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Préambule

Ce sujet de these s’intégre dans une problématique trés actuelle visant a mieux
comprendre les interactions entre cellules tumorales et lymphocytes T infiltrant la tumeur
(TILs) dans la progression des cancers colorectaux (CCR) chez I’homme. Ceci afin d’identifier
de nouveaux mécanismes d’échappement des cellules tumorales au systeme immunitaire, et de
nouvelles cibles thérapeutiques. Ces dernieres années, les travaux de Pages et Galon ont
clairement montré le role des lymphocytes T cytotoxiques et mémoires dans le contréle de la
progression tumorale des CCR non métastatiques. D’autres travaux ont identifi¢ des points de
contréle immunitaire détournés par la cellule tumorale pour échapper a cette réponse médiée
par les TILs. Cette meilleure connaissance de la biologie du microenvironnement tumoral a été
a Dorigine de nouvelles approches thérapeutiques majeures comme [’avénement de
I’immunothérapie. En effet, 1I’immunothérapie, bouleversant le paradigme prévalant
jusqu’alors, qui était de cibler uniquement la cellule tumorale, a permis des progres significatifs
dans la prise en charge de certaines tumeurs solides comme le mélanome, avec une survie a

long terme jamais observée auparavant.

Dans les CCR, I’'immunothérapie ciblant les points de contrdle PD1 et CTLA-4 a
également trouvé sa place, avec un bénéfice significatif dans un sous-groupe de CCR caractérisé
par une instabilité microsatellitaire. Cette approche prometteuse reste cependant insuffisante

pour la majorité des CCR se caractérisant par une absence d’instabilité microsatellitaire.

L’introduction de ce mémoire, aprés un bref rappel sur les caractéristiques de la
barriere épithéliale colique normale, présente des généralités sur le cancer colorectal puis se
focalise sur les connaissances actuelles du microenvironnement tumoral dans la progression de
la tumeur et ses implications thérapeutiques. Enfin, nous aborderons la présentation de
I’inflammasome, son role en physiologie dans le c6lon normal et son implication potentielle

dans la régulation de la réponse immunitaire du microenvironnement.

Dans la premiere partie des résultats (article 1), nous nous focaliserons sur une
approche plus facilement utilisable en routine clinique pour appréhender la réponse Th1/Tcl,
c’est-a-dire 1’évaluation du marqueur T-bet, facteur de transcription impliqué dans la
differenciation terminale des lymphocytes T effecteurs de type Thl/T cytotoxique. De plus,
nous avons testé ex vivo la pertinence de ce marqueur pour évaluer la réponse aux

immunothérapies. Ceci a été possible grace a I’exploitation multiparamétrique de la
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biocollection de CCR établie par la tumorotheque du CHU de Nantes, en collaboration avec les
chirurgiens digestifs, les oncologues et les pathologistes, et au développement d’un modéle de
culture d’explants que j’ai contribué & mettre en place. Cette étude a été publiée dans

Oncoimmunology en 2019.

Dans la seconde partie des résultats (article 2), nous nous intéressons aux fonctions
immunomodulatrices des cellules tumorales, plus précisément a travers une plateforme de
I’'immunité innée, I’inflammasome. L’équipe a précédemment montré que cette plateforme de
I’immunité innée était présente dans les cellules épithéliales coliques humaines normales et
jouait un role important dans le maintien de 1’homéostasie de la barriere épithéliale et le
déclenchement d’une réponse immunitaire IFNy en cas d’agression bactérienne. L’objectif de
cette seconde partie était d’examiner le statut de 1’inflammasome dans les cellules tumorales
coliques et d’analyser sa capacité a réguler une réponse anti-tumorale Th1/Tcl (IFNy). Il s’agit
a notre connaissance de la toute premicre étude abordant ce point chez I’homme. Un deuxiéme
article, qui sera publié dans la révue Cancers (Basel) en 2021, présente les résultats de cette

étude.

Enfin, une partie ‘‘discussion et perspectives’ terminera ce manuscrit en abordant
notamment la pertinence 1) de I’identification de nouveaux biomarqueurs prédictifs de la
réponse aux immunothérapies dans les CCR et 2) de la prise en compte de 1’inflammasome des

cellules tumorales en tant que modulateur potentiel de la réponse immunitaire anti-tumorale.



INTRODUCTION GENERALE
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|. Brefs rappels sur la muqueuse colique normale

Le cblon et le rectum constituent la partie terminale du tube digestif, plus communément
appelé ““gros intestin’’ en opposition a I’intestin gréle, qui s’abouche via la valvule de Bauhin.
Le c6lon est composé de plusieurs segments : le c6lon droit ou colon ascendant qui comprend
le ceecum ou se situe I’appendice vermiforme, le c6lon transverse reliant le colon droit au clon
gauche aussi appelé colon descendant qui se termine par I’anse sigmoide (c6lon sigmoide) pour
aboutir au rectum puis a I’anus (Figure 1). Pendant longtemps, la fonction principale attribuée
au colon était de favoriser 1’élimination des résidus alimentaires par réabsorption de I’eau et
des électrolytes. Actuellement, le cdlon est considéré comme un organe complexe aux multiples
fonctions dont celle de barriére physique et fonctionnelle constituée de cellules spécialisées
capables d’interagir entre elles et séparant le milieu extérieur (lumiére intestinale) qui renferme
la flore intestinale du milieu intérieur. En effet, le c6lon est tres riche en microorganismes dont
les bactéries majoritairement, mais aussi les virus, les champignons et les archées. Les bactéries
du microbiote intestinal participent a la biotransformation des substrats présents dans les fibres
alimentaires non digérées par I’homme, dans le tractus digestif supérieur, en une diversité de
métabolites bénéfiques pour le microbiote et 1’organisme (Landman et al., 2016). Outre ces
fonctions métaboliques, le microbiote intestinal participe également au développement et a la
maturation du systéme immunitaire, comme précisé ci-dessous (Macpherson et al., 2014).

Célon transverse /R
2 N \ ”‘
\"%:\ il g = -,.“'
T = {)
[l LA\
)4 - ~\_||-{ —e Célon descendant
Célon ascendant e /—//(
1 A\ Colon gauche
Colon droit 1\ A\
_\\\‘l\‘ 1
IRl o .\\ AN R Vs &
- o / 5% P——t
Appendice LR e Cédlon sigmoide
—=eRectum
—e Anus

Figure.1. Structure et segmentation du gros intestin. Image adaptée de Servier medical art
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Le c6lon est constitué, comme tout le long du tube digestif, de quatre tuniques
concentriques successives dont : la muqueuse, a I’interface entre les milicux extérieur (lumiére)
et intérieur, joue un role majeur dans I’homéostasie colique et est détaillée ci-dessous ; la sous-
muqueuse, tissu conjonctif contenant des vaisseaux sanguins, des cellules lymphoides et des
cellules nerveuses (plexus de Meissner) ; la musculeuse composée de cellules musculaires
lisses disposées selon 2 axes formant une couche circulaire interne et longitudinale externe,
ainsi que du plexus d’ Auerbach gouvernant le péristaltisme ; la séreuse, tunique la plus externe,
en continuité avec le mésentére ou mésocdlon qui relie le colon a la paroi abdominale et contient

des ganglions lymphatiques dits ganglions mésentériques (Figure 2).

La muqueuse colique, couche la plus interne du coOlon, est composée d’une
monocouche de cellules formant un épithélium ponctué de nombreuses invaginations formant
les cryptes coliques (Figure 3). Ces cryptes s’invaginent dans un tissu conjonctif lache nommé
lamina propria ou chorion qui contient des fibroblastes, des myofibroblastes situés autour des
cryptes, des capillaires lymphatiques et sanguins, ainsi que des cellules immunitaires
mononucléées isolées ou regroupées en follicules lymphoides. Les principales cellules
immunitaires résidentes du chorion sont les macrophages, situés préférentiellement au contact
des cellules épithéliales, les cellules dendritiques, lymphocytes T et B (LT et LB), plasmocytes
sécréteurs d’IgA et les cellules lymphoides innées (iLC) (Figure 3). Actuellement, la muqueuse
colique est considérée comme une interface dynamique formant 1) une barriere
physicochimique étanche et modulable en renouvellement constant et 2) une barriere

immunologique en interaction avec le microbiote intestinal.

/Coupe transversale du colon

1= v Les couches de la paroi colique

A\ NSy A i 3/.' A B - Epithélium ~ —
N—— RN ELL A — Muqueuse

768
A { ) 6 }- 1= : >
A LA~ - P Lamina propria —|

= . * 3 .."4 —Sous-muqueuse

= = | |~ Musculeuse

" Séreuse
Figure.2. Schéma de la paroi du c6lon. Adapté de «American Cancer Society»
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Figure 3. Crypte colique. Adapté d’Allaire et al., 2018

.1 La muqueuse colique : une barriere physicochimigue en renouvellement constant

Les nombreuses cryptes coliques paralléles les unes aux autres, sont composées de
différentes cellules épithéliales spécialisées et polarisées, assurant la propriété de barriere
physique entre le milieu intérieur et le contenu luminal. La base de la crypte est composée de
quelques cellules souches proliférantes qui assurent le renouvellement de 1’épithélium, tous les
4 3 5 jours chez I’homme (Darwich et al., 2014), et donnent naissance aux différents types
cellulaires de 1’épithélium (Cheng et al., 1974 ; Winton et al., 1988 ; Bjerknes et al., 1999). A
chaque division, les cellules souches intestinales engendrent des progéniteurs des deux
principaux types cellulaires de 1’épithélium colique : les cellules absorbantes, appelées
colonocytes, et les cellules de type sécrétoire qui comprennent les cellules mucosécrétantes
dites caliciformes, les cellules entéro-endocrines et les cellules «Tuft». Ces progéniteurs
proliférent rapidement et deviennent des cellules épithéliales matures grace a une régulation
fine de plusieurs voies de signalisation dont les principales sont Wnt/—caténine et Notch (Pinto
et al., 2003 ; Kuhnert et al., 2004 ; Tian et al., 2015) (Figure 4). Les cellules épithéliales se
différencient au cours de leur migration vers le sommet de la crypte, ou elles meurent par
apoptose et sont éliminées dans la lumiére intestinale. L’ensemble de ces processus permet la
compartimentalisation de la crypte en différentes zones dites de prolifération, de différenciation
et d’exfoliation (Figure 5). Une bréve description anatomique et fonctionnelle des différentes

cellules épithéliales coliques est mentionnée sur la page suivante.
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Figure 4. Différenciation des cellules épithéliales spécialisées. Adapté de Gehart and Clevers 2019
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Figure 5. Compartimentalisation de la crypte épithéliale colique

- Les colonocytes présentent un pdle apical structurellement et fonctionnellement
différent du pdle basolatéral. Le pble apical présente des microvillosités associées a une

bordure en brosse et responsable de I’absorption d’eau et d’¢électrolytes. Le pole basolatéral
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exprime entre autres de nombreux récepteurs aux IgA dimériques avant leur passage, par
endocytose latéro-basale puis exocytose apicale, dans la lumiére intestinale (Kurashima &
Kiyono, 2017).

- Les cellules caliciformes ou mucosécreétantes, tres abondantes dans le c6lon sigmoide
et le rectum (4 cellules caliciformes pour 1 colonocyte). Elles jouent un role important dans
la protection de 1’épithélium colique car elles renferment des granules de mucus, MUC2
étant la mucine sécrétoire majoritaire dans le colon. Le mucus sécrété forme un film
muqueux épais et lubrifiant, constitué d’une couche externe fluide et d’une couche interne
tres dense limitant les contacts directs du contenu luminal avec la surface épithéliale
(Atuma et al., 2001).

- Les cellules entéro-endocrines représentent une population hétérogene. Elles sont peu

nombreuses (< 1%) dans le gros intestin comparé a toutes les régions du tractus gastro-
intestinal et localisées préférentiellement au fond de la crypte. Elles sécrétent des facteurs
modulateurs (hormones peptidiques, neuropeptides, cytokines/chimiokines...) qui agissent
sur les cellules avoisinantes (effet paracrine) ou sur des organes cibles lorsqu’ils passent
dans la circulation sanguine (effet endocrine). Les facteurs sécrétés par les cellules
neuroendocrines participent a des fonctions essentielles telles que le péristaltisme
intestinal, la régulation des fonctions sécrétoires et absorbantes des cellules épithéliales, la
régulation du débit sanguin intestinal, la modulation du systeme immunitaire (Gribble &
Reimann 2016 ; Worthington et al., 2018).

- Les cellules «tuft» représentent environ 1 a 2% des cellules épithéliales coliques. Il a
récemment été montré que ces cellules tuft intestinales sont des cellules sentinelles
impliquées dans la réponse immunitaire de type 2 (Th2) (Von Moltke et al., 2015 ; Gerbe
etal., 2016 ; Howitt et al., 2016).

.2 La muqueuse colique : une barriere immunologique en interaction avec le microbiote
intestinal
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La colonisation de la lumiere intestinale par le microbiote est initiée dés la naissance et se
maintient tout au long de la vie. Des interactions tripartites entre microbiote, cellules
épithéliales et systéme immunitaire s’engagent a la naissance et tout au long de la vie pour
maintenir I’homéostasie intestinale et éviter des réponses inflammatoires déléteres (Nesh 2002).
L’effet de la colonisation du microbiote peut se résumer en 3 rdles fondamentaux sur le systeme
immunitaire intestinal (SIl) (Moreau 2004). Le premier role du microbiote sur le SII est dit
““d’activation’’ ; il est détaillé dans le paragraphe suivant. Le deuxiéme réle est qualifié de
““modulation’’, a I’exemple de I’expansion et de la différenciation des plasmocytes intestinaux
producteurs des IgA sécrétoires. Enfin, le troisieme rdle, dit de “‘régulation’’, est impliqué dans
la mise en place des fonctions de tolérance aux antigénes alimentaires et aux composants du
microbiote intestinal. Ainsi, la colonisation du microbiote dans la lumiére intestinale permet la

mise en place d’une barriére épithéliale colique efficace (Moreau 2004).

