a notre disposition pour discriminer

les neutrophiles pathologiques.

De maniére plus globale, documenter I'expression des marqueurs sur différentes lignées
cellulaires de souris afin de mieux caractériser par la suite le lien fonctionnel pourrait
permettre de mieux discriminer les populations immunitaires. Ce travail permettrait
certainement de mieux comprendre et prévoir pourquoi certaines combinaisons de
traitements par exemple ne fonctionnent pas, ou encore de faire un lien avec des mécanismes

comme I"hyperprogression.

Ce panel nous a également permis d’identifier plusieurs populations immunitaires
potentiellement impliquées dans les mécanismes de résistance acquise. Entre autres, les
PMN-MDSCs dans le modele MC38 semble jouer un réle. Ce modeéle est connu pour ne pas
étre infiltré par des neutrophiles*!. Dans nos modeéles résistants, une infiltration massive

prend place (Figure 50).

WT1 RPD1

DNA (DAPI) Neutrophils (Myeloperoxidase) NETs (Cit H3)
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Figure 50. Image représentative de l'infiltration de neutrophiles et de NETs, dans des
tumeurs MC38 WT et des tumeurs MC38 résistantes a I'anti-PD-1. En bleu, coloration des
noyaux via le DAPI (1/500, Abcam), en rouge coloration des neutrophiles via I'anti-
myeloperoxidase (1/100, AF3667, Abcam) ; et en vert coloration des NETs via I'anti-CitH3
(dilution 1/250, ab5103, Abcam).

En collaboration avec Jean Albrengues (CIRCAN, Nice) nous avons donc en paralléle investigué
si les NETs pouvaient jouer un role. Il s’est avéré que, malgré la détection de ceux-ci sur des
coupes IHC, la combinaison d’un traitement ciblant les NETs n’a eu aucun effet probant a
I'inverse du traitement anti-Ly6G. Le mécanisme par lequel les PMN-MDSCs supportent la

résistance reste donc a définir dans le modele MC38.

Tout ceci démontre bien qu’il serait une erreur de penser qu’un mécanisme unique puisse
soutenir la résistance acquise aux ICls. Il s’agit nécessairement de processus multifactoriels

extrémement complexes.

Lien entre cellules tumorales et cellules immunitaires

Comprendre le fonctionnement d’'un mécanisme biologique nécessite trés souvent de sortir
de son domaine de prédilection. Le mécanisme de résistance que nous avons identifié
implique un gene multifactoriel. L'une de ses fonctions engendre la production d’acide gras.
Lier cela a nos observations d’immunophénotypage n’a pas été évident. Cependant, les
lymphocytes T CD8+ ont été majoritairement affectés par la modulation de la SERPINF1. De
ce fait, nous nous sommes focalisés sur I’étude des cellules T CD8+. Cependant, la difficulté de
ce travail réside essentiellement dans le postulat de départ. Etudions-nous des lymphocytes T
CD8 provenant du morceau de tumeur implanté ou des lymphocytes T CD8 infiltrant
nouvellement la tumeur provenant de la souris naive. Il serait logique de penser que le
premier cas de figure n’est certainement pas viable. Il impliquerait un auto-renouvellement
durable et une présence dominante des lymphocytes T CD8 des précédentes souris dans le
morceau de tumeur implanté. Si le deuxieme cas de figure est plus probable, il laisse donc
penser que malgré la thérapie, les lymphocytes T CD8 infiltrant nouvellement les tumeurs

n’arrivent pas a changer de phénotype pour étre activés. Dans notre cas, il apparait que le
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temps de stimulation par les antigénes tumoraux du TCR n’est pas suffisant pour expliquer un
état non-fonctionnel des lymphocytes T CD8. La plupart des lymphocytes T CD8 infiltrant les
tumeurs dans nos modeles ont un phénotype de type mémoire soit central, soit effecteur.
Comme expliqué précédemment, ces cellules ont la capacité d’étre réactivées. Dans le modele
MC38, I'’hypothése que nous avancons permettrait d’expliquer en partie pourquoi, malgré la
présence de I'anti-PD-1, ces lymphocytes ont un phénotype de type mémoire et ne peuvent a
priori étre réactivés pour détruire les cellules cancéreuses. Cette hypothése implique un shift
métabolique des TILs qui, une fois dans le microenvironnement tumoral, seraient finalement
bloqués dans cet état. Un argument fort qui appuie cette hypothése est |'efficacité de la
combinaison orlistat et anti-PD-1 qui a montré une réversion de la résistance dans le modele
MC38 aPD-1-R. La prochaine étude s’intéressera de savoir si la combinaison orlistat et anti-
PD-1, permet aux lymphocytes T CD8+ d’étre réactivés. Aussi, I'analyse des données de
séquencage sur cellules uniques devrait nous permettre de mieux déterminer quelles cellules

immunitaires supportent la résistance.

Dans le domaine de la cancérologie, la composante métabolique ouvre de nombreuses
nouvelles portes. Dans un futur projet, il serait intéressant de tester d’autres médicaments
bloquant la synthése des lipides a différents endroits de la cascade d’activation afin de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents. Il a récemment été démontré que I'adaptation
métabolique médiée par CD36 soutiennait la survie et la fonction des cellules Tregs dans les
tumeurs. Les auteurs ont montré que CD36 pouvait étre une futur cible thérapeutique
prometteuse avec des effets indésirables probablement moins important qu’une autre
thérapie déplétant les cellules Tregs. En effet, ils ont observé que CD36 est surexprimé

uniquement par les cellules Tregs intra-tumorales3'®,

LU'identification de nouvelles voies génétiques impliquées, espoir d’une meilleure

compréhension des mécanismes de résistance aux ICls

Ces travaux nous ont permis de démontrer que de nouvelles voies mécanistiques pouvaient
étre identifiées. Le RNAseq, que nous avons réalisé sur tous nos modeles, nous a permis
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d’identifier des voies de signalisation différentiellement sur ou sous-exprimées en
comparaison avec leur modele WT. De cette analyse nous avons identifié plusieurs voies déja
décrites dans la littérature comme ayant un impact sur la résistance induite des ICls, a savoir
la voie JAK, IFNy ou encore PTEN. Toutes les études qui ont a ce jour identifié des voies
mécanistiques impliquent essentiellement la voie IFNy et les voies permettant la présentation
d’antigene. Il est effectivement peu probable qu’aucune autre voie ne soit impliquée. Comme
nous l'avons signalé, le manque de disponibilité d’échantillons humains explique en partie

pourquoi peu de voies ont été jusqu’alors identifiées.

Il n’en reste pas moins que nous démontrons ici qu’une nouvelle alternative, prometteuse et
peu couteuse, existe pour étudier des différences d’expression génétiques. Dans de futures
études, il serait intéressant de mettre a I’épreuve les voies que nous avons détectées comme
sur ou sous-exprimées afin de déterminer si elles sont impliquées. Cela permettrait d’ouvrir le
champ des possibles sur beaucoup d’autres alternatives thérapeutiques. A titre d’exemple, la
voie RhoGDI est sous-exprimée dans nos modeles résistants. Si I'on regarde en détail, 3
modeles ont également une surexpression de la voie Rho. Cette donnée peut tres bien étre
corrélée avec une activité tumorale accrue. En effet, la voie de SUMOylation est également
sous-exprimée ce qui corréle bien avec le fait que lorsque RhoGDI était sumoylé sur la Lys138,
la liaison a RhoGTPase était augmentée. Ceci entrainait une inhibition de la mobilité dans la
cellule cancéreuse et donc une diminution de son potentiel métastatique*®?. Dans la famille
des RhoGTPase, Cdc42, Rac et RhoA ont été trés étudiés. Par exemple la mutation Rac1P?%
présente chez des patients atteints de mélanome est associée a une expression accrue de PD-
L1483, De plus, Cdc42 est impliqué dans I'inhibition de ’apoptose induite par les CTL au travers
de la signalisation MAPK*4, D’autres études ont montré que PAK4 (effecteurs de la voie
RhoGTPase) inhibe la dégradation de la B-caténine et maintient son activité en la
phosphorylant*®48  Comme expliqué précédemment, la B-caténine a été liée a un
mécanisme de résistance aux thérapies de type ICls car elle permet d’inhiber le recrutement
des lymphocytes T CD8%0. Ces différentes données illustrent simplement que beaucoup de
liens mécanistiques doivent encore étre établis. L'identification de nouvelles voies impliquées
dans des mécanismes de résistance sous-jacents aux ICls, comme RhoGDI permettront
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certainement de mieux comprendre les tenants et aboutissants ainsi que de proposer des

combinaisons thérapeutiques efficaces.

Nous avons également identifié 11 genes différentiellement exprimés dans au moins 5
modeles (dont 2 appariés) avec un focus spécifique sur la SERPINF1. La compréhension de la
relation entre SERPINF1, lipides et lymphocytes T CD8+ doit étre approfondie. Il serait
notamment intéressant d’étudier ce géne dans les autres modeles afin de déterminer si le
mécanisme est spécifique du modele colorectal ou commun a plusieurs modeles. Nous avons
testé cela pour le modéle MBT2 qui possede une résistance innée a I'anti-PD-1. Nos résultats
ont montré une modulation de la réponse lorsque la SERPINF1 est inactive. En effet, d’'une
résistance innée a I'anti-PD-1, le modele MBT2 variant avec une suppression de I'expression
de SERPINF1 est devenu partiellement sensible a I'immunothérapie. Par conséquent, ce
résultat pose une autre question: s’agit-il d’'un mécanisme commun aux deux types de
résistance, primaire et acquise ? Ceci ne serait pas étonnant, la plupart des mécanismes de
résistance mis en place par la tumeur a un instant t chez un patient peuvent prendre place
plus tardivement chez un autre patient, par 'émergence de clones résistants sélectionnés
sous l'effet de I'exposition au traitement*3>%7, || serait intéressant de répondre a cette

guestion qui permettra de mieux comprendre comment ce mécanisme émerge.