Des contacts directs ou indirects des composants du microbiote avec 1’épithélium colique
conduisent & I’activation permanente et indispensable de I’immunité innée qui aboutita : 1) la
production de mucus par les cellules caliciformes ; 2) la production de peptides antimicrobiens
et de radicaux libres par les cellules épithéliales ; 3) au recrutement d’un grand nombre de
cellules immunitaires qui viennent renforcer cette barriére. Les cellules de I’immunité innée
telles que les phagocytes, cellules dendritiques, iLC sont rapidement mobilisées, tandis que les
cellules de I’'immunité adaptative telles que les LT et LB sont plus lents a se mobiliser (Cellier
et al., 2000).

Les cellules de la barriére épithéliale colique peuvent subir une transformation maligne,
probablement due a une dérégulation des interactions tripartites entre la barriere épithéliale, les
cellules immunitaires et le microbiote intestinal. Les cellules épithéliales transformées sont a
I’origine du processus d’oncogenése, touchant le célon et/ou le rectum, qui peut évoluer vers

un adenocarcinome appelée cancer colorectal, sujet du chapitre suivant.
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Il.Les cancers colorectaux

Le cancer colorectal (CCR) représente 10% de tous les cancers diagnostiqués annuellement
dans le monde. En France, les CCR représentent 12% des cancers diagnostiqueés chez les
hommes (22 200 cas) et les femmes (19 000 cas) au cours de I’année 2016 selon I’Institut
national du cancer (Inca). Environ un tiers des CCR sont des cancers du rectum (Bray et al.,
2018). Ce chapitre résume 1’épidémiologie, la classification, le traitement et les caractéristiques

moléculaires des CCR.

I.1 Epidémiologie

Le CCR est un probleme majeur de santé publique car son incidence devrait atteindre 2 a 5
millions de nouveaux cas en 2035 dans les pays industrialisés (Arnold et al., 2017). En France
et selon I’Inca, le CCR représente 43 336 nouveaux cas en 2018 (23 216 hommes et 20 120
femmes) se placant a la troisieme place des cancers les plus fréquents aprés le cancer de la
prostate et le cancer du sein. Il est responsable de 17 117 déces en 2018 et son taux de survie a
5 ans est estimé a 63% ; c’est le deuxiéme cancer le plus meurtrier apres le cancer du poumon.
Toujours selon I’Inca, 1 personne sur 30 peut étre confrontée, au cours de sa vie, a la survenue
d’un CCR. L’incidence de développer un CCR augmente avec 1’age, 71 ans étant 1’age moyen
du diagnostic et 95% des CCR surviennent apres 50 ans. Raison pour laquelle un programme
de dépistage massif de CCR ciblant les personnes agées de 50 a 74 ans est organisé depuis 2009

en France.

I.2 Facteurs de risque

Les études épidémiologiques montrent une forte association entre le sexe masculin, le
vieillissement et 1’incidence du CCR. Un terrain inflammatoire, comme dans les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), est un risque majeur de développer un CCR
(Mattar et al., 2011). Les facteurs environnementaux et héréditaires (5 a 7% de CCR) jouent un
réle important dans le développement de ce cancer (Syngal et al., 2015). Plusieurs facteurs
environnementaux augmentent le risque de développer un CCR, dont: le tabagisme, la
consommation excessive d'alcool, la consommation de viande rouge et des aliments ultra-
transformés, 1'obésité. De plus, de nombreuses données récentes sont en faveur de I’implication
du microbiote intestinal dans 1’oncogeneése, la progression tumorale. En effet, des changements

dans la composition de différentes especes bactériennes (dysbiose), notamment Fusobacterium
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nucleatum, certaines souches de Bacteroides fragilis et d’Escherichia coli ont été observés dans
les selles et/ou la muqueuse de patients atteints de CCR qui pourraient servir de biomarqueurs
pronostiques et/ou prédictifs de réponse aux traitements (Blottiere et al., 2013 ; Kostic et al.,
2013 ; Nakatsu et al., 2015 ; Zitvogel et al., 2015 ; Kwong et al., 2018 ; Wong & Yu 2019).

I1.3 Voies d’'oncogenese

Dans la grande majorité des cas, les CCR sont des adénocarcinomes qui se développent
suite a une hyperprolifération de 1’épithélium colique. Les premicres anomalies décelables
morphologiquement sont les foyers de cryptes aberrantes (FCA) (Takayama et al., 1998). Puis,
apparaissent les polypes bénins (adénomes) qui peuvent évoluer en adénocarcinome (Fearon &
Vogelstein 1990 ; Fodde et al., 2001) (figure 6).

BONIALY S

——» Foyerdecrypte abbérante = —— Adénome — Adéno-carcinome
Révélé au bleu de méthyléne

Figure 6. Histologie des 1ésions conduisant au développement d’un cancer colorectal

Il existe deux voies majeures d’oncogenése colique qui conduisent & une prolifération
incontr6lée des cellules épithéliales donnant naissance a des Iésions précancéreuses puis au
cancer : la voie ‘‘classique’” (70 a 80% des CCR) présentant une séquence adenome-
adénocarcinome, caractérisée par une instabilitt chromosomique (CIN, chromosomal
instability) et la voie néoplasique dite «festonnée» (10 a 15% de CCR), caractérisée par les
mutations d’oncogenes tels que KRAS et BRAF, la méthylation excessive des Tlots CpG et une
grande fréquence d’instabilité microsatellitaire (phénotype MSI) (Dekker et al., 2019). Environ
5 a 7% des CCR sont des formes héréditaires : la polypose adénomateuse familiale (PAF) se
caractérisant par une transmission autosomique dominantes du gene APC muté et représentant
environ 1% de tous les CCR ; le syndrome de Lynch, caractérisé par des mutations germinales
touchant les génes impliqués dans la réparation des mésappariements de I’ADN a I’origine du
phénotype MSI. Le syndrome de Lynch est responsable de 3 a 7% des CCR (Jiao et al., 2014 ;
Dekker et al., 2019).
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I1.3.A) Altérations génétigues des tumeurs de la voie “classique” ou CIN

Cette voie a été décrite pour la premiére fois par Hansemann en 1890, qui établissait
déja un rapport entre le statut chromosomique de la tumeur et son degré de différenciation, en
comparaison avec le colon normal apparié. C’est en 1990 que Fearon et Vogelstein proposent
une origine moléculaire a I’instabilité chromosomique (CIN) observée dans la majorité des
CCR. Cette instabilité chromosomique est caractérisée par des pertes alléliques sur le bras court
du chromosome 17 et 8 et sur le bras long des chromosomes 5, 18 et 22. Ces pertes sont
associees a des mutations inactivatrices des génes suppresseurs de tumeurs APC, TP53,
SMAD4. En effet, la séquence adénome-adénocarcinome se traduit par de multiples
événements séquentiels, génétiques et épigénétiques (Cancer Genome Atlas Network, 2012).
De fagon générale, la perte d’expression du geéne suppresseur de tumeur APC conduit a une
dérégulation de la voie Wnt, a I’activation de la prolifération cellulaire, a la mutation des
oncogenes KRAS et BRAF lors des phases précoces, puis a I’inactivation des génes suppresseurs
de tumeurs PTEN, SMADA4 et/ou P53 lors des phases plus tardives (Bieging et al., 2014 ; Leslie
& Downes, 2004 ; Markman et al., 2010). Ces tumeurs sont dites de phénotype microsatellite
stable (MSS), par opposition aux tumeurs de la voie alternative qui sont dites de phénotype MSI
car elles présentent une instabilité des microsatellites dans la majorité des cas comme précisé

ci-dessous.

I1.3.B) Altérations génétiques des tumeurs sporadiques de phénotype MSI

La voie d’initiation tumorale par des polypes festonnés a été décrite plus récemment (Jass
et al., 2000 and 2001). La progression tumorale dans le cadre de cette voie est plus rapide que
dans la voie traditionnelle adénome-adénocarcinome (Lazarus et al., 2005 ; Goldstein 2006 ;
Oono et al., 2009). Les polypes festonnés forment un groupe hétérogene de lésions muqueuses
incluant plus particulierement des polypes/adénomes sessiles festonnés caractérisés par la
mutation du géne BRAF, une morphologie particuliére et de mauvais pronostic (Harvey et al.,
2007). Les altérations génetiques précoces des tumeurs festonnées sont les mutations BRAF et
KRAS (Beach et al., 2005), une hyper-méthylation des ilots CpG (CIMP) de la séquence
promotrice des génes impliqués dans les mécanismes de réparation des mésappariements de
I’ADN (MMR) dont le géne MLH1 responsable de I’instabilité microsatellitaire observée dans
ce type de tumeur. Cette instabilité des locus microsatellites est a 1’origine d’un infiltrat

immunitaire plus dense que dans les tumeurs de la voie CIN de phénotype MSS.
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En résumé, les CCR sont classés en deux sous-groupes sur la base du statut (stable ou
instable) des locus microsatellites : les tumeurs de phénotype MSI (microsatellite instable),
qui représentent environ 15% des CCR (MSI) et sont associées a une forte charge mutationnelle
(>12 mutations per 10° DNA bases) ; les tumeurs de phénotype MSS (microsatellite stable)
qui représentent environ 85% des CCR et sont associées a une faible charge mutationnelle
(<8.24 mutations per 10° DNA bases) (Cancer Genome Atlas Network 2012). Dans la suite de
ce manuscrit, les CCR seront donc distingués selon leur statut microsatellitaire (MSS/MSI).

[1.4 Classification moléculaire

L’observation de 1’ensemble de ces altérations génétiques dans les CCR, couplé a des
analyses du profil d’expression transcriptomique, a récemment conduit a la classification
moléculaire consensuelle CMS (Consensus Molecular Subtypes) qui distingue 4 types
moléculaires englobant 80% des CCR (Guinney et al., 2015). Cette classification CMS (CMS
1 a4) a une valeur pronostique et probablement prédictive d’efficacité des nouvelles thérapies.
Elle est relativement corrélée a la localisation tumorale gauche ou droite de la tumeur. Cette
classification CMS souligne I'nétérogénéité des CCR (Marisa et al., 2013 ; Guinney et al., 2015,
Muller et al., 2016).

- CMSL1: 14% des CCR, caractérises par une forte expression des genes de I’immunité,
et de phénotype MSI «immune». Ces CCR sont plutdt de bon pronostic dans les phases
précoces de la maladie (sans métastase).

- CMS2: 37% des CCR, caractérises par des mutations somatiques fréquentes, une
surexpression des voies EGFR et Wnt, et de phénotype MSS. Ces CCR sont dits
«canoniques» car leurs caractéristiques sont semblables a celles de la voie classique

adénome-adénocarcinome décrite plus haut.

- CMS3: 13% des CCR, caractérisés par des mutations KRAS fréquentes, peu de
mutations somatiques et de phénotype majoritairement MSS. Ces CCR préesentent
fréeqguemment une derégulation des génes impliqués dans le métabolisme (tumeurs dites

«métaboliques»).

- CMS4: 23% des CCR, caractérisés par de nombreuses mutations somatiques, une
surexpression de genes impliqués dans la transition épithélio-mésenchymateuse, une

activation fréquente de I’angiogenése et de la voie du TGF-f, qui conferent aux tumeurs
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un avantage prolifératif, immunosuppressif et métastatique (Blobe et al., 2000). Ces

tumeurs, dites «<mésenchymateuses», sont de mauvais pronostic.

Une minorité de CCR (13%) représente un groupe de CCR «mixte» ou & la CMS indéterminée.

Les classes CMS et leurs principales caractéristiques sont présentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification CMS et corrélations phénotypiques. Adapté de Guiney et al., 2015

Classe CMS (%)

1: “Immune”’

2 : Canonique

3 : Métabolique

4 : Mésenchymateux

14% 37% 13% 23%
Phénotypes
MSS/MSI
. Phénotype mixtes, faible .
Altérations Phenotype '\"5" MSS, forte altération Phenotyp,e MSS’ forte
(e hyperméthylation R . altération
génétiques - altération chromosomique :
des ilots CpG . chromosomique
chromosomique et
hypométhylation
des flots CpG
Statut KRAS/BRAF BRAF muté KRAS muté
Forte Fort infiltrat
Signature Fort infiltrat Activation voie déréaulation fibroblastique,
transcriptomique immunitaire WNT et MYC regua activation de la voie
métabolique . N
TGF-B, angiogenése
Bon pronostic en . .
Mauvais pronostic
absence de \
) . . . apres rechute (ou
. . metastase, mais Pronostic Pronostic .
Pronostic / Survie . . i . P quand métastase) et
mauvais intermédiaire intermédiaire . k
. mauvaise survie
pronostic quand
. globale
métastase

De plus, les caractéristiques moléculaires des CCR sont différentes en fonction de la

latéralité colique (cblon droit versus colon gauche et rectum) et celle-ci impacte a la fois le

pronostic et la réponse aux biothérapies anti-EGFR et anti-VEGF comme suggére par des

données récentes issues d’essais cliniques de phase 3. Trente-cing % des CCR sont localisés a

droite et cette localisation est associée a un mauvais pronostic (\Venook et al., 2016 ; Loree et
al., 2018) (Figure 7).
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Patient’s Patient’s .
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Overall worse prognosis* Overall better prognosis*

Ascending
colon

Déscending

T CIMP-high TMesenchymal (CMS4)
1BRAF colon T Canonical (CMS2), distally
T MSI-high 17P53

TMSIimmune tumours (CMS1) TAPC

T Metabolic tumours (CMS3)
(TKRAS)

Figure 7. Schéma récapitulant I'nétérogénéité et le continuum des changements observés dans
les CCR en fonction de la latéralité colique. D’apres Derrek et al., 2019

La détermination de la classification CMS est difficilement réalisable en routine clinique,
car elle nécessite la mise en place de techniques colteuses de biologie moléculaire a haut débit
suivies d’analyses bio-informatiques complexes. Cependant, cette classification devrait
permettre d’établir des signatures prédictives de 1’efficacité de thérapies conventionnelles et
ciblées dans des cohortes multicentriques de patients atteints de CCR. En revanche, la
classification histo-pronostique des CCR, couplée a la détermination du statut microsatellitaire
(MSS/MSI) et mutationnel (KRAS/BRAF) sont la base de la prise en charge thérapeutique des
patients. Ces deux aspects, classification histo-pronostique et prise en charge thérapeutique des

CCR, sont développés ci-dessous.