Cependant 10 autres genes candidats ressortent de notre analyse. Certains d’entre eux
semblent étre de trés bons candidats pour révéler d’autres mécanismes de résistance
impliqués. Entre autres, Itgbl1 (Integrin Subunit Beta Like 1) a récemment été identifié comme
régulé a la hausse chez des patients résistants a I’anti-PD-1. Il a été décrit comme un nouvel
immunomodulateur favorisant le développement tumoral en inhibant I'activité des cellules
NKs*8489 || faudrait donc dans un premier temps confirmer leur sur ou sous-expression dans
les modeles associés. Il serait ensuite intéressant dans de futures études de vérifier leur
implication fonctionnelle comme la SERPINF1 a I'aide de modification génétique dans les

lignées parentales.
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Une nouvelle alternative pour étudier les combinaisons de traitement afin de contourner la

résistance acquise aux ICls

Dans ce travail de thése, nous avons montré qu’un rationnel fort existe entre I'identification
de cellules immunitaires a dominante immunosuppressive, |'identification de nouvelles voies

génétiques sur ou sous-exprimées, leurs blocages et la réversion de résistance aux ICls.

Nos modeles semblent donc posséder un pouvoir de prédiction quant a I'efficacité d’une
future combinaison de traitement. Cependant, les combinaisons de traitement ne sont, elles
aussi, efficaces que pour un temps, laissant de nouveau la tumeur s’adapter a la nouvelle
combinaison thérapeutique. En effet, la plupart de nos combinaisons n’ont pas permis
d’atteindre une rémission compléte chez la souris ; le parallele peut également étre fait chez
I'Homme. Il serait intéressant d’utiliser nos modeles afin de mieux comprendre le timing
d’apparition des mécanismes de résistance. Un traitement intermittent pourrait, par exemple,
soutenir des réponses a long terme et ainsi éviter ou retarder I'apparition de résistance. Une
étude clinique a par exemple montré que certains patients en rechute pouvaient répondre de
novo a I'lCl d’origine*®°. Ceci révele qu’un arrét peut permettre de retrouver une sensibilité au
traitement. L'identification du moment précis ou ce shift s'opere permettrait de mieux
identifier les mécanismes de résistance mis en place. Il n’est pas non plus a exclure que ces
mécanismes de résistance évoluent au cours du temps et qu’un processus soit dominant au
début puis laisse la place a un autre mécanisme a un temps plus tardif. Il faut en effet, jamais

ne perdre de vue que la tumeur est extrémement dynamique.

Nous avons également réalisé une étude portant sur les différences engendrées dans le
microenvironnement immunitaire tumoral, en termes de lieux d’'implantation — sous-cutanée
versus orthotopique. Il serait logique qu’un modele, qui prend place dans son lieu de
prédilection, puisse diminuer un certain nombre de biais permettant de faire un parallele avec
I'Homme plus pertinent. Cependant, cela reste a déterminer. Il serait intéressant de
poursuivre avec ce modele en testant des combinaisons de traitement. L'idée ensuite serait

de pouvoir déterminer quelles combinaisons, établies a 'aide du modele sous-cutané ou
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orthotopique, apportent un réel bénéfice chez 'Homme. Cette étude pourrait a 'avenir
orienter plus efficacement le choix du modele d’étude afin d’améliorer, encore une fois, les

hypothéses générées dans des modeles animaux.

Conclusion

Les ICIs ont été la révolution thérapeutique que nous attendions depuis longtemps. Malgré
des premiers résultats impressionnants chez des patients atteints de mélanomes métastasés,
beaucoup ne parviennent pas a bénéficier d’'une réponse a long terme. Pour étudier ces
mécanismes de résistance, peu d’outil sont a la disposition des chercheurs. Dans cette
optique, nous avons créé des modeles in vivo avec une résistance acquise aux ICls. Ces
modeles nous ont permis, a la suite de leur caractérisation par deux techniques
(immunophénotypages et RNAseq), de déterminer des combinaisons thérapeutiques pour
contrecarrer la résistance. Ces travaux pourront permettre d’orienter des essais cliniques afin
de restaurer une réponse immunitaire chez des patients qui ne peuvent plus accéder a des
alternatives thérapeutiques. Cela nous a également conduit a identifier un mécanisme
probable de résistance a I'anti-PD-1, a savoir une surexpression du gene SERPINF1 qui
enclencherait la surproduction d’acides gras, favorisant un microenvironnement riche en
lipides qui de facto entrainerait un shift des lymphocytes T cytotoxiques en lymphocytes
inactifs. Cette étude doit maintenant étre validée chez I’'Homme. L'implication de ce géne, si
elle est avérée, pourra servir dans un premier temps de biomarqueur a une future résistance
acquise. Dans un second temps, si le processus par lequel ce mécanisme se met en place est
démontré chez I’'Homme, il ouvrira le champ des possibles a des alternatives thérapeutiques

importantes.
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Following the administration of immune checkpoint inhibitors, an unexpected pattern
of response designated as hyperprogression may be observed in certain patients. This
paradoxical response corresponds to an acceleration in tumor growth and a dramatic
decrease of patient survival. The reported incidence rates of hyperprogressive disease
are highly variable, ranging between 4 and 29%. In this review, we have performed
a literature search on hyperprogressive disease, including both retrospective studies
and case reports, and discuss potential predictive biomarkers as well as potential
mechanisms associated with immune-checkpoint inhibitor associated hyperprogression.

Keywords: hyperprogressive disease, Immune checkpoint inhibitors, tumor growth, predictive factors, solid tumor

INTRODUCTION

Since approval by the Food and Drug Administration (FDA) in 2011 of the first antibody,
ipilimumab, targeting an immune checkpoint inhibitors (ICI) (1), this class of inhibitors has
rapidly developed to include a large variety of cancer indications. Currently approved agents
contribute to the activation of anti-tumor cytotoxic T cells by abrogating the immune checkpoint
signaling triggered by tumor cells or microenvironment. Monoclonal antibodies targeting CTLA-4
(ipilimumab), PD-1 (nivolumab, pembrolizumab), and PD-L1 (atezolizumab, avelumab, and
durvalumab) are currently approved for the treatment of numerous cancers, however, significant
responses to immunotherapy remain restricted to a minority of patients and certain tumor types.
Unsuccessful treatment may be due to primary resistance or acquired resistance (2-5). In some
cases, the disease develops faster than expected and in a more aggressive manner after immune
checkpoint targeting immunotherapy. This phenomenon, designated as hyperprogressive disease
(HPD), corresponds to a paradoxical boost in tumor growth under treatment and has been
described in non-squamous non-small cell lung cancer (NSCLC), head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC), urothelial bladder carcinoma, hepatocellular carcinoma, gastric cancer, and
anorectal melanoma (6-14), with a rate ranging between 4 and 29%. There are currently few data
explaining the occurrence of HPD or allowing clinicians to identify patients at risk of developing
HPD. The aim of this review is to provide an update about HPD and potential mechanisms
explaining how ICI can induce this phenomenon.
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IMMUNOTHERAPY PRESCRIPTION AND
MONITORING

Immunotherapies  targeting immune checkpoints are
increasingly used in the relapse setting and are rapidly becoming
a component of first-line therapies for melanoma, NSCLC,
small cell lung cancer, advanced renal cell carcinoma, triple
negative breast cancer, and Merkel cell carcinoma, sometimes
in combination with chemotherapy and second line therapies
for many tumor types (unresectable and metastatic melanoma,
NSCLC, renal cell carcinoma, HNSCC, urothelial carcinoma,
colorectal cancer, prostate cancer, and Hodgkin’s lymphoma)
with durable clinical benefits (15-25). This innovative approach
is associated with immune-related adverse events (IRAE) which
can be severe (grade 3 or 4) and involve a variety of tissues
and organs (26, 27). Early detection of these IRAE as well as
appropriate preventive and/or curative therapies have been
a major preoccupation for clinicians administering ICls to
their patients.

Unfortunately, only 15-40% of patients benefit from
ICIs although some patients will experience long-lasting
responses. Melanoma is the only cancer type with a high
response rate to single agent ICI therapy (around 40%). A
majority of patients display innate resistance to ICI treatment.
This may be due to a tumor intrinsic factor, such as loss
of HLA expression, target antigen down-regulation or
mutation of JAKI/2. Alternatively resistance may be due
to extrinsic factors, including pro-tumoral cells such as
Treg or myeloid derived suppressor cells present in the
tumor microenvironment, or the upregulation of alternative
immune checkpoints by effector T cells present in the tumor
(2-4, 28).

Accordingly, a major challenge in the field of ICI is the
identification of patients which have the greatest chance to
benefit from these costly and potentially toxic therapies. A
variety of biomarkers have been explored to determine which
patients are most likely to respond to therapy (29, 30). PDLI
over-expression has been used as a criterion to prescribe ICls
in patients with NSCLC (18). Additional biomarkers are also
considered to predict the responsiveness to treatments, such as
FOXP1 methylation status in NSCLC patients or tumor mutation
burden (TMB) (31, 32).

Conventional RECIST 1.1 criteria are not optimal to evaluate
immunotherapy efficacy (26). Studies have demonstrated that
RECIST1.1 criteria under-evaluated the response rate in a
series of 160 patients with NSCLC treated by ICIs (33).
In a cohort of 655 melanoma patients, RECIST criteria
underestimated the benefit of pembrolizumab in 15% of patients
(34). This is due in part to the fact that some patients
will present pseudoprogression (cf. infra) and will not be
considered as responders, at least in the early phases of
evaluation of response. Importantly, conventional criteria are
not adapted to distinguish patients with pseudoprogression
from non-responders, while both categories require distinct
patient management. New criteria, created especially for these
treatments, such as irRC (immune related Response Criteria)

or iRECIST are better adapted to evaluate response to
immunotherapy and to discriminate the pseudoprogression
profile (26, 35).

PSEUDOPROGRESSION

An apparent increase of tumor volume or tumor-associated
symptoms has been described in various settings. “Tumor flare”
has been described in hormonal therapy of metastatic breast
carcinoma and does not require treatment interruption (36). In
the case of cytotoxic agents, the concept of pseudoprogression
was first described by Brandsma in brain tumors treated by
temozolomide, and was defined as an increase of contrast-
enhancement and/or edema on MRI without true tumor
progression (37). While rarely observed with conventional
cytotoxic agents, pseudoprogression is relatively frequent
after ICI administration. For tumor types for which there
is the largest follow-up after ICl-based therapies, namely
melanoma and NSCLC, the pseudoprogressor rates are 3.7-
158 and 5%, respectively (38-41). This observation was
highlighted in advanced NSCLC, Ferrara’s study suggesting that
pseudoprogression associated with immunotherapies involves
a specific mechanism since no pseudoprogression case was
observed in the chemotherapy cohort study (10).

Pseudoprogression is totally different from hyperprogression
in terms of patient outcome. In the case of ICI therapy,
pseudoprogression is defined as an initial increase of tumor
size followed by a response to treatment, resulting from an
exacerbated immune cell infiltration in the tumor bed, including
CD103+ CD8+ cells (42). Pseudoprogression remains a rare
response pattern as its average occurrence rate is only 10% in
melanoma (11, 41, 43-45). Interestingly, Cohen et al. reported a
case of brain metastasis pseudoprogession after pembrolizumab
in a patient with melanoma, the histological evaluation
having shown that lesions were not true progression but an
inflammatory reaction. They identified isolated clusters of tumor
cells surrounded by reactive astrocytosis and inflammatory
cells (43).

Pseudoprogression has been associated with a high likelihood
of 1 year survival when compared to authentic disease
progression and partial response patterns, in 21 patients
(46). Considering their favorable prognosis, it is important
to identify these patients to avoid premature treatment
interruption.  Unfortunately, detecting pseudoprogressors
from non-responders is challenging, and requires additional
confirmation by imaging. To address this problem, iRECIST
evaluation includes tumor size checkup 4 weeks after disease
progression detection, in order to differentiate authentic
progression from a pseudoprogression (26, 35).

HYPERPROGRESSION

Hyperprogression, or hyperprogressive disease (HPD), is defined
as an accelerated tumor growth after ICI with an increase in the
absolute mass of tumor cells superior to what is expected in the
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setting of conventional progression on treatment, as opposed to
pseudoprogression. One of the first publications describing this
process reported a patient cohort of 131 patients with various
types of cancers from the Gustave Roussy cancer center, 12
of which (9%) were considered as hyperprogressors. In this
series HPD was not associated with increased tumor burden at
baseline nor with a specific tumor type but was more common
in patients older than 65 (6). HPD was defined in this study
as a two-fold increase in tumor growth rate after initiation
of ICI therapy. Hyperprogression after ICI therapy has been
described in multiple type of cancers, including lung, head and
neck, anorectal, gastric, and hepatic tumors. Hyperprogression
is thus not associated with a single type of cancer (6-14)
(Table 1). Most of these patients were diagnosed using RECIST
criteria, with the biases involved with this method. HPD was
thus observed in 4-29% of cases suggesting that the rate of
HPD depends on the type of cancer and is specific to each type
of disease.

Since then, several studies have described HPD on
homogeneous cohorts of patients. Ferrara et al. performed
a comparative study of 406 patients receiving anti PD1 or anti
PDLI inhibitors for lung cancer, mainly in the relapse setting
(93%). These authors found that HPD is more frequent in the
cohort of patients treated with immunotherapy, when compared
to chemotherapy (13.8 vs. 5.1%) (10). Gandara et al. analyzed
850 patients receiving docetaxel or atezolizumab for NSCLC
and found a similar proportion of “fast progressors” in each
arm (~10%), suggesting that hyperprogression may result from
a very poor prognosis of patients, rather than being due to
immunotherapy per se. In this study, the number of patients with
> 50% growth within 6 weeks was higher in patients receiving
anti-PD-L1 therapy (45%, n = 20/44) than in those receiving
chemotherapy (29%, n = 12/41) (49).

In clinical practice defining an HPD remains extremely
arduous since only retrospective studies have described this
pattern and the acceleration of tumor growth associated with
HPD is usually associated with a degradation of the performance
status of the patient and death. Moreover, the definition of
hyperprogression is not currently consensual. While most studies
use the aforementioned definition of HPD, i.e., a tumor growth
rate (TGR) twice greater post-treatment than before, other
investigators suggest that the tumor growth kinetics (TGK)
corresponding of the difference between pre (or post) baseline
and baseline of the sum of the largest diameters of the target
lesions per unit of time, or a score including multiple parameters
such as time to treatment failure (TTF) or appearance of 2 or
more new lesions should be used (50-53).

To sum up, HPD appears to be a distinct response pattern.
However, it remains unclear whether it is a consequence of
immunotherapy or not. HPD is likely to be caused by different
mechanisms depending on the cancer type and the immune
microenvironment. Thus, we can hypothesize that the nature of
the immune microenvironment prior to therapy may play an
important role in the occurrence of the HPD phenotype. It has
been reported for example that the immune microenvironment
is extremely different between lung and gastric cancers. An

important determinant of HPD could therefore be the cancer
type and its specific microenvironment.

FACTORS PREDICTIVE OF
HYPERPROGRESSION

There are currently few available data regarding potential
biomarkers predictive of an HPD phenotype. Kato and his
team first reported the association between MDM2 family
member amplification and EGFR aberrations and HPD in a first
series of 155 patients, among which six with MDM2/MDM4
amplification demonstrated an HPD phenotype, while 2 out
of 10 with EGFR alterations had an HPD phenotype (47).
In a molecular profiling study of 102,878 patients, this same
group identified the amplification of MDM2 in 3.5%, with large
variations among tumor types (63.6% in liposarcoma and <1%
in thyroid carcinoma and adenocarcinoma of colon and rectum).
Interestingly most patients with MDM2 amplification had a low
Tumor Mutational Burden (54).

Other factors have been suggested to constitute risk factors
for HPD such as patient age. Champiat et al. observed a higher
incidence of HPD in patients older than 65 in their series (6);
Sasaki et al. reported that liver metastases, a good performance
status and a large sum of target lesion diameters at baseline
were associated with a greater risk of HPD (13). These authors
also observed that an early increase of neutrophil counts and
C reactive protein after initiation of ICls was only observed in
HPD patients. Currently available data for clinical and biological
parameters are limited by the retrospective nature of the studies
and/or the limited number of patients with an HPD phenotype.
Jensen et al. have recently described a genome-wide sequencing
of cell-free plasma DNA and suggest that the computed genome
instability number (GIN) could help identify HPD, but this
study also included a limited number of patients (55). Further
prospective studies are needed to confirm these observations and
to identify novel markers of HPD.

HYPERPROGRESSION MECHANISMS

Several hypotheses have been advanced to explain the underlying
mechanisms of hyperprogression. Since HPD is not only a lack
of response but an actual acceleration of tumor growth under
ICI therapy, it is likely that HPD results from the convergence
of several factors including the characteristics of the tumor cells
themselves, the status of the patient’s immune system and the
patient’s current or prior therapeutic history.

In the majority of cases, patients received cytotoxic agents
before initiation of immunotherapies. In preclinical models
we have shown that conventional chemotherapy can in some
cases reduce the antitumor activity of immunotherapy (56).
We can hypothesize that following chemotherapy treatments,
resistant clones were selected due to their ability to escape. It
is therefore possible that chemotherapy -resistant clones which
are undetectable by immune system are unleashed when ICls
are administrated instead. A better understanding of the possible
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antagonistic effects of conventional agents and immunotherapy
will held apprehend this phenomenon. The lack of currently
validated immunomonitoring tools does not allow a predictive
evaluation of the patient’s pretherapeutic status on the risk of
developing HPD.

Alterations in tumor cells induced by ICIs may be involved
in the HPD phenotype. We can hypothesize that PD-LI
binding in itself may in some cases cause tumor cell alterations
leading to increased progression. Alternatively, some molecular
characteristics of tumor cells may be associated with HPD. While
JAK1/2 mutations have been shown to be associated with primary
resistance to ICIs (4), it is possible that a particular mutation
causes HPD, as suggested by Kato with the amplification of
MDM2 or the EGFR mutation (47). Xiong et al analyzed
post-therapy HPD tumors and identified somatic mutations
in various tumor suppressor genes such as TSC2 and VHL
as well as upregulation of oncogenic pathways and reduced
immunogenicity (57). An alternative intriguing hypothesis could
be that the binding of PDLI expressed by tumor cells could in
itself in some cases enhance tumor cell proliferation.

The role of the immune system, both inside and outside the
tumor microenvironment, as a mechanism of hyperprogression
remains largely unexplained. Lead suspects are immune cells
which favor tumor evasion and progression. Lo Russo et al
analyzed the immune infiltrate of HPD cases and analyzed
the evolution of PDX from these patients reimplanted in
mice then treated with nivolumab (53). These authors found
that pretreatment lesions from all patients classified as HPD
showed tumor infiltration by clustered epithelioid macrophages
characterized by a CD163+CD33+4PD-L1+ profile. Wang
et al. showed that tumor-derived exosomes induce PD1+
macrophages which produce IL-10 and block CD8+T cells
function (58). Xiong et al. found that innate lymphoid cells 3
(ILC3) are specifically upregulated in HPD tumors (57). Innate
Iymphoid cells respond to cytokine stimulation in the absence of
a specific antigen. Dual roles are described for this particular cell
type. ILC3 have been reported to secrete IL-17, IL-22, and GM-
CSE and thus can support cancer development (59). In a colon
cancer mouse model it has been shown that depletion of 1L-22
produced by ILC3 cells reduced the growth of gastro-intestinal
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cancers (60). Irshad et al. reported a correlation between
the presence of ILC3 cells in the tumor microenvironment
and an increased risk of lymph node metastasis in breast
cancer (61). Conversely Carrega et al. reported that natural
cytotoxicity receptors were present in ILC3 cells and that
these NCR+ILC3 cells contributed to the formation of tertiary
lymphoid structures (TLS) which were associated with less
advanced tumor stages in NSCLC patients (62). Therefore, the
potential role of ICL3 in hyperprogression needs to be analyzed
in depth.