I.5 Classification anatomopathologique des CCR
11.5.A) Sous-types histologiques

La classification anatomopathologique des CCR repose sur la classification de I’OMS 2019
(5°™ édition). La grande majorité des CCR (80 & 90%) sont des adénocarcinomes sans autre
spécificité (NOS) qui sont de structure cryptique, classes en fonction du degré de ressemblance
avec la muqueuse colique normale. Ainsi, un adénocarcinome NOS peut-étre dit: bien
differencié (35% des CCR), moyennement différencié (60% des CCR) et peu différencié (15%
des CCR) (Figure 8A-C). Environ 10% a 20% des CCR sont des adénocarcinomes mucineux
ou colloides, ou plus de 50% de la tumeur est constituée de larges flaques de mucus (Figure

8E). Les autres sous-types histologiques plus rares de CCR sont : le carcinome médullaire
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(Figure 8D), le carcinome indifférencié, le carcinome a cellules indépendantes dites en bague a
chaton (Figure 8F) et le carcinome mixte (Symonds & Vickery, 1976 ; Marzouk & Schofield,
2011). Ces derniers sous-types histologiques ont la particularité d’étre de phénotype MSI
préférentiellement (Kakar & Smyrk, 2005 ; Lanza et al., 1999).

Figure 8. Principaux sous-types histologiques d’adénocarcinome (ADK) colique. Coloration
standard Hématoxyline-éosine-safran (HES). A- ADK NOS bien différencié (MSS) ; B- ADK
NOS moyennement différencié (MSS) ; C- ADK NOS peu différencié (MSI) ; D- ADK
d’architecture médullaire (MSI) avec de nombreux TIL entre les cellules tumorales (IEL-TIL,
pointes de fleches dans encart x400) ; E- ADK colloide ou mucineux (MSS) ; F- carcinome a
cellules indépendantes dit a cellules en bague a chaton. (encart x400). (barre : 250mm). *: ilot
lymphoide au front d’invasion de la tumeur (D et F).

23



11.5.B) Facteurs histopronostiques

Outre le sous-type histologique, les facteurs histo-pronostiques sont nécessaires a préciser
par le pathologiste afin de guider la prise en charge thérapeutique. Il s’agit du grade de
différenciation de la tumeur, de la présence ou non d’emboles vasculaires et d’engainements

péri-nerveux, du stade pTNM («Pathological Tumor Node Metastasis»).

Ce stade pTNM selon la derniére classification UICC (8¢ édition) repose sur la profondeur
d’infiltration de la tumeur dans la paroi colique (T), la présence de métastase ganglionnaire
proche de la tumeur (N) et la présence de métastase extra-ganglionnaire (M). Cette
classification permet un groupement des lésions en stades allant de O a IV qui sont détaillés ci-

dessous et illustres dans la figure 9.

Stade 0 : I’adénocarcinome est dit in situ ou intra-épithélial (pTis), car la tumeur ne dépasse
pas la lamina propria (pTis NO MO).

Stade | : la tumeur dépasse la muqueuse et atteint les couches musculaires (musculeuse) de la

paroi colique ou rectale (pT1-2 NO MO).

Stade 11 : la tumeur atteint toutes les couches de la paroi colique, de la muqueuse a la séreuse,

sans atteinte des ganglions mésentériques (pT3-T4 NO MO).
Stade 111 : les ganglions mésentériques sont envahis par la tumeur (quel que soit le T).

Stade IV : métastases viscérale ou bien a distance de la tumeur, majoritairement dans le foie

ou les poumons.

Actuellement, I’infiltrat lymphocytaire T, évalué grace a I’immunoscore sur lequel nous
reviendrons dans le chapitre Ill, est considéré comme un autre facteur histopronostique

important a prendre en compte dans les CCR, selon la classification de I’OMS 5™ édition.
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Figure 9. Représentation schématique des stades de CCR

I.6 Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique d’un patient atteint de CCR est conditionnée par le stade
pTNM de la maladie, les facteurs histopronostiques, le phénotype MSS ou MSI, le statut
mutationnel des génes KRAS et BRAF mais aussi par d’autres facteurs tels que I’age, le statut
de performance et les co-morbidités du patient. Selon les recommandations du thesaurus
national de cancérologie digestive (TNCD), les CCR non métastatiques (stade O-111) sont
réséqués endoscopiquement (cancers superficiels) ou chirurgicalement. Une chimiothérapie
adjuvante est préconisée pour les stades Il a haut risque et les stades Ill. Les stades 1V
métastatiques bénéficient, en plus d’une chimiothérapie, des thérapies ciblées anti-EGFR (en
fonction du statut mutationnel KRAS/BRAF) et anti-VEGF. La figure 10 illustre les différentes
thérapies, détaillées ci-dessous, en fonction du stade pTNM.
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Stade 0 - Résection endoscopique / chirurgicale

- Résection endoscopique seule

Stadell

- Résection chirurgicale
- Chimiothérapie adjuvante en cas des facteurs de
mauvais pronostic : carcinome indifférencié, 4ge (< 70 ans),...
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- Chimiothérapie adjuvante a discuter
- Radiothérapie cancer du rectum

Figure 10. Représentation schématique des différentes thérapies proposées pour la prise en
charge des CCR en fonction du stade pathologique. Adapté de Lecomte et al., 2019

1.6.A) La chirurgie

La résection chirurgicale de la tumeur primaire, en cas de tumeur résecable, est la pierre
angulaire dans la prise en charge thérapeutique des CCR, thérapie curative quel que soit le stade
de la maladie. La mortalité post-chirurgicale est inférieure & 1%, avec une morbidité inférieure
a 5% (abces, fistules). L’objectif de la chirurgie est d’obtenir une résection de la tumeur
primitive, avec des marges de c6lon sain, et des ganglions lymphatiques régionaux, aussi appelé
curage ganglionnaire. Différents types de résection, conditionnés par la vascularisation et le
drainage lymphatique, sont a distinguer en fonction de la localisation tumorale (Lecomte et al.,
2019) :

- Colectomie droite qui consiste a retirer (exérése) la derniére anse iléale (intestin gréle)
et le c6lon droit puis a relier I’iléon au colon transverse (anastomose iléo-colique ou
iléo-transverse).

- Colectomie angulaire gauche : exérese du colon descendant avec anastomose colo-
colique emportant I’artére colique supérieure gauche.

- Sigmoidectomie : exérése du cdlon sigmoide avec anastomose colorectale.

- Colectomie totale : ablation totale du cdlon

- Amputation abdomino-périnéale si la tumeur localisée au niveau du rectum envahit le

sphincter.
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La récidive apres résection d'un cancer du colon reste un probleme majeur ; elle survient
durant les 3 premieres années qui suivent le traitement curatif dans environ 80 % des cas
(Manfredi et al., 2006). La récidive peut étre locale (colorectale) ou a distance (métastase
hépatique ou pulmonaire). En cas de suspicion de CCR de stade IV, la prise en charge
thérapeutique dépend de la localisation et du nombre de foyers de meétastases. Celle-ci peut
inclure une exérése chirurgicale en monobloc combinée a des stratégies thérapeutiques
adjuvantes utilisant de(s) molécule(s) administrée(s) apres la chirurgie, afin de prévenir les
récidives (thérapies adjuvantes), ou avant la chirurgie, afin de réduire la taille de la tumeur et

rendre possible sa résection chirurgicale (thérapies néo-adjuvantes).

11.6.B) La chimiothérapie et la radiothérapie

Les molécules pharmacologiques les plus utilisées actuellement en France dans la prise
en charge thérapeutique des CCR sont : le 5-Fluoro-uracile (5-FU), I’irinotécan, 1’oxaliplatine
ou I’association 5-FU / oxaliplatine (Folfox) (Dekker et al., 2019 ; Lecomte et al., 2019). Le 5-
FU est un antimétabolite, analogue de la pyrimidine, dont les dérivés métaboliques sont
toxiques pour les cellules en prolifération. L’incorporation du 5-FU dans les cellules tumorales
induit un arrét du cycle cellulaire et I’apoptose. L’irinotécan est un inhibiteur de la
topoisomérase |, enzyme qui génere des cassures simple brin transitoires afin de permettre la
réplication de I'ADN. L’inhibition de la topoisomérase I induit I’arrét du cycle cellulaire et la
mort des cellules. L’oxaliplatine inhibe la réplication de ’ADN en induisant des liaisons
covalentes entre 2 guanines (G) adjacentes d’un brin d’ADN. En tant que thérapie adjuvante,
la chimiothérapie a base de fluoropyrimidine améliore la survie au stade I1l réséqué et dans un
sous-groupe de CCR de stade Il (par exemple, pT4 a haut risque, peu différencié).

La radiothérapie n’a pas d’indication dans le cancer du c6lon du fait de la proximité du
colon avec d’autres organes, qui pourraient étre endommagés apres exposition aux radiations.
De ce fait, la radiothérapie ne concerne que certains adénocarcinomes du moyen et/ou du bas
rectum de stade I11 ou IV en thérapie néo-adjuvante ou elle est mieux tolérée. Pour les cancers
du rectum localement avancés, la radiothérapie peut étre combinée a la chimiothérapie ; cette
stratégie est connue pour réduire le risque de récidive locale mais son effet sur la survie globale

reste a démontrer (Ma et al., 2017).
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11.6.C) Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées sont administrées en combinaison avec les molécules de
chimiothérapie dans les CCR métastatiques (Bennouna et al., 2017). Ces thérapies utilisent
majoritairement des anticorps monoclonaux ciblant spécifiqguement une protéine ou une voie
de signalisation impliquée dans la tumorigenese. Les anticorps monoclonaux les plus utilisés
sont : le bévacizumab (avastin) anticorps dirige contre le VEGF (facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire) (Bennouna et al., 2017), impliqué dans le mécanisme de néo-
angiogenése (Carmeliet 2005) ; le cétuximab dirigé contre ’"EGFR (récepteur du facteur de
croissance épidermique), impliqué dans la croissance tumorale (Singh & Coffey, 2014).
D’autres thérapies ciblées, utilisant des inhibiteurs de kinases tels que le régorafénib, sont
préconisées dans les CCR métastatiques réfractaires a la chimiothérapie adjuvante ou palliative
(Lecomte et al., 2019).

En plus du ciblage thérapeutique des cellules tumorales, de nouvelles thérapies dirigées
contre d’autres composants du microenvironnement tumoral, en particulier la modulation du
systeme immunitaire pour combattre les cellules cancéreuses, appelée immunothérapie, s'est
récemment révélée tres prometteuse. Le prochain chapitre présente le microenvironnement
tumoral dans les CCR, plus particulierement sa composante immunitaire et les mécanismes
d’immunogénicité de la tumeur. Nous reviendrons sur I’immunothérapie dans les CCR plus en

détail dans le chapitre 111.3.
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lll. Le microenvironnement tumoral dans les cancers colorectaux

Le cancer a eté considéré pendant longtemps comme une collection de cellules cancéreuses
relativement homogeénes. 1l est désormais considéré comme un tissu complexe composé d’une
matrice extracellulaire et de plusieurs types cellulaires distincts, présents dans le stroma de la
tumeur, avec lequel les cellules tumorales établissent ce qu'on appelle le microenvironnement
tumoral (MET) (Hanahan & Weinberg, 2011). Le MET est un partenaire a part entiére du
développement ou de la régression tumorale qui exerce un impact important sur la maladie. En
effet, I'évolution de nombreuses tumeurs solides, y compris le CCR, est influencée par des
interactions complexes et dynamiques entre la tumeur et son microenvironnement, qui
comprend de nombreux facteurs spécifiques aux tissus, différentes cellules non malignes et des
anomalies génétiques de la tumeur (Bissell & Radisky, 2001). Les différents types cellulaires
du MET qui contribuent de maniére significative a la biologie de la tumeur sont mentionnés
dans la figure 11 et leurs fonctions pro ou anti-tumorales dans les CCR sont résumées dans le

tableau 2.
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Figure 11. Schéma général de la composition du microenvironnement tumoral. Adapté de
Fernandes et al., 2018
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Tableau 2. Role des différents types cellulaires du MET dans les CCR

Types cellulaires ggl'l":'l:?’r';? Role dans les CCR (réfénces bibliographiques)
T cytotoxique (Tc) Anti-tumoral. Facteur de bon pronostic pour la
T auxiliaire de survie des patients car stimule la présentation
type 1 (Th1) antigénique et induit la mort des cellules tumorales
1-3
Pro-tumoral. Les cytokines sécrétées dans le MET
Th2 N . )
n'impacte pas la survie des patients#
Lymphocyte T
Th17 Pro-tumoral. Facteur de mauvais pronostic?
Suppriment les réponses Th1 et Tc1. La présence
T régulateur (Treg) |de Treg est associée & un meilleur pronostic dans le
CRC, mais facteur de mauvais pronostic dans
d'autres types de tumeurss7
La fDrrpe mature est Anti-tumoral. Correlation avec une évolution
nommee clinique positive dans les CCR; facteur de bon
Lymphocyte B plasmocyte pronostic®
B
e Anti-tumoral. Facteur de bon pronostic, associé a
& une meilleure survie des patients, mais présente
une capacité limitee d'infiltration du MET (peu de
Cellule NK NK) dans les CCR®-10.
Macrophage Anti-tumoral.  Favorise  l'inflammation  tout  en
< de type 1 (M1) induisant la mort des cellules tumorales'?
Macrophage Macrophage Pro-tumoral. Favorise limmunosuppression,
de type 2 (M2) l'angiogenése. Facteur de mauvais pronostic’2
DC plasmacytoide |Rdle pro- ou anti-tumoral trés controversé, en
O (pDC) fonction des signaux du MET. Favorisent la
présentation antigénique et l'initiation d'une réponse
. DC fi I immunitaire anti-tumorale13-14 ou inhibent
Cellule dendritique conventionnel |y, tivation des lymphocytes T Th1/Tc1 et favorisent
(DC) (cDC) la progression tumorale?s
' Pro-tumoral. Augmente l'expression des facteurs
immunosuppresseurs. Un fort infiltrat en MDSC
frne activées corréle avec des stades TNM trés avancés
Cellule n_welcude des COR1E
Suppressive (MDSC
N
; .—-_"_",:... . Pro-tumoral. Facteur de mauvais pronostic.
S— Favorise la migration cellulaire. Considéré comme
Fibroblasteassocié un marqueur prédictf de la récidive des CCR
aux cancers (CAF) appartenant a la CM3417
- i = Pro-tumoral : une forte vascularisation au front
\?ﬁ a Cellule d'invasion dans les CCR est directement associée &
endothéliale la présence de meétastases, a la récidive et a la
Péricytes X mortalité des patients1s-12
=