Zuazo-Ibarra et al. analyzed circulating “highly differentiated
human cells” (Typ) defined by a CD28-CD27-CD4+ phenotype,
both at baseline and after therapy. They concluded that
low baseline Typ values identified non-responders and HPD
patients, with a proliferative burst of this cell type under therapy
(63). Kamada et al. analyzed the role of PD-1 regulatory T
cells in gastric cancer patients and found that HPD patients
underwent a marked increase in intratumoral proliferating
Tregs (64). It is possible to imagine that if PD-1 regulatory
T cells are present; these may be activated by ICI therapy.
PD-1 regulatory T cells can proliferate and inhibit anti-
tumor immune cells. This vicious circle would then allow
an exacerbated tumor progression. This mechanism is called
contra-suppression in immunoregulation (65, 66). This may
suppose that other pro-tumoral cells are upregulated and amplify
this phenomenon.

REFERENCES

1. Hodi FS, O'Day SJ, McDermott DF, Weber RW, Sosman JA, Haanen [B, etal
Improved survival with ipilimamab in patients with metastatic melanoma. N
Engl ] Med. (2010) 363:711-23. dot 10.1056/NEIMoa 1003466

2. Koyama S, Akbay EA, Li YY, Herter-Sprie GS, Buczkowski KA, Richards
WG, et al Adaptive resistance to therapeutic PD-1 blockade is associated
with upregulation of alternative immune checkpoints. Nat Commun. (2016)
7:10501. doi: 10.1038/ncomms 10501

3. sharma P. Hu-Lieskovan S, Wargo JA, Ribas A. Primary, adaptive, and
acquired resistance to cancer immunotherapy. Cell (2017) 168:707-23.
dot 10.1016/j.cell.2017.01.017

4. shin DS, Zaretsky JM, Escuin-Ordinas H, Garcia-Dizz A, Hu-
Lieskovan S, Kalbasi A, et al Primary resistance to PD-1 blockade
mediated by JAKL/2 Mutations. Cancer Discov. (2017) 7-188-201.
dot 10.1158/2159-8200.CD-16-1223

5. Draghi A, Chamberkin CA, Furness A, Donia M. Acquired resistance
to cancer immunotherapy. Semin Immurmapathol (2019) 41:31-40.
dot 10.1007/500281-018-0692-y

6. Champiat S, Derde L, Ammari S, Massard C, Hollebecque A, Postel-Vinay
S, et al. Hyperprogressive disease is a new pattern of progression in cancer
patients treated 0062y anti-PD-1/PD-L1. Clin Cancer Res. (2017) 23:1920-8.
dot 10.1158/1078-0432.CCR-16-1741

7. Saida-Bourid E, Defaucheux C, Karabajakian A, Coloma VE Servois V,
Paoletti X, et al. Hyperprogression during anti-PD-I/PD-L1 therapy in
patients with recurrent and/or metastatic head and neck squamouas cell
carcinoma. Anr Oncol. (2017) 28:1605-11. doi: 10.1093/annonc/mdx178

8. Boland JL, Zhou Q, Martin M, Callahan MK, Konner |, O'Cearbhaill RE,
et al Farly disease progression and treatment discontinuation in patients with
advanced ovarian cancer receiving immune checkpoint blockade. Gymecol
Oncol. (2018) 152:251-8. doi: 10.1016/Lygyno 2018.11.025

9. Faure M, Rochigneux P, Olive D, Taix S, Brenot-Rossi I, Gihbert M.
Hyperprogressive disease in anorectal melanoma treated by PD-1 inhibitors.
Fromt Immunrol. (2018) 9:797. doi: 10.3389/fimmu.2018.00797

CONCLUSION

There is a growing consensus that the HPD phenotype is a
clinically meaningful entity describing patients whose evolution
and prognosis is worse in case of ICI therapy. Additional
studies are required to better understand the concept of
hyperprogression and hopefully prevent it or identify patients
at risk. Many hypotheses remain to be elucidated (Figure 1).
To clarify the mechanism, extensive studies of the tumor and
immune microenvironment should be performed. A study with
pre- and post-treatment patient samples will help to decipher
the underlying mechanisms and identify new biomarkers.
However, the hyperprogression phenotype being rare, it will
take very large cohorts of patients to first identify then
validate these observations. Thus, in vivo murine models
may be a good alternative to generate hypotheses, as some

highly resistant syngeneic models mimic hyperprogression.
Characterizing the immune and tumor microenvironment of
syngeneic tumor mouse models may provide initial explanations
of the mechanisms involved (53).

AUTHOR CONTRIBUTIONS

MDe wrote the first draft of the manuscript. All authors
contributed to manuscript revision, read, and approved the
submitted version.

10. Ferrara R, Mexquita 1, Texier M, Lahmar ], Audigier-Valette C,
Tessonnier L, et al Hyperprogressive disease in patients with advanced
noa-small cell lung cancer treated with PD-1/PD-L1 inhibitors or
with singleagent chemotherapy. JAMA Omcol (2018) 4:1543-52
dot 10.1001/jamacacel 2018.3676

11. Soria F Beleni Al, D'Andrea D, Resch I, Gust KM, Gontero P,
et al. Pseudoprogression and hyperprogression during immune checkpoint
inhibitor therapy for urothelial and kidney cancer. Warld J Urol (2018)
36:1703-9. dot- 10.1007/500345-018-2264-0

12. Costantini A, Fallet V, Coeny |, Friard S, Chouaid C, Duchemann B, et al.
Nivolumab-refractory patients with advanced non-small-cell lung cancer.
Lung Cancer. (2019) 130:128-34. doi: 10.1016/j.langcan. 2019.01.015

13. Sasmki A, Nakamura Y, Mishima S, Kawazoe A, Kuboki Y, Bando H, et al.
Predictive factors for hyperprogressive disease during nivolumab as anti-PD1
treatment in patients with advanced gastric cancer. Gastric Cancer. (2019)
22-793-802. dot 10.1007/510120-018-00922-8

14. Wong D], Lee], Choo SP, Thag CH, Hennedige T. Hyperprogressive disease in
hepatocellular carcinoma with immune checkpoint inhibitor use a case series.
Immunotherapy. (2019) 11:167-75. dot 10.2217/imt-2018-0126

15. Barker CA, Postow MA, Khan SA, Beml K, Parhar PK, Yamada
Y, et al Concurrent radiotherapy and ipilimumab immunotherapy
for patients with mehnoma Cancer Immumol Res. (2013) 1:92-8
dot 10.1158/2326-6066.CIR-13-0082

16. Kaufman HL, Kirkwood M, Hodi FS, Agarwak S, Amatruda T, Bines SD,
et al The Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on
tumour immunotherapy for the treatment of cutaneous melanoma. Nat Rev
in Oncol. (2013) 10:588-98. dot 10.1038/nrclinonc 2013.153

17. Ansell SM, Lesokhin AM, Bo i A, Scott EC, Gatierrex M,
et al PD-1 blockade with nivolumab in reapsed or refractory Hodgkin's
lymphoma N Emgl J Med. (2015) 372:311-9. dot 10.1056/NEJMoald
11087

18 Socinski MA. Incorporating immunotherapy into the treatment of noa-
small cell lung cancer: practical guidance for the dinic. Semin Oncol. (2015)
42:519-28. dot 10.1053/j.seminoncol 2015.09.017

n
I, Hab

Frontiars In Immunaciogy | www.frontiersin.org

March 2020 | Volume 11 | Articie 492



Denis et al.

Hyperprograssion In Solid Turmors

19

21

McNeel DG, Bander NH, Beer TM, Drake CG, Fong L, Harrelson S,
et al The Society for Immunotherapy of Cancer consensus statement on
immunaotherapy for the treatment of prostate carcinoma. | Immunother
Cancer. (2016) 4:92. doi: 10.1186/540425-016-0198-x

Rosenberg JE, Hoffman-Censits |, Powles T, van der Heijden MS, Balar
AV, Necchi A, et al. Atezolizumab in patients with Jocally advanced and
metastatic urothelial carcinoma who have progressed following treatment
with platinum-based chemotherapy: a single-arm, multicentre, phase 2 trial.
Lancet. (2016) 387:1909-20. doi: 10.1016/S0140-6736(16)00561 -4

Bauman JE, Cohen E, Ferris RL, Adelstein DJ, Brizedl DM, Ridge JA, et al.
Immunotherapy of head and neck cancer: emerging clinical trials from
a National Cancer Institute Head and Neck Cancer Steering Committes
Planning Meeting, Cancer. (2017) 123:1259-71. doi: 10.1002/cncr.30449

22. Boland PM, Ma WW. Immunatherapy for colarectal cancer. Cancers. (2017)

3L

9:50. doi: 10,3350/ cancers9050050

. Gupta S, Gill D, Poole A, Agarwal N. Systemic immunotherapy for

wrothelial cancer: current trends and future directions. Cancers. (2017) :E15.
dot 10.3390/cancers9020015

Cella D, Granwald V, Escudier B, Hammers HJ, George S, Nathan P, et al.
Patient-reported outcomes of patients with advanced renal cdl carcinoma
treated with nivolumab plus ipilimumab versus sunitinib (CheckMate
214): a2 randomised, phase 3 trial Lancet Omcol (2019) 20:297-310.
dot 10.1016/51470-2045(18)30778-2

. Nizam A, Aragon-Ching JB. Frontline immunotherapy treatment with

nivolumab and ipilimumab in metastatic renal cel cancer: a new standard of
care. Cancer Biol Ther. (2019) 205-7. doi: 10.1080V15384047.2018.1507260
Wolchok JD, Hoos A, ODay S, Weber JS, Hamid O, Lebbé C, et al
Guidelines for the evaluation of immune therapy activity in solid tumors:
immune-related response criteria Clin. Cancer Res. (2009) 157412-20.
dot 10.1158/1078-0432.CCR-09-1624

. Puzanov 1, Diab A, Abdallah K, Bingham CO, Brogdon C, Dadu R, et al.

Managing toxicities associated with immune checkpoint inhibitors: consensus
recommendations from the Society for Immunotherapy of Cancer (SITC)
Toxicity Management Warking Group. J Immurother Cancer. (2017) 5:95.
dot 10.1186/540425-017-0300-x

Pitt M, Véirou M, Daillere R, Roberti MP, Yamawaki T, Roaty B,
et al. Resistance mechanisms to immune-checkpoint blockade in cancer:
tumoc-intrinsic and -extrinsic factors. Jmmunity. (2016) 441255-69.
dot 10.1016/j.immuni 2016.06.001

. Ascierto PA, Capone M, Urba W], Bifulco CB, Boti G, Lughi A,

et al The additional facet of immunoscore: immunoprofiling as a
possible predictive toal for cancer treatment. J Trarsl Med. (2013) 11:54.
dot 10.1186/1479-5876-11-54

Blank CU, Haanen JB, Ribas A, Schumacher TN. The “cancer immunogram.”
Science. (2016) 352:658-60. dot- 10.1126/science.2af2834

Duruisseaux M, Martinex-Cardis A, Calleja-Cervantes ME, Moran S, Castro
de Moura M, Davalos V, et al. Epigenctic prediction of response to anti-
PD-1 treatment in non-small-cell lung cancer: 2 multicentre, retrospective
analysis. Lancet Respir Med. (2018) 6:771-81. doi: 10.1016/52213-2600(18)
30284-4

Hellmann MD, Ciuleanu T-E, Pluzanski A, Lee JS, Otterson GA, Audigier-
Valette C, et al. Nivolumab plus ipifmumab in lung cancer with a
high tumor mutational burden. N Enmgl | Med (2018) 378:2093-104.
doi: 10.1056/NEJMoal 80146

. Taxdait M, Mexquita 1, Lahmar ], Ferrara R, Bidault ¥, Ammari S, et al.

Patterns of responses in metastatic NSCLC during PD-1 or PDL-1 inhibitor
therapy: comparison of RECIST 1.1, irRECIST and iRECIST criteria. Fur J
Cancer. (2018) 88:38-47. doi: 10.1016/j.¢jca.2017.10.017

Hodi FS, Hwu W], Kefford R, Weber ]S, Dand A, Hamid O, et al. Evaluation of
immune-related response criteria and RECIST v1.1 in patients with advanced
melanoma treated with pembrolirumab. J Clin Oncol. (2016) 34:1510-7.
doi 10.1200/}C0.2015.64.0391

. Seymour L, Bogaerts ], Perrone A, Ford R, Schwartz LH, Mandrekar

s:uluuaasr y.ndchnsﬁsrrspcnnemmﬁrnsemmls

im ics. Lancet Omcol. (2017)  1B:e143-52.
dot 10.1016151470-20(5(17)3(137‘-8
Vogel CL, Schoenfelder ], Shemano 1, Hayes DF Gams RA.

Worsening bone scan in the evaluation of antitumor response during

37

38

35.

42

43

45

q7.

48

45.

5L

52

53.

54

hormonal therapy of breast cancer. J Clin Omcol. (1995) 131123-8
dot 10.1200/]C0.1995.13.5.1123
Brandsma D, van den Bent M. Pseudoprogression and pseudoresponse
in the trestment of ghomas. Curr Opin Newrol (2009) 22633
doi 10.1097/WCO.0b01 3328332363
Borghaei H, Pax-Ares L, Horn L, Spigd DR, Steins M, Ready NE, et al.
Nivolumab versus docetaxel in advanced non-squamous non-small cell lung
cancer. N Engl ] Med. (2015) 373:1627-39. doi: 10.1056/NEIMoal 507643
Ribas A, Walchok D, Robert C, Kefford R, Hamid O, Daud A, et al
POI16 Updated dlinical efficacy of the anti-PD-1 monochnal antibody
pembrolirumab (MK-3475) in 411 patients with mehnoma Fur | Cancer.
(2015) 51:e24. doi: 10.1016/].¢jca.2015.06.072
Nishino M, Giobbie-Hurder A, Manos MP, Bailey ND, Buchbinder EI, Ott PA,
etal Immune-related tumor response dynamics in melanoma patients treated
with pembrolirumab: Identifying markers for clinical cutcome and treatment
decisions. Clin Cancer Res Off ] Am Assoc Cancer Res. (2017) 23:4671-9.
dot 10.1158/1078-0432.CCR-17-0114
Wang Q Gao |, Wu X. Pseudoprogression and hyperprogression
after checkpoint blockade Int Immunopharmacol. (2018) 58125-35.
dot 10.1016/].intimp.201803.018
Rocha P, Hardy-Werbin M, Naranjo D, Taus A, Rodrigo M, Zuccarino F,
et al CD103+CD8+ lymphocytes characterize the immune infiltration in a
case with pseudoprogression in squamous NSCLC. J Thorac Oncol. (2018)
13:2193-6. doi: 10.1016/1jtho_2018.05.008
Cohen JV, Alomari AK, Vortmeyer AO, ]ﬂlmnul.&GoldbchB.
Mzhajan A, et al Mdanoma brin metastasis p. after
pembrolitumab treatment. Cancer Immumol Res. (2016) 4179-82
dot 10.1158/2326-6066.CIR-15-0160
Hochmair MJ, Schwab S, Burghuber OC, Krenbek D, Prosch H. Symptomatic
pseudo-progression followed by significant treatment response in two lung
cancer patients treated with immunotherapy. Lumg Cancer. (2017) 113:4-6.
doi: 10.1016/j Jungcan. 2017.08.020
Irumida T, Kawagishi Y, Tsuji H. Pseudogrogression in lung ad
during treatment with nivolumab. BMJ Case Rep. (2017) 2017:bcr2017219915.
dot 10.1136/bcr-2017-219919
Kurra V, Sallivan R], Gainor JE Hodi FS, Gandhi L, Sadow
CA, et al Pseadoprogression in cancer imm rates,
memnandpmmldmmrd(mlé)uﬁsm
doi 10.1200/]00.2016.34.15_sappl.6580
Kato S, Goodman A, Walavalkar V, Barkauskas DA, Sharabi A, Kurrrock
R Hyperprogressors after immunotherapy: analysis of genomic alterations
associated with accelerated growth rate. Clin Cancer Res. (2017) 23:4242-50.
dot 10.1158/1078-0432.0CR-16-3133
llZ.PengLGmgl.ﬂunaI.Lll.LuM.etalHypcpmgrsmnlﬁ:f
Py in patients with malignant tumars of digestive system. BMC
Cancer. (2019) 19'705.dm. 10.1186/512885.019.5921.9
Gandara DR, Reck M, Morris S, Cardona A, Mendus D, Ballinger
M, et al. LBAIFast progression in patients treated with a checkpoint
inhibitor (cpi) vs chemotherapy in OAK, a phase 111 trial of atexolizamab
(atezo) vs docetaxel (doc) in 2L+ NSCLC. Ann Oncol (2018) 29:mdy511.
dot 10.1093/annonc/mdy511
Denaro N. Hyperprogression after immunotherapy in HNC: literature
review and our experience. Int | Radiol Radiat Oncol (2018) 1-2.
doi: 10.1735ijrro.000026
Fuentes-Antris ], Provencio M, Diax-Rubic E Hyperprogression as a
distinct outcome after immunotherapy. Cancer Treat Rev. (2018) 70:16-21.
doi 10.1016/.ctrv.2018.07.006
outcomes, unclear mechanism. Clin Camcer Res. (2018) 25:904-6.
dot 10.1158/1078-0432.CCR-18-3144
Lo Russo G, Moro M, Sommariva M, Cancila V. Boeri M, Centonxe
G, et al. Antibody-Fo/FeR interaction on macrophages as a mechanism
for hyperprogressive disease in noan-small cell lung cancer subsequent
to PD-UPD-LI blockade. Clin Cancer Res. (2018B) 25989-99.
dot 10.1158/1078-0432.CCR-18-1350
Kato S, Ross JS, Gay L, Dayyani F, Rosrik ], Subbiah V, et al. Analysis of
MDM2 amplification: next-generation sequencing of patients with di
malbignancies. JOO Precis Oncol. (2018) 2018:00235. do: 10.1200/PO.17.00235

Frontiars in immunaiogy | www._frontiersin.org

March 2020 | Volume 11 | Article 492



Denis et al.

Hyperprograssion In Solid Turmors

55. Jensen T], Goodman AM, Kato S, Ellison CK, Danids GA, Kim
L, e al Genome-wide sequencing of cell-free DNA identifies copy
number alterations that can be used for monitoring response to
immunotherapy in cancer patients. Mol Cancer Ther. (2018) 18:448-58.
dot 10.1158/1535-7163.MCT-18.0535

56. Grasselly C, Denis M, Bourguignon A, Talhi N, Mathe D, Tourete A, ctal. The
antitumar activity of combinations of cy chemotherapy and i
checkpoint inhibitors s model-dependent. Front Tmmumol. (zols) 92100,
doi 10.338%/ fimmu 2018.02100

57. Xiong D, Wang Y, Singavi AK, Mackinnon AC, George B, Yoa M.
Immunogenomic hindscape contribates to  hyperprogressive  disease
after Anti-PD-1 immunotherapy for cancer. iSciemce (2018) 9:258-77.
doi 10.1016/j.3sc.2018.10.021

58. WangF LiB, Wei Y, Zhao Y, Wang L, Zhang P, et al. Tumor-derived exosomes
induce PD! + macrophage population in human gastric cancer that promotes
disease progression. Oncogenesis. (2018) 7:41. dor 10.1038/541389.018-
0045.3

59. Fung KY, Nguyen PM, Putocxki T. The expanding role of innate
lymphoid cels and their T-cell counterparts in  gastrointestinal
cancers. Mol Immunol (2019) 110:48-56. doi: 10.1016/j.molimm 2017.
11013