1-Calon et al.,2015 ; 2-Zhu et al.,2010 ; 3-Tosolini et al.,2011 ; 4-Housseau et al.,2016 ; 5-Salama et al.,2009 6-Frey et
al.,2010 ; 7-Fridman et al., 2017 ; 8-Berntsson et al.,2016 ; 9-Sandel et al.,2005 (a) ; 10-Sconocchia et al.,2014 ; 11-
Chanmee et al.,2014 ; 12-Martinez et al.,2014 ; 13-Nagorsen et al.,2007 ; 14-Dadabayev et al.,2005 ; 15-Sandel et
al.,2005(b) ; 16-Vasquez-Dunddel et al.,2013 ; 17-Karagiannis et al.,2012 ; 18-Raza et al.,2010 ; 19-Mezheyeuski et al.,
2016
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Dans le CCR, I’¢équipe de Jérome Galon a démontré qu’un fort infiltrat en LT mémoires
(CD3"CD45R0") et cytotoxiques (CD3*CD8") est de bon pronostic car associé a une survie
globale prolongée des patients (Pages et al., 2005 ; Galon et al., 2006 ; Ogino et al., 2009 ;
Fridman et al., 2012). De ces différentes observations est né le concept de 1I’«immunoscore»
qui permet d’évaluer la composante immunitaire du MET et de déterminer la densité de ces
deux populations lymphocytaires dans la tumeur et a son front d’invasion. La valeur
pronostique de I’immunoscore et d’une signature Th1/Tcl a été démontrée dans les CCR

(Galon et al, 2006 ; Tosolini et al., 2011), celle-ci étant considérée comme supérieure a la
classification TNM (Mlecnik et al., 2011). De maniere intéressante, un fort immunoscore a été
mis en évidence, non seulement dans les CCR MSI mais aussi dans un sous-groupe de CCR
MSS (Mlecnik et al., 2016). De plus, un nombre élevé de mutations dans les cellules tumorales

correle avec une forte infiltration immunitaire, indiquant qu’une forte immunogénicité pourrait
induire une meilleure réponse immunitaire dans les CCR (Mlecnik et al., 2016 ; Giannakis et
al., 2016) et aussi dans le cancer du poumon (Rosenthal et al., 2019). La valeur pronostique de
I’immunoscore a été confirmée dans d’autres tumeurs solides telles que le mélanome, le cancer
du poumon et de la prostate (Angell et al., 2020). De plus, I’'immunoscore est actuellement
envisagé comme un test prédictif de la récidive tumorale (y compris dans les CCR de stade 1),
ce qui permettrait de stratifier les patients et d’identifier ceux qui seraient susceptibles de

bénéficier de traitements adjuvants (Pages et al., 2018).
A présent, intéressons-nous aux relations entre le MET immunitaire et les cellules tumorales.

Les relations entre les cellules tumorales et la composante immunitaire du MET ont été
initialement décrites par Paul Ehrlich en 1909. Il proposait le postulat suivant : “‘sans [’effet
protecteur du systéme immunitaire, le cancer serait assez fréquent dans les organismes a
longue durée de vie’’. Ce postulat a été repris par Thomas L. & Burnet F. en 1959 proposant
I’hypothése de I’'immunosurveillance tumorale selon laquelle : ““une cellule normale acquérant
des mutations oncogénes peut étre éliminée par le systéme immunitaire qui fonctionne comme
une barriére initiale majeure a la progression de la tumeur’’. En ce temps-la, I’hypothése de
I’immunosurveillance a été soutenue par une meilleure compréhension du systéme immunitaire
combinée a la démonstration de I'existence d'antigenes tumoraux. Cependant, les interactions
entre les cellules tumorales et le systeme immunitaire sont beaucoup plus complexes qu'on ne
le pensait. A ce jour, il est clairement établi que le systtme immunitaire exerce des effets

contradictoires sur le développement tumoral dans plusieurs tumeurs solides dont les CCR

31



(Ferrone et al., 2010) : d’une part, un effet anti-tumoral grace notamment a 1’activation de
certains sous-types cellulaires tels que les LT de type Thl/Tcl (Tableau 2) ; d’autre part, un
effet pro-tumoral ou I’inflammation chronique crée un MET favorable a la croissance et a
I’invasion tumorale. Ainsi, la théorie de I’immunosurveillance a laiss¢ place a celle de
I'immunoédition qui met l'accent sur la double action du systéme immunitaire dans le
développement tumoral, théorie majoritairement étudiée dans des modeéles murins (Dunn et al.,
2002). Dans les CCR chez I’homme, I'immunoédition est confirmée par I’observation de
I’association entre la progression de la maladie (stade pTNM) et le changement dans la
composition de I’infiltrat immunitaire au sein de la tumeur ou certains types cellulaires créent

un MET immunosuppresseur (Galon et al., 2006) (Figure 12).

PD-1/PD-L @

CTLA4
e \T cel

itumor immunity
Elimination —— Equilibre —=— Echappement

Immunosuppression

f Néo-antigénes associés

aux tumeurs ! ! ! !

Epits};?rllium = Hyperplasie S A‘:)éé':i’;“e = A‘:i::i’:e == Carcinome
APC/ KRAS TP53
B-Catenin /BRAF

Figure 12. L’immunoédition au cours de la carcinogenése classique dans les CCR. Adapté de
Fletcher et al., 2018
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1.1 L'immunoédition

L’immunoédition définit les relations entre les cellules tumorales et le systeme immunitaire
selon 3 phases détaillées ci-dessous et schématisées dans la figure 12 dont : 1’élimination,

1’équilibre et 1’échappement (Dunn et al., 2002).

Ill.1.A) La phase d’élimination

L’élimination, phase la mieux décrite, est considérée comme une version actualisée de
I’immunosurveillance du cancer. Au cours de cette phase, les systémes immunitaires inné et
adaptatif travaillent ensemble pour détecter la présence d’une tumeur naissante afin de la
détruire avant qu’elle ne devienne cliniquement apparente. Les mécanismes qui alertent le
systtme immunitaire d’un développement tumoral ne sont pas complétement elucidés
(Schreiber 2011). Un des mécanismes décrits consiste en un relargage des signaux de danger
(HMGBI, ...) par les cellules tumorales mourantes qui vont étre captés par les cellules
dendritiques (DC) résidentes du tissu. A leur tour, les DC sécrétent des interférons de type |
(IFN 1) dont I’IFN-B qui activent les DC et stimulent la cross-présentation antigénique aux
cellules de I’immunité adaptative (Fuertes et al., 2013) (Figure 13). Ce meécanisme fait
actuellement 1’objet d’un essai clinique pour tester I’efficacité d’une stimulation de la
production d’IFN I en combinaison avec des immunothérapies actuelles (anti-PD1) dans des
plusieurs tumeurs solides et dans les lymphomes non hodgkiniens (Sivick et al., 2018 ; Wilson
et al., 2018 ; Gogoi et al., 2020).

Cellule dendritique
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Figure 13. Hypothese de la modulation des interférons de type I a la réponse spontanée des LT
contre les tumeurs in vivo. Adapté de Fuertes et al., 2013
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Comme toute réponse immunitaire adaptative, la réponse anti-tumorale adaptative
nécessite pour son déclenchement, une cellule présentatrice d’antigene, le plus souvent une
cellule dendritique (Figure 13), présentant des antigenes tumoraux. Le processus de
transformation tumorale produit des antigénes qui peuvent étre reconnus par le systéme
immunitaire. 1l existe deux types d'antigénes tumoraux : les auto-antigenes partagés par les
cellules tumorales et les cellules normales, mais surexprimés ou anormalement modifiés
(modification post-traductionnelle) dans les cellules tumorales, et les néo-antigénes mutés qui
sont uniques a chaque tumeur (Schumacher & Schreiber, 2015). De récentes études de
séquencage d'exome du génome entier ont identifié une pléthore de mutations dans les tumeurs,
dont certaines sont censées coder des néo-antigénes. Cependant, la plupart de ces mutations
doivent encore étre confirmées comme cibles potentielles d'une immunité spontanée et d'une

réponse immunitaire anti-tumorale (Finn 2017).

I1l.1.B) La phase d’équilibre

La deuxieme phase de I’immunoédition, la phase d’équilibre, correspond a un état dans
lequel le systéme immunitaire empéche la croissance tumorale. Les cellules tumorales
résiduelles, ayant échappé a I’'immunosurveillance, sont maintenues par le systéme immunitaire
dans un état fonctionnel de dormance, un terme utilisé pour décrire les cellules tumorales
latentes qui peuvent résider chez les patients pendant des décennies. Il semble que la phase
d’équilibre soit a 1’origine de la longue période de latence observée depuis 1’événement de la
transformation tumorale jusqu’a la phase d’échappement. La phase d’équilibre s’accompagne
d’une sélection des cellules tumorales non immunogénes qui ont acquis des mutations leur
permettant d’échapper & la surveillance immunitaire, mécanisme aussi appelé
“‘immunosélection’’. De telles mutations se traduisent par: 1) des modifications
transcriptomiques associées a une faible expression des néo-antigénes ; 2) la méthylation de la
machinerie de présentation antigénique et 3) des délétions chromosomiques des zones codant
pour les néo-antigenes comme le suggére 1’étude TRACERX dans les cancers pulmonaires non

a petites cellules (Rosenthal et al., 2019).
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111.1.C) La phase d’échappement

Cette phase se caractérise essentiellement par la capacité des cellules tumorales a
développer des moyens pour contrbler la réponse immunitaire anti-tumorale. Les cellules
tumorales sont capables d’échapper a 1I’immunosurveillance par I’immunosélection ou par
I’immunosubversion. L’ immunosubversion désigne I’ensemble des mécanismes de suppression
de la réponse immunitaire capables d’induire une tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis
de la tumeur. Les différents mécanismes de I’immunosubversion dans les cancers colorectaux

sont présentés ci-dessous.

[11.2 L'immunosubversion

Dans le MET des CCR, divers mécanismes conduisent a la suppression de la réponse
immunitaire anti-tumorale. En plus des mécanismes conduisant a 1’échappement tumoral Cités
ci-dessus, on peut également inclure : 1) le recrutement de cellules immuno-régulatrices telles
que les cellules myéloides suppressives (MDSC), les LT de phénotype régulateur (Treg), les
macrophages de type 2 et d’autres types cellulaires (voir le tableau 2 et la figure 12); 2)
I’altération des voies métaboliques et 3) la surexpression des points de contrdle immunitaire.

Ces différents mécanismes sont présentés succinctement ci-dessous.

111.2.A) Le recrutement de cellules immuno-régulatrices

- MDSC : résultantes de I'exposition de précurseurs myéloides immatures a des signaux
inflammatoires chroniques, comme ceux présents dans le MET (Veglia et al., 2018), elles
présentent une forte capacité a réprimer la réponse immunitaire a travers la sécrétion de
facteurs anti-inflammatoires tels que la prostaglandine E2, I’arginase et les cytokines anti-
inflammatoires (Huang et al., 2006 ; Veglia et al., 2018) (Figure 14). Dans le CCR, leur
présence dans le sang périphérique et dans les tissus tumoraux est associée a des stades trés
avancés de la maladie (Zhang et al., 2013). De plus, chez les patients atteints de CCR
métastatique, un taux élevé de MDSC circulantes prédit la rechute a la chimiothérapie et une

faible survie sans progression (Tada et al., 2016).

- Treg: Paccumulation des Tregs dans le MET des CCR est considerée comme une
conséquence physiologique de 1’établissement d’une réponse inflammatoire anti-tumorale

de type Thl/Tcl permettant d’atténuer et/ou de supprimer I’inflammation Thl/Tcl
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(IJsselsteijn et al., 2019). L’impact pronostique des Treg dans 1’évolution des CCR est trés
controversé. Ceci pourrait s’expliquer par ’existence de deux sous-populations de LT aux
fonctions opposées exprimant, a différent niveaux, le facteur de transcription FOXP3 crucial
pour le développement des fonctions inhibitrices des Tregs (Ono et al., 2007). En effet,
I'activité immunosuppressive des Tregs classiques présentant une forte expression de
FOXP3 est contrebalancée par les propriétés pro-inflammatoires des LT exprimant
faiblement FOXP3 dans les CCR (Saito et al., 2016). Ces deux sous-populations (FOXP3
High versus low) ne peuvent pas étre clairement distinguées en immunohistochimie,
technique couramment utilisée sur des cohortes rétrospectives de CCR, ce qui serait a
I’origine de la controverse sur I’impact pronostique positif des Tregs dans 1’évolution de la

maladie.