60. Kirchberger S, Royston DJ, Boulard O, Thornton E, Franchini F, Szabady
RL, et al Innate lymphoid cells sastain colon cancer through production
of interleukin-22 in a mouse model. J Exp Med. (2013) 210:917-31.
dot 10.1084/jem. 20122308

61. Irshad S, FloresBorn E Lawler K, Moaypenny ] Evans R, Male
V. e al RORyt+ imnate lymphoid cells promote lymph node
metastasis of breast cancers Cancer Res. (2017)  77-1083-96.
dot 10.1158/0008-5472.CAN-16.0598

62. Carregn P, Loiacono F, Di Cardo E, Scaramuccia A, Mora M, Coate
R, et al NCR*ILC3 concentrate in human lung cancer and associate
with intratumoral lymphoid structares. Nat Commum. (2015) 68280.
dot 10.1038/ncomms9280

63. Zuaxo-lharra M, Amsany H, Fermander-Hinojal G, Gato-Canmas M,
Hernandez-Marin B, Martinez-Aguillo M, et al. Highly differentiated CIMT
cells unequivocally identify primary resistance and risk of b i
to PD-L1/PD-1 immune checkpoint blockade in lung cancer. bioRxiv. (2018)
320176. doi: 10.1101/320176

64. Kamada T, Togashi Y, Tay C, Ha D, Sasaki A, Nakamura Y, et al
PD-1+ regulatory T cells ampliied by PD-1 blockade promate
hyperprogressian of cancer. Proc Natl Acad Sci USA. (2019) 116:9999_10008.
doi: 10.1073/pnas. 1822001116

65. Gershon RK, Eardley DD, Durum S, Green DR, Shen FW, Yamauchi K,
et al Contrasuppression. A novel immunoregulatory activity. J Exp Med.
(1981) 153:153346.

66. Lehner T. prulmphwchentm&emddummpt
of uppr in egulation. Immurology. (2008) 123:40-4.
dot 10.1111/5.1365-25672007 02780 x

Conflict of Interest: MDe is employed by the company Antineo. MDu reports
personal fees for advisory board participation: Roche, Bristol Myers Squibb,
Takeda, Boehrmpslnsdbum.Mu&ﬂurp&Dohme.Am:ZmudAbet.
Pfizer and grants for institutional h project Nanostring, Blueprint,
Bochringer Ingelheim.

The remaining authors declare that the research was conducted in the absence of
any commercial or financial relationships that could be construed as a potential
conflict of interest.

Capyright & 2020 Denis, Duruisseaux, Brevet and Dumontet. This is ar open-access
article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC
BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided
the origiral author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original
publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice.
No use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these
terms.

Frontiars n Immunaciogy | www.frontiersin.org

March 2020 | Volume 11 | Article 482



Annexe 2

a frontiers
in Immunology

ORIGINAL RESEARCH
published: 08 October 2018
dol: 10.3388Mmmu.2018.02100

OPEN ACCESS

Edtted by:

Giovanna Schisvor,

Isttuto Supeviors of Sanita 1SS), ftaly
Reviewed by:

Fabio Griz,

Humantss Research Hospital, ftaly
Benadetto Bruno,
Linwersta degh Stud of Torno, taly
Gabvisis Muthoft,

Technische Linverstat Manchen,
Gamany

*Correspondence:

Charias Dumontet

chariss gumontat@chu-yon

Specialty section:

This article was submittad fo

Cancar immunity and immunotherapy,
a section of the joumnal
Fronters in mmunoiogy

Recelved: 22 Msy 2013

Accepted: 24 August 2018
Published: 09 October 2018

Crtation:

Grassedy G, Denis M, Bourguignon A,
Tal N, Mathe D, Tourette A, Same L,
Jordhalm LR Mstera £L and
Dumontst C (2018) The Anttumar
ActMity of Combinations of Cytotardc
Chamotherapy and immune
Checkpoint Inhibkars Is
Mods-Dependent.

Front. kmmunol 8:2100.

ot 10.3383/Mmmu. 2018.02100

3

The Antitumor Activity of
Combinations of Cytotoxic
Chemotherapy and Immune
Checkpoint Inhibitors Is
Model-Dependent

Chloé Grasselly*, Morgane Denis ', Aurore Bourguignon "%, Nolan Talhi?,
Doriane Mathe?, Anne Tourette?, Laurent Serre®, Lars Petter Jordheim’,
Eva Laure Matera' and Charles Dumontet’**

T Anticancer Antibodias, CRCL, INSERM U1052, CNRS UMK 5286, CLB, UCEL, Lyon, France, ? ANTINED, Lyon, France,
7 Univ Lyon, Unfiversite Claude Bernard Lyon 1, INSERM 1052, CNRS 5286, Cantre Léon Berard, Cancer Rassarch Canter of
Lyon, Lyon, France, * Hospices OMIs de Lyon, Lyon, France

In spite of impressive response rates in multiple cancer types, immune checkpoint
inhibitors (ICls) are active in only a minority of patients. Alternative strategies
currently aim to combine immunotherapies with conventional agents such as cytotoxic
chemotherapies. Here, we performed a study of PD-1 or PDL-1 blockade in combination
with reference chemotherapies in four fully mmunocompetent mouse models of cancer.
We analyzed both the in vivo antitumor response, and the tumor immune infitrate
4 days after the first treatment. in vivo tumor growth experiments revealed variable
responsiveness to ICls between models. We observed enhanced antitumor effects of
the combination of immunotherapy with chemotherapy in the MC38 colon and MB49
bladder models, a lack of response in the 4T1 breast model, and an inhibition of
ICls actwity in the MBT-2 bladder model. Flow cytometry analysis of tumor samples
showed significant differences in all models between untreated and treated mice. At
baseline, all the tumor models studied were predominantly infitrated with cells harboring
an immunosuppressive phenotype. Early alterations of the tumor immune infiltrate after
treatment were found to be highly variable. We found that the balance between effector
cells and immunosuppressive cells in the tumor microenvironment could be altered with
some treatment combinations, but this effect was not always correlated with an impact on
in vivo tumor growth. These results show that the combination of cytotoxic chemotherapy
with ICls may result in enhanced, similar or reduced antitumor activity, in a model- and
regimen-dependent fashion. The present investigations should help to select appropriate
combination regimens for ICls.

Keywords: combination therapy, PD-1, PD-L1, chemotherapy, oncology, tumor microenvironment, preciinical
mouse models
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INTRODUCTION

Immune checkpoint inhibitors (ICI), such as anti-PD-1
(Programmed cell death 1) or anti-PD-L1 (Programmed
death-ligand 1) antibodies, are among the most important
recent breakthroughs in oncology. As an example, monoclonal
anti-PD-1 and anti-PD-L1 antibodies (mAb) showed impressive
efficacy in clinical trials for the treatment of unresectable or
metastatic melanoma, metastatic non-small cell lung cancer,
renal cancer, and more recently for urothelial carcinoma and
Hodgkins lymphoma (1-7). These monoclonal antibodies
block the interaction between PD-1 (Programmed Death 1)
molecule, expressed at the surface of T cells and other immune
cells, and PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), expressed in
multiple types of cancer cells. The PD-1/PD-L1 axis induces an
inhibitory signal in T cells, and PD-1/PD-L1 pathway blockade
restores T cell function resulting in increased proliferation and
cytotoxic activity, subsequently improving anti-tumor immune
response (8).

Unfortunately, a non-negligible proportion of patients
presents with innate resistance to PD-1/PD-L1 axis blockade,
particularly because of lack of expression of PD-L1 by
tumor cells or to the immunosuppressive effect of the tumor
microenvironment. As a consequence some COMMON cancer
types have very low response rates, such as breast and prostate
cancer (9, 10). More alarmingly, a significant subpopulation of
patients treated with ICI who presented an initial response to
therapy will develop acquired resistance, with disease progression
after some period of time. Zaretsky et al. highlighted mutations
in beta-2-microglobulin, resulting in reduced HLA class I surface
expression, as a cause for acquired resistance to anti-PD-1 mAb
therapy. In an additional study, they described mutations in JAK1
and JAK2, involving the interferon gamma pathway (10-12).
Further hypotheses for this resistance phenotype include genetic
alterations (mutations, deletions, epigenetic modifications)
which can lead to altered expression of tumor neo-antigens (10).
Expression of alternative checkpoints such as LAG-3, TIGIT,
TIM-3, and ICOS in the tumor microenvironment may also
play a key role regarding clinical outcomes and are currently
being explored. Evidence of immune checkpoint expression
modulation in association with acquired resistance to anti-PD-
1 has been shown by Koyama et al, with an up-regulation of
TIM-3 (13).

For this reason, it is crucial to develop new therapeutic
approaches to enhance the therapeutic effects of PD-1/PD-
L1 blockade, and to avoid resistance phenomena. To this
end, efforts are currently engaged including the use of
conventional chemotherapies to improve the anti-tumor activity
of monoclonal antibodies. Some of these combination strategies
are currently studied in various cancer types (14-20). One
of the aims of combining chemotherapy with ICls is to
trigger antigen release via the cytotoxic cell death activity of
chemotherapy leading to immune stimulation and improving
the activity of PD-1 / PD-L1 blocking agents. Moreover,
the impact of chemotherapies on the leucocyte composition
of the tumor infiltrate might be crucial: as an example,
cyclophosphamide has been described to decrease the proportion

of regulatory T cells (Treg) and gemcitabine has been outlined
to reduce MDSC, two immunosuppressive cell populations
usually associated with bad prognosis in cancer (21-23). Several
clinical phase I trials combining ICI and chemotherapies are
currently ongoing, in particular in NSCLC, with nivolumab
in combination with associations of cisplatin and gemcitabine,
cisplatin and pemetrexed, or carboplatin and paclitaxel, as
well as pembrolizumab in combination with two different
chemotherapies (15). Overall, the cytotoxic role of chemotherapy
potentially drives immune activation, supporting the study of
combinations between ICI and chemotherapies (20, 24, 25).