111.2.B) L’altération des voies métaboliques

L’altération de différentes voies métaboliques est actuellement considérée comme une
caractéristique des cancers (Hanahan & Weinberg, 2011), comme par exemple, la dérégulation
du métabolisme énergétique qui a été observee pour la premiére fois dans les années 1930, par
O.H Warburg dont le mécanisme porte aujourd’hui le nom. L’effet Warburg met en évidence,
dans les cellules tumorales, la dégradation du glucose en pyruvate puis sa fermentation en acide
lactique, quel que soit le taux d’oxygene du milieu, afin de satisfaire la demande en dérivés
glycosylés nécessaires a la prolifération cellulaire rapide (Vander Heiden et al., 2009). La
libération du lactate dans le MET contribue & son acidification et le rend hostile au bon
fonctionnement des cellules immunitaires (Fischer et al., 2007). En effet, I’activité métabolique
des cellules tumorales peut moduler la composante immunitaire du MET en créant un
environnement compétitif pour accéder aux nutriments clés, a ’exemple du glucose, ou en
produisant des intermédiaires métaboliques nocifs a 1’activation et au bon fonctionnement des
cellules immunitaires (Biswas 2015). En conséquence, les cellules immunitaires
dysfonctionnelles ne parviennent pas a éradiquer les cellules cancéreuses et peuvent tolérer la
croissance tumorale et parfois faciliter le processus métastatique (Guo et al., 2019). L’ensemble

de ces différents mécanismes est représenté dans la figure 14.
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Figure 14. Dérégulation métaboligque des cellules tumorales conduisant a I’immunosubversion.
Adapté de Guo et al., 2019

111.2.C) La surexpression des points de contréle immunitaires

L’activation du syst¢éme immunitaire est finement régulée par des signaux positifs et
négatifs (Olive 2006). Les points de contrle immunitaire sont des récepteurs inhibiteurs
(«immune checkpoints» ou ICP) qui préviennent, diminuent ou empéchent ’activation et les
fonctions effectrices des cellules de I’immunité adaptative et/ou innée (Chen 2004 ; Gordon et
al., 2017). La fixation des ICP a leurs ligands a pour objectif d’empécher une réponse
immunitaire excessive pouvant étre délétére pour les tissus (Sharpe et al., 2007). Ainsi, les ICP
préviennent I’auto-immunité et sont impliqués dans le contrdle de la tolérance (Sharpe et al.,
2007). Une surexpression des ICP caractérise un état d’épuisement des cellules immunitaires,
observée pour la premiére fois au cours d’une infection virale chronique chez la souris, cet état
d’épuisement des cellules immunitaires étant également observé dans les cancers chez I’homme
(Gallimore et al.,1998 ; Zajac et al., 1998 ; Wherry et al., 2015). En effet, les cellules
immunitaires infiltrant la tumeur, plus particulierement les LT (tumor infiltrating lymphocytes
en anglais, “‘TILs"’), expriment fortement les ICP du fait de la persistance antigénique de la

tumeur. A leur tour, les cellules tumorales de différents types de tumeur, incluant le CCR,
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surexpriment les ligands des ICP (Keir et al., 2008). Les ICP les plus étudiés dans les tumeurs
solides sont CTLA-4, PD1, TIM3, LAG3 et TIGIT. Leur expressions, ligands et fonctions sont

précises ci-dessous et schématisés dans la figure 15.
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Figure 15. Principaux ICP et leurs ligands. Adapté de Joosse et al., 2019
(CPA : cellule présentatrice d’antigénes)

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4, aussi appelé CD152) : est un

récepteur membranaire de la superfamille des immunoglobulines (1g) qui présente une

homologie structurelle avec le CD28 connu comme un signal co-activateur des LT
(Brunet et al., 1987). Comme le CD28, CTLA-4 se lie également aux CD80 et CD86

qui sont exprimés a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (Carreno &

Collins, 2002). Le CTLA-4 est exprimé par les cellules dendritiques, les lymphocytes

épuisés et activés dans les ganglions lymphatiques et/ou en périphérie (Brunet et al.,
1987 ; Perkins et al., 1996). Contrairement au CD28, CTLA-4 subit une endocytose

constitutive mediée par des vésicules de clathrine, de telle sorte qu'il soit rapidement

internalisé aprés avoir atteint la surface de la cellule. CTLA-4 régule I’initiation de la
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réponse immunitaire par compétition de fixation aux ligands avec le CD28 (Tivol et al.,
1995 ; Walunas et al., 1996).

PD1 (Programmed death 1, aussi appelé CD279): est un récepteur membranaire
présentant un domaine extracellulaire «IgV-like» responsable de I’interaction du PD1 a
ses ligands, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire responsable de
la transduction des signaux comportant un motif inhibiteur ITIM et un motif ITSM
(Ishida et al., 1992). PD1 posséde deux ligands naturels : PD-L1 (B7-H1) et PD-L2 (B7-
DC) mais ses fonctions inhibitrices ont été majoritairement attribuées a 1’interaction
avec PD-L1 car il est largement exprimé par les cellules hématopoiétiques et non
hématopoiétiques; 1I’expression de PD-L2 étant restreinte aux cellules
hématopoiétiques telles que les macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes B
(Dong et al., 1999 ; Latchman et al., 2001 ; Goldberg et al., 2007). PD1 est rapidement
exprimé apres activation des cellules immunitaires dont les LT et LB, les cellules NK
et d’autres cellules de I’'immunité innée (Agata et al., 1996 ; Yao et al., 2009). Considéré
comme un marqueur de I’activation (Simon & Labarriere 2017a), PD-1 joue un r6le

majeur dans le maintien de la tolérance périphérique au sein des tissus (Fife et al., 2018).

LAG3 (Lymphocyte activation gene-3, aussi appelé CD223) : récepteur co-inhibiteur
membre de la superfamille des 1g. La structure de LAG3 ressemble a celle du CD4 et il
se lie avec une forte affinité au complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH-
I) (Triebel et al., 1990 ; Huard et al., 1995). LAG3 est exprimé a la surface des LT
CDA4+ et CD8+ activeés ainsi que dans une sous-population de cellules NK (Bruniquel
et al., 1998). La liaison de LAG3 au CMH-II entraine une diminution des réponses
antigenes-spécifiques meédiées par les LT CD4+ (Huard et al., 1996). Cependant,
d’autres études montrent que LAGS3 interfere dans la fonctionnalité des LT CD8+
suggérant I’existence d’autres ligands en plus du CMH-II (Hannier et al.,1998 ;
Anderson et al., 2016).

TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein-3, aussi appelé
Hepatitis A Virus Cellular Receptor 2, HAVCR2) : membre de la superfamille des Ig,
initialement identifi¢ comme marqueur des LT CD4 et CD8 sécrétant I’IFNy (Monney
etal., 2002). TIM3 est exprimé par les cellules de I’'immunité adaptative et innée (Chiba
etal., 2012). Il peut &tre membranaire et/ou soluble et possede plusieurs ligands incluant
galectine-9 et Ceacam-1 (Zhu et al., 2015 ; Huang et al., 2016). TIM3 exerce des effets
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autocrine ou paracrine, sa liaison a ses ligands induit une diminution des fonctions
effectrices des cellules immunitaires incluant la baisse de la secrétion de I’IFNy, de I’IL-

2 et des fonctions cytotoxiques (Hastings et al., 2009).

- TIGIT (T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domain) : récepteur de la superfamille
des Ig présentant un domaine inhibiteur ITIM cytoplasmique, il est exprimé par les LT
dont les Tregs et par les cellules NK (Yu et al., 2009). TIGIT se lie au CD155 et CD112
qui sont exprimés par les cellules présentatrices d’antigénes et par des cellules non
hématopoiétiques (Casado et al., 2009 ; Yu et al., 2009). Ces ligands se lient également
a un récepteur stimulateur, le CD226 qui augmente les fonctions effectrices des LT
activés (Bottino et al., 2003), alors que le TIGIT inhibe ces fonctions en ciblant

directement des molécules dans la signalisation du TCR (Lozano et al., 2012).

Dans le cancer chez I’homme, plus particuliérement dans le mélanome, 1’expression du
CTLA-4 et de I’axe PD1/PDL1 sont trés étudiées dans le microenvironnement de la tumeur
(Taube et al., 2012 and 2015). Cependant, dans les CCR, seules quelques données parcellaires
montrent que certains ICP, principalement CTLA-4, PD1/PDL1 et LAG3 sont surexprimés
dans les CCR de phénotype MSI (Llosa et al., 2015 ; Kitsou et al., 2020). Le profil d'expression
des ICP, en relation avec la densité en TIL et le statut microsatellitaire, est encore mal connu
dans les CCR.

En plus des ICP, il existe d’autres marqueurs immunorégulateurs capables d’inhiber
la réponse immunitaire anti-tumorale qui sont connus pour étre surexprimés au sein du MET

comme par exemple :

1) le CD39 est actuellement considéré comme un médiateur de I’immunosuppression dans les
cancers (Allard et al., 2017). C’est une ectonucléotidase qui convertit I’ ATP extracellulaire,
connu pour induire une reponse inflammatoire (Junger 2011), en ADP puis en adénosine en
association avec le CD73 (Schetinger et al.,, 2007). L’adénosine est un puissant
immunosuppresseur des cellules qui expriment les récepteurs A2 et A3 telles que les LT et
les cellules NK (Gessi et al., 2007). Le complexe CD39/CD73 est fortement exprimé par les
cellules tumorales (Bastid et al., 2015) et certaines cellules immunitaires dont une sous-
population de Treg chez I’homme (Borsellino et al., 2007 ; Mandapathil et al., 2009). Par sa
fonction, le complexe CD39/CD73 instaure un microenvironnement immunitaire

suppresseur propice a la croissance tumorale.
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2) I’hétérodimeére inhibiteur NKG2A/CD94 est un récepteur qui se lie a ’'HLA-E, complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) non classique de type Ib (Kaiser et al., 2008). Ce
récepteur inhibiteur est surexprimé par les LT cytotoxiques dans les CCR (Eugene et al.,
2020). Son ligand, ’'HLA-E est également surexprime par les cellules tumorales dans les
CCR MSI et constitue un marqueur de mauvais pronostique pour la survie dans les CCR
(Levy et al., 2008 ; Bossard et al., 2012). La liaison entre 1’hétérodimeére NKG2A/CD9%4 a
I’HLA-E participe a 1’établissement d’'un MET immunitaire suppresseur et contribue ainsi a

I’échappement tumoral.

3) I’'IDO-1 (Indoleamine 2,3-dioxygénase) qui est une enzyme impliquée dans le catabolisme
du tryptophane conduisant a la production de métabolites connus sous le nom de
kynurénines. Des données montrent une surexpression de I’IDO-1 par les cellules tumorales
en comparaison avec les cellules saines chez 1’homme, dans différents types de tumeur,
incluant les CCR (Théate et al., 2015, Ott et al., 2019). Les hypothéses actuelles sont que
cette enzyme participe a I’immunosubversion par 2 mécanismes : 1) elle induit une privation
du tryptophane, acide aminé essentiel a la mise en place des fonctions effectrices des LT ;
2) les métabolites resultants de la dégradation de cet acide aminé ont des effets immuno
modulateurs sur les LT et peuvent contribuer a la différenciation des LT naifs vers un
phénotype Treg (Grohmann et al., 2003 ; Pallotta et al., 2011).

La meilleure compréhension du microenvironnement immunitaire dans le cancer
a conduit au ciblage des points de controle positif et négatif de I’'immunité. Cette approche,
I’immunothérapie, apporte de nouvelles solutions thérapeutiques dans le traitement des
tumeurs solides comme le mélanome et se révéle étre une stratégie thérapeutique prometteuse

mais perfectible dans certains sous-groupes de CCR comme décrit ci-dessous.
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1.3 Les stratégies d’'immunothérapie dans les CCR

111.3.A) Généralités

Selon leur mode d’action sur la réponse immunitaire anti-cancéreuse, les
immunothérapies sont dites ‘‘passive’’ lorsqu’elles consistent & injecter des cellules ou
molécules qui ont une activité anti-tumorale intrinséque, a I’exemple du transfert adoptif
cellulaire qui est développé ci-dessous ; ou “‘active’’ lorsque les cellules ou molécules utilisées
exercent leurs effets anti-tumoraux aprés engagement du systéme immunitaire de 1’héte, a
I’exemple de I’inhibition des ICP ou de la vaccination anti-tumorale (Lesterhuis et al., 2011).
Certaines immunothérapies ciblent spécifiquement quelques antigenes tumoraux bien définis,
alors que d'autres fonctionnent de maniére relativement non spécifique et renforcent les
réponses immunitaires anticancéreuses naturelles ou induites par la thérapie, dont la spécificité

est inconnue et souvent large (vaccination cytokinique) (Galluzzi et al., 2014).

Il existe différentes fagons de stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale, la figure
16 récapitule ces différentes approches qui ciblent le systeme immunitaire inné ou adaptatif.
Nous insisterons sue quelques-unes d’entre elles : 1) I’inhibition des ICP ; 2) la vaccination
anti-tumorale ; 3) le transfert adoptif des LT spécifiques a certains antigénes. Ces 3 axes

représentent une piste prometteuse de I’immunothérapie dans la prise en charge des CCR.
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111.3.A) Inhibition des ICP

La preuve de I’efficacité des inhibiteurs d’ICP (anticorps monoclonaux) a été tout
d’abord démontrée dans le traitement des mélanomes métastatiques réfractaires a la
chimiothérapie (Hodi et al., 2010 ; Robert et al., 2015). Parmi les anticorps dirigés contre les
ICP cités précédemment, seuls les anticorps dirigés contre CTLA-4, PD1 et PDL1 ont recu une
approbation par la FDA, I’équivalent de I’Agence Européenne du médicament aux Etats-Unis,
pour le traitement de différents types de tumeur dont les CCR MSI. L’acces a cette thérapie en
France est encore restreint car I’autorisation de mise sur le marché (AMM) est attendue. Le
tableau 3 récapitule les cancers qui ont recu une approbation de la FDA ou une AMM dans la

prise en charge thérapeutique.

L’immunothérapie induit un réel bénéfice clinique thérapeutique dans certaines tumeurs
solides métastatiques, auparavant difficiles a traiter, telles que le mélanome et le cancer du
poumon (Hodi et al., 2010 ; Gettinger et al., 2018). En France, I'immunothérapie n'est pas
utilisée de facon systématique pour traiter le CCR, mais plusieurs études cliniques sont en cours
pour tester son efficacité. Dans le CCR, I'immunothérapie est préconisée pour les 4 a 5% de
tumeurs MSI associées a une forte charge mutationnelle, ou un traitement par des anti-PD1 ou
par la combinaison anti-PD1 et anti-CTLA4 apporte une réponse durable dans 30 et 70% des
CCR MSI respectivement. Cependant, dans la grande majorité des CCR MSS, les
immunothérapies ne sont pas efficaces (Le et al., 2015 and 2017 ; Overman et al., 2017 ;
Coupez et al., 2020). De plus, plusieurs essais cliniques visant a améliorer la réponse aux
immunothérapies en combinaison avec des inhibiteurs de kinases, tels que le régorafénib, n‘ont
pas atteint leur principal critéere d'efficacité (Eng et al., 2019). Il semble que le faible
recrutement des cellules immunitaires au sein de la tumeur soit un obstacle fondamental a

I’efficacité des immunothérapies (Ganesh et al., 2019).