To explore the possible interaction between conventional
regimens and ICls, we evaluated four preclinical models in
order to determine the impact on the in vivo efficacy of these
combinations, and to analyse the consequences on the tumor
microenvironment.

RESULTS

The Combination of Cytotoxic
Chemotherapy Regimens With Anti-PD-1
or Anti-PD-L1 Antibodies Impacts
Differently on Anti-Tumor Activity

We performed an exploratory study of various combination
regimens of chemotherapies with immune checkpoint blockers
anti-PD-1 and anti-PD-L1, in several murine syngeneic
preclinical models. The chemotherapeutic regimens were
chosen in order to be similar to those used in the chosen tumor
types in patients: capecitabine and oxaliplatin for MC38 colon
cancer, methotrexate, vinblastine, doxorubicin and cisplatin
(MVAC regimen) for MB49 and MBT-2 bladder cancers, and
cyclophosphamide and doxorubicin for 4T1 breast cancer. These
combination regimens were first evaluated at different dose
levels chosen in order to induce acceptable toxicity (no impact
on animal well-being and less than 10% loss of body weight). In
some cases however these maximally tolerated chemotherapy
regimens did not significantly impact on the tumor growth of
established tumors in some models (MC38, MB49, and MBT-2).

The combination of the ICI with cytotoxic regimens proved
to be more effective than either regimen used separately for the
combination of capecitabine/oxaliplatin with anti-PD-1 Mab in
the MC38 colorectal cancer model (Figure 1D) as well as with
the combination of MVAC with anti-PD-L1 Mab in the MB49
bladder cancer (Figure 1C) while anti-PD-1 in combination with
the MVAC regimen did not show any improved activity in the
MB49 model (Figure S2B). In the 4T1 breast cancer model, the
combination of cyclophosphamide/doxorubicin with anti-PD-
1 or anti-PD-L1 Mabs did not show any increased anti-tumor
effect (Figures 1B, S2A). Conversely, the combination of MVAC
regimen with anti-PD-L1 in the MBT-2 bladder cancer model
significantly reduced anti-tumor activity in comparison to single
agent anti-PD-L1 (Figure 1A).

These results show that the combination of a cytotoxic
regimen with an ICI may have different consequences, including
enhanced activity, no impact of the combination, or a reduced
anti-tumor activity. Remarkably the MVAC regimen had a
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different impact when combined with anti-PD-L1 Mab in
the MB49 bladder model and in the MBT2 bladder model,
supporting an influence of the model on the sensitivity to
combination regimens.

Flow Cytometry Analysis of Tumor Immune
Infiltrate Shows a Strong

Model-Dependent Heterogeneity

We characterized the tumor immune infiltrate profiles by
flow cytometry for each tumor type and for each treatment
condition, 4 days after the first administration of treatment
(TableS2, FiguresS1, $3). This included total immune
infiltrate (Figure 2), effector cells such as CD4+ T cells,
CD8+ T cells, Type 1 macrophages (Figure3) and activated
CD8+ T cells with TNFa+ cells (Figure 4). Additionally, we
quantified < pro-tumor 3 cells including Granulocytic and
Monocytic Myeloid Derived Suppressor Cells (respectively
G-MDSC and M-MDSC), Type 2 macrophages (Figure3)

and T reg cells (Figure 5). The following results are expressed
as the mean of the percentages of cells in each treatment
group, normalized to total CD45+ cells (except for total
leucocyte infiltrate which is expressed as a percentage of
all events, and for TNFa+ cells which is presented as the
percentage of CD8+ T cells). Individual data are shown on
Figure S5.

Total Leukocyte Infiltrate

The baseline total leucocyte infiltrate, evaluated by CD45
labeling, was similar in three of the models from untreated
mice with values of 36 % in 4T1, 33% in MBT2, 29%
in MB49, but was lower in MC38 with a lower baseline
level of 13 % (Figure 2). Among the chemotherapy regimens
used only doxorubicin/cyclophosphamide induced a significant
decrease of the total leukocyte infiltrate while MVAC and
capecitabine/oxaliplatin had no significant impact. Anti-PD-1
therapy was associated with an increase of the total infiltrate
in the MC38 and 4T1 models while anti-PD-L1 therapy had
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no impact. Furthermore this increase was impeded by the
combination with capecitabine/oxaliplatin in the MC38 model
but not by doxorubicin/cyclophosphamide in the 4T1 model.

Immune Populations

We observed baseline differences in the percentages of CD4
and CDS8 infiltrates as well as in the percentages of Ml
macrophages. MDSCs were abundant in all models studied but
with some remarkable differences between models. G-MDSCs
were abundant in MBT-2 tumors but absent in MC38 tumors.
M-MDSCs were present in all tumors and represented almost
half of the immune infiltrate in MC38 tumors, as previously
described (Figure 3) (26). Macrophages were present at baseline

in all tumor types, representing 8 to 18 % of all immune cells with
a relative preponderance of M1 macrophages in comparison with
M2 cells (ratios of 1.5 to 4 depending on tumor model).

Several alterations in immune populations were observed in
response to a single administration of therapy. These include
a decrease of the CD4+4+ and CD8+ T cell infiltrates with the
different chemotherapy regimens used and a strong decrease
of MDSCs after treatment with anti-PD-1 antibodies but not
with anti-PD-L1 antibodies. T cell infiltrates were increased
after exposure to chemotherapy + anti-PD-1, to a stronger
extent in the 4T1 model than in the MC38 model. Conversely
T cells tended to be quantitatively reduced in mice exposed
to chemotherapy + anti-PD-L1. Macrophage infiltrates (both
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M1 and M2) were reduced after exposure to anti-PD-1 but
not to anti-PD-L1 antibodies. The analysis of activated CD8
cells (Figure 4) found a significant difference in 4T1 and MB49
bearing mice exposed to chemotherapies, with an increase of
the activated cells in these groups. Treg cells were found to be
significantly altered in MB49 bearing mice after exposure to anti-
PDL-1 + MVAC, and an increase in 4T1 bearing mice exposed
to anti-PD-1 alone or in combination with chemotherapy was
observed (Figure 5).

Overall our observations reveal strong differences between
models in the relative proportions of immune cell populations
at the basal level as well as in variations to therapy which
appear to be both dependent on the model and on the treatment
administered.

Effect of Therapy on Immune Checkpoint
Expression

In parallel to intra-tumor T cell and immunosuppressive cell
quantifications, we used our mouse models of combination
regimens to investigate the expression of T cell exhaustion
markers such as the T-cell immunoglobulin and mucin-
domain containing-3 (TIM-3), the Lymphocyte-activation gene
3 (LAG3) and the T cell immunoreceptor with Ig and ITIM
domains (TIGIT). We also evaluated PD-1 expression on the
T cell surface. In addition, we also looked at the T cell
activation marker, Inducible T-cell costimulator (ICOS). Indeed,
some studies already described upregulation of TIM-3 as a
mechanism of adaptive resistance to anti-PD-1 therapy (27).
Therefore, we sought to evaluate the impact of chemotherapies
and combination of chemotherapies in addition to PD-1/PD-
L1 axis disruption on alternative checkpoint expression. In
this way, we analyzed these checkpoints in CD4+ and
CD8+ T cells (Figures6, 7), as well as their expression

on tumor cells (Figure8). Individual data are shown in
Figures 56-S8.

In the case of CD4+ T cells (Figure 6), we found a strong
increase of TIGIT and ICOS expression in response to single
agent anti-PD-1 antibody, with mitigation of this effect on
ICOS by combination with capecitabine/oxaliplatin but not
doxorubicin/cyclophosphamide. MVAC tended to decrease the
expression of the other immune checkpoints on CD4 cells, with
no mitigating effect of PD-L1 antibody. In the case of CD8+
T cells (Figure 7), TIGIT and ICOS were increased in response
to anti-PD-1 antibody in the 4T1 model and to a lesser extent
in the MC38 model. MVAC reduced immune checkpoint levels
similarly to what was observed in CD4+ T cells. Anti-PD-L1
antibodies had no effect on CDS8 cells in the MB49 model while
tending to reduce immune checkpoint expression in the MBT2
model.

Regarding immune checkpoint expression on tumor cells
(Figure 8), we did not observe a strong modulation of their
expression with anti-PD-1, anti-PD-L1 or the combinations in
most cases (Figure 8D). However, we noticed a remarkable
decrease of TIGIT expression on tumor cells after exposure to the
MVAC chemotherapy regimen in the MB49 model (Figures 8C,
$8). Interestingly, we did not find a similar collapse after MVAC
exposure in the MBT-2 model (Figure 8A). Expression of PD-
L1 on tumor cells has been reported to be correlated with
improved survival and response rate in the context of anti-PD-
1 and anti-PD-LI trials, and has been suggested as a predictive
biomarker (28). In our models treatments did not modify
PD-L1 expression in tumor cells except for the combination
cyclophosphamide/doxorubicin + anti-PD-1 in the 4T1 model
(Figure 8B). On the contrary, we observed an increase of PD-
L1 expression on tumor cells when anti-PD-L1 monotherapy was
used in the bladder cancer model MB49 (Figure 8C).
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DISCUSSION

Immune checkpoint blockade is one of the most promising
therapies for a wide range of cancer types. Approved therapies
such as anti-PD-1 and anti-PD-L1 induce impressive responses
in advanced disease and considerably improve survival in some
patients. However, a non-negligible proportion of patients do not
respond to these therapies. Consequently, there is an important
need to find new therapeutic approaches to improve response
rates. Combinations with standard regimens such as cytotoxic
chemotherapy is a logical approach but raises a number of
possible issues (29). As exemplified by our results combinations
may have unexpected effects ranging from enhanced to reduced
anti-tumor activity in comparison to single-agent therapies. We
observed an improved anti-tumor activity of chemotherapies
in combination with ICI in colorectal cancer and one bladder
cancer model (MB49]. However, in the context of a metastatic
breast cancer model, chemotherapy in combination with anti-
PD-1 did not show any anti-tumor efficacy. In the worst-
case scenario, chemotherapy had a negative impact on tumor
growth, such as we observed in another model of bladder cancer
(MBT-2).