Tableau 3. Anticorps monoclonaux inhibiteurs des ICP. Tiré de FMC Gastro
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CTLA-4 Tremelimumab  Mésothéliome Astra-Zeneca
Ipilimumab Mélanome en adjuvant et métastatique* Bristol-Myers
(YERVOY®) Squibb

PD-1 Nivolumab Colorectal MSI, carcinome hépatocellulaire, mélanome*, Bristol-Myers
(OPDIVO®) carcinome urothélial, cancer bronchique non a petites Squibb

cellules*, ORL, rénal et Hodgkin

Pembrolizumab Cancers MSI, adénocarcinome cesogastrique, carcinome MSD
(KEYTRUDA®)  urothélial, mélanome*, cancer ORL, cancer bronchique non a
petites cellules

et Hodgkin
PD-L1 Durvalumab Carcinome urothélial Astra-Zeneca
(IMFINZI®)
Atezolizumab Carcinome urothélial, carcinome bronchique non & petites Roche

(TECENTRIQ®) cellules

Avelumab Carcinome urothélial, carcinome Merck Serono
(BAVENCIO®) de Merkel*

* Autorisation en France

111.3.B) Vaccination anti-cancéreuse

La vaccination anti-tumorale connait une remarquable renaissance depuis le succes des
immunothérapies anti- ICP. D’ailleurs, ce succes est souvent associé aux réponses des
lymphocytes T a des néoantigenes dans le cadre préclinique et clinique. Les vaccins autologues,
a base de cellules tumorales irradiées, sont des options d’immunothérapies personnalisées
prometteuses pour les tumeurs solides et hématologiques (Khan et al., 2020). Dans les CCR,
une étude préliminaire a montré qu’un vaccin autologue, composé de cellules tumorales
irradiées et d’une souche de BCG atténuée, stimule la réponse immunitaire anti-tumorale du
patient et réduit le risque de rechute de 61% dans les CCR de stade Il uniqguement (Vermorken
et al., 1999). Un essai clinique de phase I1lb sur plus de 500 patients atteints de CCR de stade

I1 (NCT02448173), avec ce vaccin appelé Oncovax, est actuellement en cours.
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111.3.C) Transfert adoptif

La thérapie cellulaire par transfert adoptif (ACT, adoptive cell therapy) est une autre
forme d’immunothérapie passive dite ‘‘personnalisée’” car elle consiste a : 1) isoler des LT a
partir de la tumeur (TILs), des ganglions drainants et/ou du sang périphérique de patients ; 2)
enrichir in vitro les LT spécifiques des antigénes tumoraux et ; 3) réinjecter ces cellules
amplifiées au patient (Rosenberg et al., 2015) (figure 16). In vitro, les LT peuvent-étre modifiés
génétiquement pour exprimer des récepteurs d'antigénes chimériques (CAR-T) permettant
d’améliorer la reconnaissance antigénique. Dans les CCR métastatiques, cette technique a été
utilisee pour générer des CAR-T specifiques de I’antigéne carcino-embryonnaire (ACE),
biomarqueur des cancers gastro-intestinaux, surexprimeé dans les tissus et le sérum des patients
atteints de CCR (Nap et al., 1988). L’utilisation des CAR-T anti-ACE a fait ’objet de deux
essais cliniques dont un premier, basé sur 3 patients, a eu des effets indésirables séveres
potentiellement mortels (Parkhurst et al., 2011). Un deuxiéme essai clinique de phase I, basé
sur 10 CCR métastatiques en rechute et réfractaires aux thérapies conventionnelles, montre que
plusieurs patients (7/10) ont stabilisé la maladie apres injection des CAR-T anti-ACE
autologues, sans toxicité significative (Zhang et al., 2017). Cependant, I’utilisation des CAR-T
dans le traitement des CCR et d’autres tumeurs solides n’est pas largement recommandée du
fait de la présence d’un microenvironnement tumoral hétérogéne et potentiellement
immunosuppresseur (Ganesh et al., 2019). Afin d’augmenter 1’efficacité du transfert adoptif
par CAR-T dans les tumeurs solides, des études préliminaires montrent qu’il est important de
génétiquement modifier les CAR-T pour sécréter de I’IL-18 qui permettrait le maintien des

fonctions effectrices des CAR dans 1’organisme (Hu et al., 2017 ; Avanzi et., 2018).
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Actuellement, dans les CCR, I'immunothérapie est limitée a un sous-groupe de patients
présentant un profil génétique particulier dit ‘“MSI-high’’, représentant 5% des CCR
métastatiques et caractérisé par une forte charge mutationnelle (Figure 17) (Kather et al., 2017).
L’amélioration de la réponse aux immunothérapies dans les CCR reste un défi primordial
a relever pour les CCR métastatiques de phénotype MSS. Ce défi passe notamment par une
caractérisation profonde du MET, mais également de 1’effet des cellules tumorales sur I’infiltrat
lymphocytaire T. En effet, comme nous 1’avons abord¢ précédemment, les cellules tumorales
sont a l’origine d’une immunosubversion favorable a leur croissance. Plusieurs études
s’intéressent a 1’action des cellules immunitaires sur les cellules tumorales, mais peu d’entre

elles s’intéressent a 1’effet immunomodulateur positif des cellules tumorales sur I’infiltrat

lymphocytaire T.
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Figure 17. Charge mutationnelle en fonction du statut microsatellitaire des cancers colorectaux.
MSI-L : “MSTlow’’ ; MSI-H : ““MSI high’’. Tiré de Kather et al., 2017.

Dans le prochain chapitre, nous nous intéresserons a la voie de I’inflammasome, une
plateforme de I'immunité innée présente dans les cellules épithéliales, potentiel modulateur de
la réponse immunitaire adaptative, qui a actuellement un réle émergent en immuno-oncologie

et immunothérapie (Karan 2018).
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V. L'inflammasome

L'é¢tude de I’immunité innée chez les mammiferes connait une grande renaissance.
Actuellement, I’immunité innée est considérée comme un systeme sophistiqué qui détecte les
signaux de ‘‘danger’’ tels que, les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMP :
«Pathogen-associated Molecular Pattern») ou les signaux de stress cellulaire dérivés de I'h6te
(DAMP : «Danger Associated Molecular Pattern»), tout en restant insensible aux motifs non
‘““‘dangereux’’ (Couillin et al., 2011). L’inflammasome est une plateforme multiprotéique
cytoplasmique, de I’immunité innée. Il est composé dans sa forme “‘canonique’” d’un récepteur
(tels que les NLR ‘“NOD-like receptor’’, détaillés ci-dessous), d une protéine adaptatrice (ASC

généralement) et d’une protéine effectrice la pro-caspase-1.

Il existe plusieurs inflammasomes dont la dénomination et la spécificité dépendent du
récepteur (Jamilloux 2017), le plus étudié et le mieux connu étant NLRP3, que nous prendrons
comme exemple (Figure 18). L’activation du NLR, qui comprend plusieurs domaines, entraine,
sous I’influence de stimuli bactériens ou de danger, son oligomérisation et conduit a la
maturation de la pro-caspase-1 en caspase-1 active. La caspase-1 active effectue a son tour la
maturation protéolytique des cytokines pro-inflammatoires 1’IL-1p (interleukine 1 béta), 1I’IL-
18 (interleukine 18). La caspase-1 active peut d’autre part déclencher une mort cellulaire pro-
inflammatoire distincte de l’apoptose appelée pyroptose, en induisant le clivage de la
gasdermine D (GSDMD) (Martinon et al, 2002 ; Bergsbaken et al., 2009) (figure 18). Les

différents composants de 1’inflammasome et le signal induit sont détaillés ci-dessous.
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IV.1 Les récepteurs de I'inflammasome

Les récepteurs de I’inflammasome font partic de la grande famille des récepteurs de
I’immunité innée regroupés sous 1I’acronyme PRR (Pattern Recognition Receptor, en anglais),
connus pour leurs roles clés dans la reconnaissance microbienne et le contréle des réponses
immunitaires adaptatives (Medzhitov 2001). Les PRRs sont exprimés par les cellules en
premiere ligne de défense telles que les cellules épithéliales des muqueuses (cellules épithéliales
intestinales, pulmonaires et kératinocytes), les monocytes/macrophages, les polynucléaires, les
cellules dendritiques et les cellules de I’immunité adaptative (Franchi et al., 2009).

La premiére famille de PRR identifiée est la famille des récepteurs Toll like (TLR) qui sont
localisés a la membrane cytoplasmique (TLR-1, -2, -4, -5, -6) afin de reconnaitre les pathogénes
extracellulaires, ou bien dans le compartiment endosomal (TLR-3, -8, -9) afin de détecter les
acides nucléiques d’origine pathogéne (Delneste et al., 2007). Les travaux de Bruce Beutler et
Jules Hoffman sur I’activation de la réponse immunitaire par le TLR4 chez I’homme ont été
récompensés par un prix Nobel de médecine et de physiologie en 2011 et ont permis de relancer
la recherche sur les PRRs chez les mammiferes (Imler et al., 2011). Par la suite, d’autres PRRs
ont été identifiés et classés en différentes familles : la famille des récepteurs cytoplasmiques de
type RLR [Retinoic acid-Inducible-Gene I (RIG-I) Like Receptor](Goubau et al., 2013) ; les
récepteurs de type CLR (C type lectin receptor) qui sont transmembranaires ou sécrétés
(Hardison & Brown, 2012); les récepteurs de type NLR (Nucleotide oligomerization
Receptor)qui sont intracellulaires découverts pour leur capacité a activer la caspase-1 (Martinon
et al, 2002) ; ainsi que les récepteurs de type ALR [(Absent in melanoma 2 (AIM-2) Like
Receptor)](Ratsimandresy et al., 2013). La grande diversité dans la localisation des PRRs
permet d’augmenter leur capacité a reconnaitre les PAMPs et DAMPs (Jamilloux & Henry,
2013).

Comme pour beaucoup d’autres mécanismes de I’'immunité innée, il existe une redondance
fonctionnelle entre ces différentes familles de PRRs, par exemple la redondance observée entre
les TLR et RLR (Amit et al., 2009). Dans la majorité des cas, la détection des PAMPs et/ou
DAMPs par les PRRs se traduit par 1’activation de facteurs de transcription tels que NF-kB,
AP-1, Elk-1, ATF2, p53 et des facteurs de régulation de l'interféron (IRF) qui aboutit a la
production de certaines cytokines telles que les IFN de type I, I’'IL-6, le TNF et des chimiokines
(Kim & Choi, 2010 ; Vallabhapurapu & Karin, 2009 ; Battistini 2009). Il est connu que
certaines familles de PRRs telles que les TLR et CLR peuvent fonctionner en coopération pour

activer I’inflammasome via la stimulation de 1’expression de la pro-l1L-1 qui nécessite une
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maturation par la caspase-1 active (Trinchieri & Sher, 2007). Ainsi, seules 2 familles de PRR
(les NLRs et ALRs) sont reconnues comme principaux activateurs de la caspase-1 et sont
décrites ci-dessous (Lupfer et al., 2019). D’autres PRRs de la famille des RLR ont été décrits
comme activateurs de I’inflammasome mais cette étude nécessite confirmation (Poeck et al.,
2010 ; Jamilloux & Henry, 2013) (Figure 19).
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Figure 19. Les PRRs impliqués dans la formation de 1’inflammasome.
Adapté de Caneparo et al., 2018

IV.1.A) Les inflammasomes de type NLRs

Le génome humain abrite 22 genes qui codent pour les NLRs et sont hautement
conservés au cours de I’évolution dans le régne animal et végétal (Lange et al., 2011 ; Maekawa
et al., 2012). Les NLRs se caractérisent par trois principaux domaines structuraux présentant
différentes fonctions :

- un premier domaine dans la partie N-terminale, responsable de la transduction du signal.
Ce domaine permet de classer les NLRs en 3 sous-familles grace aux différents motifs
protéiques dont le motif BIR (Baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeats domain)
comprenant les NLRs de type NAIPs ; le motif PYD (Pyrin Domain) rassemble les NLRPs et
le motif CARD (Caspapse-Recruitment Domain) qui englobe les NLRC (Figure 20). Ces deux
derniers motifs (PYD et CARD) font partie de la superfamille de Death fold domain
initialement identifié sur le récepteur Fas (Itoh & Nagata, 1993).
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Figure 20. Les différentes sous-familles des NLRs. Adapté de Kersse et al., 2011

- un deuxiéme domaine appelé NOD ou NACHT dans la partie centrale, commun a tous les
NLRs. Le domaine NOD est responsable de 1’oligomérisation ATP-dépendante par homologie
de séquence aprés détection d’un ligand activateur (Duncan et al., 2007). Pour éviter
I’oligomérisation spontanée des NLRs, on pense que ces protéines sont maintenues dans un état

inactif par repliement qui est décrit dans les lignes suivantes (Faustin et al., 2007).

- un domaine riche en leucine (LRR, Leucin-Rich Repeats) dans la partie C-terminale. Le
domaine LRR est impliqué dans la détection du ligand et intéragit avec certaines protéines
chaperonnes dont le complexe HSP90/SGT]1 pour stabiliser de 1’état inactif par repliement sur
le domaine NOD, tout en favorisant la capacité des NLRs a détecter les PAMPs/DAMPs
(Martinon & Tschopp, 2005 ; Mayor et al., 2007).

Les ligands activateurs de la famille des NLRs peuvent-étre des motifs bactériens tels que
le peptidoglycane présent sur la paroi bactérienne, la flagelline ou des molécules de stress
cellulaire telles que les dérivés actifs de ’oxygene (ROS), I’ATP extracellulaire. Les acides
nucléiques bactériens et/ou viraux ont été récemment confirmés comme activateurs des
inflammasomes de type NLRs suite a la découverte des protéines DHX33 et DDX19A eux aussi
membres de la superfamille de Death fold domain comme les motifs PYD et CARD de certains
NLRs comme précisé ci-dessus. Ces deux protéines, DHX33 et DDX19A, présentent un
domaine de liaison a I’ADN et peuvent se lier aux NLRs par interaction de leur domaine Death
fold au domaine NOD des NLRs (Mitoma et al., 2013 ; Li et al., 2015).

IV.1.B) Les inflammasomes de type ALRs
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Cette nouvelle famille de PRR, composée de 4 membres chez I’homme, peut former des
inflammasomes fonctionnels car elle comprend I'AIM2 et I'lF116. Ces 2 membres présentent a
leur extrémité N-terminale un motif PYD identique a celui des NLRP (Jin et al., 2012) et
I’extrémité C-terminale présente un domaine HIN200 (hematopoietic interferon-inducible
nuclear protein with a 200-amino-acid repeat) hautement conservé au cours de 1’évolution et
responsable de la détection de I’ADN double brin cytosolique par AIM2 et nucléaire par IFI116
(Fernandes-Alnemri et al., 2009 ; Kerur et al., 2011). Il est a noter que IFI16 et AIM2 sont dans
un état auto-réprimé en I’absence d’un ligand activateur comme pour les NLRs. Dans le cas des
ALRs, I’auto-répression passe par le repliement du domaine PYD sur le domaine de liaison a
I’ADN (HIN200) (Jin et al., 2012). La localisation nucléaire d’ IF116 permet d'initier rapidement
une réponse aux pathogenes nucléaire tels que I'nerpésvirus humain 8 (HHV-8) (Kerur et al.,
2011). Cependant, ce récepteur doit aussi fidelement différencier I'ADN double brin du "soi" et
du "non-soi". Ces mécanismes intrigants passent par 1’activation d'au moins 4 récepteurs IFI116
par de longs fragments d’ADN double brin nu, puis s’ensuit une oligomérisation d'environ 10
IF116, obligatoire pour une activation optimale de I'inflammasome IFI16 (Stratmann et al.,
2015). Le ciblage de I’ADN du soi par IF116 est évité grace a la présence des histones qui
condensent I’ADN de I’hote et ne le laissent pas de long fragment d’ADN nu. D’autres travaux
suggerent que IFI16 est capable d'utiliser la taille de I'ADN double brin nu comme regle
moléculaire pour distinguer le soi du non-soi (Morrone et al., 2014).

IV.1 C) Protéine adaptatrice des ALRs et NLRPs

L’oligomérisation des récepteurs de 1’inflammasome présentés ci-dessus conduit au
recrutement d’une protéine adaptatrice ASC pour les récepteurs dont la partie N-terminale
présente un motif PYD (ALRs et NLRP). ASC est une petite protéine ubiquitaire aussi connue
sous les appellations CARD5, PYCARD ou TMSL. Elle est composée des deux domaines dont
un domaine PYD du c6té N-terminal et un domaine CARD du cété C-terminal (Masumoto et
al., 1999). Elle interagit avec les récepteurs de I’inflammasome (NLRPs et ALRSs) par
homologie de séquence du domaine PYD et permet de recruter la protéine effectrice, la pro-
caspase-1, par interaction du domaine CARD de la caspase-1 détaillée ci-dessous (Srinivasula
et al., 2002). Le mécanisme d’assemblage de ces différents inflammasomes est illustré dans la

figure 21.
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Figure 21. Représentation schématique des inflammasomes NLRP, NLRC et AIM2.
D’aprés Kersse et al., 2011

IV.2 Protéine effectrice de I'inflammasome : la caspase-1

La caspase-1 ou ICE («IL-1 Converting Enzyme») est une protéase de la famille des caspases
inflammatoires, au méme titre que les caspase-4, -5 et -12, chez I’Homme, qui présente un pro-
domaine CARD dans la partie N-terminale (Martinon & Tschopp, 2004). La caspase-1 est la
premiére caspase découverte chez les mammiféres (Kostura et al., 1989), et son réle dans
I’inflammation est bien décrit (Cerretti et al., 1992 ; Thornberry et al., 1992). Comme toutes
les caspases, c’est une protéase a cystéine connue pour cliver ses substrats apres un résidu
Aspartate (Asp) d’une séquence tétra-peptidique bien conservée dans la partie C-terminale de
son substrat, cette propriété catalytique étant caractéristique de la famille des caspases (Scheer
2013). La caspase-1 active est un hétérodimére composé de deux sous-unités de masse
moléculaire d’environ 10kDa (p10) et 20kDa (p20) qui dérivent d’une proforme commune de
45kDa, la pro-caspase-1. Les deux sous-unités sont flanquées de résidus aspartate site

d’activation de I’enzyme par auto-proteolyse (Scheer 2013) (figure 22).

52



L’assemblage supramoléculaire de I’inflammasome conduit au recrutement de la pro-
caspase-1 par homologie de son pro-domaine CARD et celui présent sur la protéine adaptatrice
ASC et/ou de certains NLRC tels que NLRC4 (Coers et al., 2007 ; Abdelaziz et al., 2011). Le
recrutement de la pro-caspase-1 par 1I’inflammasome induit son auto-activation. La caspase-1
active procede au clivage de la pro-IL-1f et de la pro-1L-18, donnant naissance a la forme
mature et biologiquement active de ces deux cytokines qui sont sécrétées par la cellule (Kuida
etal., 1995 ; Lietal., 1995 ; Martinon et al., 2009) (figure 22).

En plus de la maturation de ces deux cytokines (IL-1f et IL-18), substrats majeurs de la
caspase-1 présentés dans les prochains paragraphes, la caspase-1 active peut également induire,
par des mécanismes pas complétement élucidés impliquant les gasdermines, une mort cellulaire
nommee pyroptose (Frantz et al., 2003). Mais les stimuli qui induisent I'activation de la caspase-
1 et le clivage de la pro-1L-1p et la pro-1L-18 n'entrainent pas forcément la pyroptose (Saleh &
Green, 2007). L’apparition de la pyroptose semble dépendre de la formation d’un complexe
appelé «pyroptosome» issu de I’oligomérisation de la protéine ASC indépendamment de
I’inflammasome (Fernandes-Alnemri et al., 2007). De facon simpliste, un faible taux de
caspase-1 active peut induire la maturation des cytokines pro-inflammatoires sans conduire a

la pyroptose (figure 22).
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Figure 22. Fonctions effectrices de la caspase-1 aprés activation par 1’inflammasome. Adapté
de Platnich & Muruve, 2019
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IV.3 Les substrats de la caspase-1

Des études récentes de 1’équipe de Maya Saleh ont rapporté 1’existence de plusicurs
autres substrats de la caspase-1 incluant les protéines chaperonnes, impliquées dans la
modulation du cytosquelette et des enzymes de la voie de la glycolyse (Shao et al., 2007). Dans
les sous-sections suivantes, nous nous focaliserons sur les cytokines clivées par la caspase-1

(IL-1pB, IL-18) et le mécanisme conduisant a la pyroptose.

IV.3.A) L’interleukine 1 béta (IL-1.)

L’IL-1p est un médiateur important de la réponse inflammatoire produit par plusieurs
types cellulaires principalement les macrophages activeés, les cellules NK, cellules dendritiques
et les polynucléaires (Lopez-Castejon & Brough, 2011). Il est impliqué dans divers mécanismes
tels que : le recrutement des leucocytes au site inflammatoire, il peut agir sur le systéme nerveux
central en induisant de la fievre et de la fatigue, et il favorise I'expression de facteurs pro-
angiogéniques et d’autres cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-6) (Dinarello 2009).
L’expression de I’IL-1f est finement régulée : en effet, la transcription de la pro-IL-1p est
dépendante de la voie NFkB ; la sécrétion de I’'TL-1p mature nécessite un clivage par la caspase-
1 active sous I’influence de I’inflammasome car, I’'TL-1 ne possede pas de peptide signal, ne
peut pas utiliser la voie classique d’exocytose. Ainsi, il existe un découplage entre les niveaux
de transcription de la pro-1L-1p et de sécrétion de I’IL-1p mature (Jamilloux & Henry, 2013).
De plus, I’activité de I’'TL-1p mature peut-étre régulée par un récepteur leurre IL-1RII soluble
ou membranaire dépourvu de domaine intracellulaire incapable d’induire la transduction du

signal médié par I’IL-1p (Colotta et al., 1993).

IV.3.B) L’interleukine 18 (IL-18)

Initialement identifiée comme un inducteur de I’IFNy (Nakamura et al., 1989), I’L-18
est une cytokine pro-inflammatoire qui participe : a la polarisation des LT vers un phénotype
Th1/Tcl, en association ou non avec 1’IL-12 et d’autres facteurs (Okamura et al., 1995 ; Kohno
et al., 1997), a I’activation des cellules NK (Hunter et al., 1997) mais également a 1’activation
d’autres types cellulaires tels que les macrophages, les cellules épithéliales, endothéliales ou les
fibroblastes (Gracie et al., 2003). Comme I'IL-1p, I'lL-18 est synthétisee sous forme d’un
précurseur inactif intracellulaire (pro-1L-18, 24kDa) nécessitant un clivage par la caspase-1 (IL-

18 mature, 18kDa) pour étre sécrétée car dépourvue de peptide signal (Gracie et al., 2003).
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Contrairement a I’'IL-1B, le précurseur de I’'TL-18 est constitutivement exprimé par les
monocytes sanguins, les cellules épithéliales de 1’ensemble du tractus gastro-intestinal, les

kératinocytes et quasiment toutes les cellules épithéliales chez ’homme a I’état physiologique

(Puren et al., 1999).

La transduction du signal de 1’IL-18 apres fixation a son récepteur de faible affinite,
I’IL-18Ra, induit le recrutement de la sous-unité IL-18RP qui permet la formation d’un
complexe de forte affinité (IL-18/IL-18Ra/IL-18Rp), responsable de la transduction du signal
via les domaines TIR des récepteurs qui se lient a MYDS88, ce qui aboutit a ’activation de la
voie NFkB et a un signal pro-inflammatoire (figure 23). Quasiment toutes les cellules de
I’organisme expriment la chaine o du récepteur a 1’IL-18 (IL-18Ra) mais toutes n’expriment
pas la chaine B (IL-18Rp), a I’exemple des cellules mésenchymateuses. En I’absence de la
chaine B la fixation de I’IL-18 & la chaine o seule n’induit pas des signaux pro-inflammatoires
(Dinarello et al., 2013). La transduction du signal de 1’IL-18 via le complexe de forte affinité
induit également 1I’augmentation des transcrits codant pour le facteur de transcription T-bet qui
contrble entre autre la production d’IFNy par différentes cellules de I’immunité innée et

adaptative (Szabo et al, 2000 ; Bachmann et al, 2007).

D’autre part, I’'IL-18 peut étre négativement régulée par un récepteur leurre, 1’IL-18BP
(IL-18 «binding proteiny), produit constitutivement, qui se lie a I’IL-18 avec une forte affinité
et blogue son effet biologique (Figure 23) (Novick et al., 1999 ; Kim et al., 2000).
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IV.3.C) Les gasdermines (GSDM)

Les gasdermines constituent un ensemble de protéines aux fonctions diverses,
exprimées par différents tissus et types cellulaires (Feng et al., 2018), initialement identifiées
dans le tractus gastro-intestinal et dans le derme, ce qui a conduit a la dénomination ‘‘gas-
dermin”’ (Sacki et al., 2000). Chez I’homme, il existe 6 gasdermines différentes dont la
gasdermine -A (GSDMA), -B (GSDMB), -C (GSDMC), -D (GDSMD), -E (GSDME) et
DFNB59 ou PJVK. Une fonction émergente des GSDM est leur capacité a induire la mort
cellulaire et I'inflammation. En particulier, la GSDMD, considérée actuellement comme un
substrat de la caspase-1, semble jouer un rdle dans la signalisation de I’inflammasome et la

pyroptose (Feng et al., 2018).

A Texception du DFNBS59, toutes les gasdermines comportent deux domaines
hautement conservés (Aglietti & Dueber, 2017). Un domaine auto-inhibiteur dans la partie C-
terminale qui se lie au domaine effecteur dans la partie N-terminale (Ding et al., 2016). La
liaison auto-inhibitrice de la partie C-terminale est levée apres clivage protéolytique par les
caspases inflammatoires dont la caspase-1. Ainsi, le domaine effecteur des GSDMs peut se lier
aux composants lipidiques de la membrane cellulaire et former des pores qui permettront le
relargage des cytokines effectrices de la caspase-1 (IL-1 et IL-18) (Ding et al., 2016 ; Liu et
al., 2016). La formation des pores dans la membrane cellulaire peut conduire a la pyroptose,
caractérisée par un gonflement des cellules, une condensation nucléaire, une rupture de la
membrane cellulaire et la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p et IL-18) et de
DAMPs (Jorgensen & Miao, 2015 ; Man & Kanneganti, 2016) (Figure 24).

La relation entre la pyroptose et le cancer est complexe, les effets de la pyroptose sur le
cancer varient en fonction du contexte génétique et de I’organe impliqué. D'une part, la
pyroptose peut inhiber I'apparition et le développement des tumeurs ; d'autre part, en tant que
type de mort cellulaire pro-inflammatoire, la pyroptose peut participer a 1’établissement d’un
MET propice a la croissance des cellules tumorales et ainsi favoriser la progression de la
tumeur. En outre, I'induction de la pyroptose tumorale est également considérée comme une
cible potentielle dans la prise en charge thérapeutique des cancers (Xia et al., 2019 ; Fang et
al., 2020).
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IV.4. U'inflammasome dans I’'homéostasie colique et les maladies inflammatoires

chroniques de I'intestin (MICI)

Bien que I’inflammasome ait été beaucoup décrit et étudié dans les cellules immunitaires
(cellules dendritiques et macrophages), des études récentes, chez la souris, montrent que les
cellules épithéliales intestinales possédent des inflammasomes (NLRC4, NLRP3, NLRP6 par
exemples), qui peuvent s’activer en réponse a des agents pathogénes, afin de renforcer la
fonction de barriere de la muqueuse colique (Knodler et al., 2014 ; Sellin et al., 2014). Par
exemple, I'inflammasome NLRP6, présent dans des cellules sentinelles de la base de la crypte,
lorsqu’il est activé par des ligands bactériens de certains TLR, s'est récemment révélé étre un
régulateur majeur de la sécretion de MUC2 par les cellules caliciformes voisines, ce qui permet
I’expulsion des bactéries dans le gel de mucus et maintient ainsi 1’homéostasie intestinale

(Birchenough et al., 2016).