There are potentially several mechanisms through which
chemotherapeutic regimens and ICls could interact and
modulate anti-tumor activity. While cytotoxic agents cause
cell death by a direct effect on tumor cells, they are
also likely to enhance tumor cell death indirectly by the
process of immunogenic cell death, which might secondarily
facilitate the anti-tumor activity of ICls (30). As an example,
cyclophosphamide (used in the 4T1 model) appears to induce
tumor cell death in a preclinical model of lymphoma, and
oxaliplatin increases tumor infiltration, notably by CD8+ T
cells, in a preclinical prostate cancer (31, 32). Alternatively some

cytotoxic agents are known to be lymphotoxic, with potential
deleterious effects when acting on anti-tumor T cells or beneficial
effects when acting on pro-tumor T cells such as Tregs. It is likely
that cytotoxic agents could act on other immune populations as
well. Additionnally cytotoxic agents have shown to prime tumor
cells for granzyme-mediated death (33).

Two of our preclinical models showed enhanced activity
of the combination of cytotoxic agents and ICls, the
capecitabine/oxaliplatin regimen combined with anti-PD-
1 antibodies in the MC38 model and the MVAC regimen
combined with anti-PD-L1 antibodies in the MB49 model. In
the MC38 model basal immune cells infiltration was relatively
low and was increased after treatment with anti-PD-1 antibodies
but this effect was mitigated in the combination regimen.
Additionnally MC38 tumors had a strong content in M-
MDSCs which was decreased by anti-PD-1 antibodies while
the CD4+ and CD8+ T cell infiltrates were proportionally
increased. In the MB49 model the most remarkable modification
induced by the therapeutic combination was a modification
in the proportion of MDSCs and an increase of the M1/M2
macrophages ratio from 2.5 to 9 in the combination group.
Remarkably in the MC38 model, ICOS expression was increased
and inhibitory checkpoint expression decreased on CD4 T cells
by the combination of anti-PD-1 with capecitabine/oxaliplatin.
In the MB49 model inhibitory checkpoints were decreased both
on CD4+ and CD8+ T cells after exposure to the cytotoxic
regimen alone and to the combination regimen. These results
suggest that modulation of immune checkpoints on immune
cells by cytotoxic agents could impact on the potency of ICls
when these are co-administered.

We observed no benefit of the combination in the 4TI
model exposed to doxorubicin/cyclophosphamide and anti-
PD-1 antibodies and an antagonistic effect in the MBT2
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model exposed to MVAC and anti-PD-L1 antibodies. This and CD8+ T cell infiltrates, including activated CD8+ T cells
result was unexpected in the 4T1 model as the combination  and increased Tregs. However it should be emphasized that
profoundly modified the immune microenvironment with a  under our treatment conditions 4T1 tumors were not sensitive
strong decrease in MDSCs and a large increase in the CD4+  to single agent anti-PD-1 suggesting that the immune alterations
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observed were not sufficient to induce a response to these including a decrease in CD4+ and CD8+ T cells as well
antibodies in the combination regimen. In the MBT2 model we  as a strong increase of G-MDSCs and M2 macrophages.
also observed profound alterations in the microenvironment, As MBT2 was sensitive to anti-PD-L1 antibodies but not
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to the MVAC regimen we hypothesize that in this case
the cytotoxic agents were involved in the antagonistic effect
observed. These results suggest that the same regimen, in this
case MVAC, can have different consequences on the immune

microenvironment depending on the baseline situation in the
tumor.

There are a number of limitations to our study. The four
models studied were implanted in three different strains of mice
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which may react differently at a systemic level to the therapeutic
agents used. In spite of preliminary dose-ranging studies we were
not always able to define a cytotoxic regimen which was active in
certain models. Moreover, tumor models were established from
tumor cells by subcutaneous injection, for homogeneity purpose.
Variations between subcutaneous and orthotopic models has
already been discussed in the literature (34, 35), and it seems to
be relevant to test the combination of chemotherapies with ICls
on tumors grafted into their normal place of development.

It is important to note that different mice strains may have
different immune status and thus may display different immune
infiltrates in tumors. This aspect has already been shown by
Sellers and al., with immune variations specific to the strain (36).
However, the diversity of mice immune infiltration can also be
considered to reflect the important heterogeneity observed in
patients.

Additionally, immunophenotypic analyses were performed at
a single time point (day 4 post-therapy) which did not allow us
to compare kinetic modifications of the microenvironment in
the tumor. Another key parameter is the therapeutic sequence
of the cytotoxic agents and the immune checkpoint inhibitors.
We chose to initiate both types of treatment simultaneously but
it is likely that sequenced administration could lead to different
results.

Overall our results emphasize the heterogeneity in the tumor
microenvironment of syngeneic models and the diversity of
response elicited by treatment combinations. While additional
studies combining single agents with ICls are required to
better understand potential interactions, most ongoing clinical
trials are evaluating the association of ICls with combination
chemotherapy regimens (Table $3). These trials will provide
important data concerning both antitumor activity and auto-
immune toxicity.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Murine colon cancer MC38 cells (Kerafast, USA) were cultured
in DMEM medium with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL
penicillin and streptomycin. The murine metastatic breast cancer
cell line 4T1 (ATCC, ATCC® CRL-2539") and the murine
bladder cancer cell lines MBT-2 and MB49 (kindly provided
by Alain Bergeron, Laval University) were cultured with RPMI
medium with 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin and
streptomycin. Cells were incubated in humidified incubator with
5% CO; at 37°C.

Establishment and Measure of Syngeneic

SC Tumors

MC38 cells and MB49 cells were injected in C57BL6 mice
(Janvier Lab), 4T1 cells were injected in BALB/c mice
(Charles River Lab) and MBT-2 cells were injected in C3H mice
(Charles River Lab). In all cases, suspensions of exponentially
growing cancer cells diluted in 0.2mL of PBS were injected
subcutaneously into the right flank of mice (2.10° cells for MC38,
MB49 and MBT-2 models, 1.10° cells for the 4T1 model). When

tumor volume reached 200 mm” for the MC38, MB49 and MBT-2
models, and 100 mm? for the 4T1 model, mice were randomized
and the first treatment was administered (n = 8 to 12 mice per
group, either n = 3 to 6 for tumor growth and n = 5 to 6 for
flow cytometry analysis). The tumor volume was measured every
3 days (length x width) with a caliper. The tumor volume was
determined using the formula: 4/3 x 7 x r>. All mice were raised
in SPF environment with free access to standard food and water.
This study was approved by the Animal Ethics Committee of the
University Claude Bernard of Lyon.

Four days after first administration of treatment, half of
the mice in each group were sacrificed to analyze their tumor
microenvironment by flow cytometry, while the other mice
pursued treatment in order to determine sensitivity to therapy.

Treatment

The combination regimen used for the MC38 colon
adenocarcinoma mouse model was capecitabine (Actavis
Group PTC ehf) administered per os 5 days a week at a dose of
250mg/kg and oxaliplatin (Mylan), injected i.p. once a week ata
dose of 5 mg/kg + anti-PD-1 (RMP1-14, BioXCell), injected ip.
once a week at a dose of 12.5 mg/kg. For the metastatic 4T1 breast
cancer mouse model, the combination was cyclophosphamide
(Baxter) injected i.p. once a week at a dose of 100 mg/kg +
doxorubicin (Accord Healthcare) injected i.p. once a week at a
dose of 2 mg/kg + anti-PD-1 (RMP1-14, BioXCell) or anti-PD-
L1 (10F.9G2, BioXCell), injected Lp. once a week at a dose of 12.5
mg/kg. For bladder cancer mouse models, the MVAC regimen
consisted in a combination of methotrexate (Mylan) injected
Lp. once a week at a dose of 1 mg/kg + vinblastine (EG Labo)
injected i.p. once a week at a dose of 0.1 mg/kg + doxorubicin
(Accord Healthcare) injected ip. once a week at a dose of 1
mg/kg + cisplatine (Mylan) injected ip. once a week at a dose
of 1 mg/kg, + anti-PD-L1 (10F.9G2, BioXCell) injected i.p. once
a week at a dose of 12.5 mg/kg and + anti-PD-1 (RMP1-14,
BioXCell) injected ip. once a week at a dose of 12.5 mg/kg for
MB49 mouse model.

Flow Cytometry

Flow cytometry was used to analyze the tumor immune
microenvironment. All tumor tissue samples per groups were
collected, dilacerated, counted and cells surface were stained with
the following fluorescently conjugated antibodies: anti-CD45
(30F11, BD Biosciences), anti-CD4 (RM4-5, Miltenyi Biotec),
anti-CD8 (53-6.7, Miltenyi Biotec), anti-CD161 (PK136, Miltenyi
Biotec), anti-CD3 (REA606, Miltenyi Biotec), anti-CD68 (FA-
11, Miltenyi Biotec), anti-CD206 (C068C2, Biolegend) anti-
CD11b (REA592, Miltenyi Biotec), anti-Ly-6C (1G7.G10,
Miltenyi Biotec), anti-Ly6G (REA526, Miltenyi Biotec), anti-
PD-1 (HA2-7B1, Miltenyi Biotec), anti-LAG3 (COB7W, Miltenyi
Biotec), anti-TIM3 (REA602, Miltenyi Biotec), anti-ICOS
(REA192, Miltenyi Biotec), anti-PD-L1 (10F.9G2, BioLegend),
anti-TIGIT (REA536, Miltenyi Biotec), anti-TNFa (REA636,
Miltenyi Biotec), anti-FoxP3 (3G3, Miltenyi Biotec). After
surface staining, cells were fixed and permeabilized using BD
Cytofix/Cytoperm kit and then labeled with FoxP3 and TNFa.
Flow cytometry data were acquired on the LSRII flow cytometer,
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Flow]o software was used for analyses and GraphPad Prism
software was used for statistical analysis (Unpaired t test). Isotype
controls were from Miltenyi Biotec. Gating schemes are shown
on Figures §4, §5.
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