Dans la muqueuse colique humaine, les cellules épithéliales expriment la pro-caspase-1
et la pro-1L-18, qui peuvent étre rapidement maturées par des stimuli bactériens ou de danger
(Jarry etal., 2011). Cependant, I’IL-13 n’est pas détectée dans les cellules épithéliales normales

isolées de biopsies coliques humaines, alors qu’elle est produite et sécrétée par les cellules
57



mononucléées isolées du chorion (Daig et al., 2000). La sécrétion de 1’TL-18 pourrait avoir un
effet protecteur sur la muqueuse colique, car elle permet 1’élimination des bactéries et des virus
via I’activation des lymphocytes T, la production d’IFNy et donc d’une réponse Thl/Tcl
(Kaplanski 2018). Chez la souris, selon les modéles étudiés (souris déficientes la plupart du
temps), I’TL-18 a un effet soit protecteur des lésions de colite, soit délétere (Dupaul-Chicoine
etal., 2010 ; Siegmund 2010). De toute évidence, I’effet biologique de 1’'TL-18 en général et sur
la muqueuse colique en particulier, est probablement dépendant de son environnement

cellulaire et cytokinique et du type cellulaire la produisant (Kaplanski 2018) (Figure 25).
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Figure 25. Effet de I’'TL-18 sur la barriére épithéliale colique. D’aprés Siegmund 2010

De nombreuses études montrent qu’une dérégulation de la réponse inflammatoire est
associée aux maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) que sont la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique. Pour ces deux pathologies, les hypothéses actuelles
proposent que les Iésions de la muqueuse intestinale sont la résultante d'une réponse
immunitaire innée derégulée déclenchée par des antigenes microbiens (Fiocchi 1998 ; Nagler-
Anderson 2001 ; Brazil et al., 2013). Notamment, les différentes études sur le réle de
I’inflammasome dans les MICI donnent des résultats qui semblent contradictoires
(Tourkochristou et al., 2019). Plusieurs études ont montré que tous les composants de
I’inflammasome (NLRP3, taux sérique d’IL-1p et d’IL-18) sont surexprimés chez les patients

atteints de MICI (Ludwiczek et al., 2005 ; Lazaridis et al.,2017 ; Ranson et al., 2018). De plus,
58



la sécrétion d’IL-18 mature et d’IFNy, analysées dans un modéle ex vivo de culture d’explants
de muqueuse inflammatoire de patients atteints de maladie de Crohn, peut étre subordonnée a
la caspase-1 dans un sous-groupe de patients (Jarry et al., 2015). A I’inverse, d’autres études
montrent que des mutations/délétions de NLRP3 sont associées a la phase active des MICI
(Bauernfeind et al., 2012 ; Neudecker et al., 2017) et que des mutations d’un autre type de
récepteur de I’inflammasome, NOD2, sont a I’origine d’une susceptibilité accrue de développer
la maladie de Crohn (Hugot et al., 2001 ; Ogura et al., 2001 ; Cuthbert et al., 2002). Il est
possible que dans I'avenir, les patients atteints de MICI puissent bénéficier de nouvelles
approches thérapeutiques stimulant le systeme immunitaire inné protecteur (Gersemann et al.,
2012).

IV.5 L'inflammasome dans les cancers coliques

Alors que de nombreuses études montrent 1I’implication des inflammasomes dans les
pathologies infectieuses, inflammatoires et auto-immunes, leur rble dans la progression
tumorale et dans la biologie de la cellule cancéreuse, beaucoup étudié sur des modéles animaux,
est trés controversé et mal connu. Leur role chez I’homme, en particulier dans le CCR, est trés

mal connu.

De nombreuses éetudes utilisent un modéle murin de cancer associé a une colite pour
étudier le réle de I’inflammasome dans la carcinogénese colique (modele CAC : «Colitis-
Associated Cancer»). Ces souris développent un cancer du c6lon aprés administration de
dextran-sulfate de sodium (DSS) provoquant des lésions inflammatoires intestinales (colite) et
d’un carcinogeéne, 'azoxyméthane (AOM) (Parang et al., 2016). Le modéle AOM/DSS est
souvent utilisé dans des souris déficientes en composants de I’inflammasome tels que : la
caspase-1, le NLRP3, le NLRC4, AIM2 et ASC, dont les effets sur la tumorigenése sont
résumés dans le tableau 4, qui montre des effets inverses selon le composant de I’inflammasome
étudié. Ces effets contradictoires pourraient étre expliqués par le fond génétique différent des
souris étudiées et par la différence de composition en flore intestinale (Karki et al., 2017 ;
Pandey 2019). Il faut noter que ce modele AOM/DSS, s’il est considéré comme un modele
mimant la carcinogenese associée aux MICI chez I’homme (représentant 0.4% des CCR)
(Jensen et al., 2006), ne peut pas étre considéré comme un bon modele d’étude du CCR

sporadique chez ’homme.

Tableau 4. Role de certains composants de I’inflammasome sur la progression tumorale dans le
modele murin AOM/DSS
59



Déficience en composants CTRIEIES WL ne! 105 el Références
P le modéele AOM/DSS avec
de ’inflammasome une déficience versus bibliographiques
AOM/DSS sans deficience
AIM27 Augmentée Wilson JE et al., 2015 ;
Man et al., 2015
NLRP3" Accrue / Aucun changement | Zaki et al., 2010a; Allen et al.,
2010 ; Hu et al., 2010
NLRP6™" Augmentee Normand et al., 2011
NLRC4™ Accrue / Aucun changement | py et al., 2010 : Allen et al., 2010
Zaki et al., 2010a ; Allen et al.,
ASC™ Diminuée 2010 ; Dupaul-Chicoine et al.,
2010 ; Williams TM et al., 2015 ;
Wilson JE et al., 2015
« n n , Zaki et al., 2010a; Allen et al.,
CASP17CASP11 Augmentee 2010 ; Dupaul-Chicoine et al.,
2010 ; Hu et al., 2010
IL-187" Augmentée Zaki et al., 2010b ; Salcedo et al.,
2010
IL-1p" Aucun changement Wilson JE et al., 2015

*la caspase-11 est une caspase inflammatoire retrouvée chez la souris uniquement qui présente
des fonctions redondantes a celles de la caspase-1

Chez I’homme, peu d’études concernent 1’expression des différents composants de
I’inflammasome et leur r6le pronostique potentiel dans les CCR. Une étude, basée sur les profils
d’expression transcriptomiques de certains NLRP/NLRC en utilisant des données issues de la
base du Cancer Genome Atlas (TCGA) ainsi que des fragments de tumeur et colon normal
apparié, montre une perte d’expression de NLRP3, NLRC3, NLRC5, AIM2 dans la tumeur,
corrélée a la progression tumorale pour NLCR3 et AIM2 qui seraient des facteurs pronostiques
potentiels dans le CCR (Liu et al., 2015). En ce qui concerne la caspase-1 et I’'TL-18, les données
sont trés parcellaires. Des polymorphismes dans le promoteur de 1’IL-18 semblent étre un
facteur de risque de développer un CCR (Nikiteas et al., 2007). De plus, I’IL-18, étudiée au
niveau ARN et protéine par immunohistochimie, est sous-exprimeée dans les CCR métastatiques
(Pages et al., 1999). Enfin, I’'IL-18 semble étre un marqueur pronostique dans certaines tumeurs

solides dont le mélanome, mais pas dans le CCR (Gil & Kim, 2019).

Certains composants de I’inflammasome et ses cytokines effectrices, en particulier I’axe
caspase-1/1L-18 pourraient moduler la réponse immunitaire dans le CCR et constituer une cible

potentielle permettant d’activer ou de restaurer une réponse anti-tumorale.
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Dans les cancers colorectaux, tumeurs hétérogénes sur le plan moléculaire et
immunitaire, les interactions entre les cellules tumorales et le microenvironnement
immunitaire, en particulier les TILs, jouent un réle majeur étant donné I’impact pronostique des
TILs cytotoxiques et mémoires, et d’une signature Th1/Tcl évaluée jusqu’a présent par une
approche transcriptomique. Cependant, cette réponse immunitaire anti-tumorale peut étre
contrecarrée par différents mécanismes inhibiteurs dont la surexpression de récepteurs
inhibiteurs (ICP), conduisant a son inefficacité et donc a I’échappement des cellules tumorales
a I’immunosurveillance. Des stratégies d’immunothérapie bloquant les ICP, bien que
prometteuses dans les CCR, ont un bénéfice significatif dans les CCR MSI mais pas dans les
CCR MSS, les plus fréquents.

Il est donc nécessaire de rechercher 1) des biomarqueurs prédictifs de la réponse
Th1/Tcl facilement utilisables en routine clinique et prédictifs de la réponse aux
immunothérapies, et 2) de déterminer des molécules ou voies de signalisation susceptibles de
réactiver une réponse immunitaire déficiente dans certains CCR, un candidat potentiel étant
I’inflammasome, considéré actuellement comme pouvant jouer un réle important en immuno-
oncologie et immunothérapie. L’inflammasome est une plateforme moléculaire dont 1’axe
caspase-1 / IL-18 fait le lien entre immunité innée et adaptative (Th1/Tcl). L’équipe a montré
précédemment que les cellules épithéliales coliques humaines normales possedent un
inflammasome qui peut, selon le contexte, jouer un role dans ’homéostasie de la muqueuse ou
le déclenchement d’une réponse inflammatoire de type Th1. Ainsi, la cellule épithéliale colique
peut étre considérée comme une cellule immunomodulatrice capable d’activer les cellules
immunitaires avoisinantes. Dans le cancer du c6lon, le statut de 1’inflammasome dans les
cellules tumorales et son role potentiel dans la modulation d’une réponse anti-tumorale Th1/Tcl

n’est pas connu.

Les travaux rapportés dans cette these, effectués chez 1’homme, sont basés sur
I’exploitation multiparamétrique de la biocollection de CCR établie par la tumorotheque du
CHU de Nantes, en collaboration avec les chirurgiens digestifs, les oncologues et les
pathologistes. La mise en place d’un réseau de cliniciens et de chercheurs a permis, a partir de
fragments de tissu fais, de développer un modeéle ex vivo de culture d’explants de tumeur, qui

maintient les interactions entre cellules tumorales et TILs et permet des études fonctionnelles.

Les objectifs de cette these, réalisée au sein de 1’équipe 3 de 1I’Unité INSERM U1232,

en partenariat avec I’ Institut Roche, étaient de :
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- Evaluer si Thet, facteur de transcription impliqué dans la différenciation terminale des
lymphocytes T effecteurs de type Th1/Tcl et facilement analysable et quantifiable par
immunohistochimie/analyse d’images, pouvait récapituler la réponse IFNy dans les CCR

; et rechercher son impact pronostique et prédictif (article 1).

- Préciser le profil d’expression des récepteurs inhibiteurs sur les TILs par cytométrie en
flux aprés dissociation mécanique des CCR et leur implication dans I’inhibition de la
réponse IFNy en utilisant le modéle de culture d’explants de CCR (article 1 et annexe de

I’article 1)

- Caractériser le statut et la fonctionnalité de I’inflammasome des cellules tumorales en se
focalisant sur ’axe caspase-1/IL-18, en relation avec la densité en TILs Th1/Tcl (TILs
T-bet+), leur réponse IFNy et le statut microsatellitaire des CCR, dans une cohorte
rétrospective et une cohorte prospective de CCR permettant une analyse fonctionnelle sur

culture d’explants et sur TILs isolés de CCR.

Ce projet a été soutenu par I’Institut Roche a travers le dispositif CIFRE (Convention
Industrielle de Formation par la REcherche) et par la Ligue contre le Cancer Grand Ouest (CD
44, 22, 53).

63



RESULTATS

64



Objectifs et résumé de I'article 1

Les données de la littérature montrent clairement le réle pronostique de la réponse
Th1/Tcl, appréhendée par une approche transcriptomique (Galon et al, 2006 ; Mlecnik et al.,
2011 ; Tosolini et al., 2011). En outre, cette réponse Th1/Tcl serait un facteur prédictif de la
réponse aux immunothérapies, au moins dans le mélanome (Grasso et al., 2020). Cependant

cette approche transcriptomique n’est pas facilement utilisable en routine clinique.

L’objectif de ce travail était d’évaluer si le marqueur T-bet, facteur de transcription des
lymphocytes Th1/Tcl, pouvait récapituler la réponse Th1/Tcl dans les CCR et de rechercher
son influence pronostique et prédictive, par immunohistochimie suivie d’une quantification par
analyse d’image. Cette approche permettrait d’avoir un marqueur robuste facilement utilisable

en routine clinique.

Cette étude était basée sur une exploitation multiparamétrique rétrospective de la
biocollection de CCR du CHU de Nantes et sur le développement, a partir de tissus frais de
CCR inclus prospectivement, d’un modele 3D de cultures d’explants de CCR a court terme. Ce
modéle, qui maintient les interactions fonctionnelles entre les cellules tumorales et
immunitaires du MET, permet : 1) de quantifier la réponse Th1/Tc1 en dosant I’IFNy dans les
surnageants de culture et 2) d’examiner ex vivo I’effet des immunothérapies anti-PD1 sur
I’amplitude de la réponse IFNy. Ces deux paramétres étaient corrélés a la densité et au
phénotype des TILs, aux caractéristiques histopathologiques des CCR et a leur statut

microsatellitaire.

Nos résultats montrent que le facteur de transcription T-bet, dont I’expression est
facilement mesurable sur coupes entiéres, est un biomarqueur pronostique quel que soit le statut
microsatellitaire des CCR. T-bet semble également étre un biomarqueur prédictif de la réponse
IFNy, du moins ex vivo sur le modele de cultures d’explants de CCR. Par consequent, ces
résultats montrent que ce marqueur, assez simple d’utilisation en routine clinique, peut
récapituler laréponse Th1/Tcl dans les CCR. Une étude en collaboration avec le Pr Ghiringhelli
(INSERM UMR 1231, Dijon) est en cours pour évaluer la pertinence de T-bet comme marqueur
predictif de la réponse aux immunothérapies dans une cohorte de CCR ayant participé a un
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essai clinique de phase I-II multicentrique testant I’efficacité d’une chimiothérapie de type

FOLFOX associée au Durvalumab (anti-PDL1) dans les CCR métastatiques en deuxieme ligne.

Ce travail montre également les avantages de ce modéle préclinique de culture
d’explants de CCR pour étudier I’efficacité de différents agents pharmacologiques et
notamment des immunothérapies, en fonction des caractéristiques de la tumeur et de son

microenvironnement immunitaire.

Les resultats de cette étude dans laquelle je suis co-premier auteur ont été publiés dans

la revue Oncoimmunology en 2019.
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ABSTRACT

Purpose: The recent success of anti-PD1 antibody in metastatic colorectal cancer (CRC) patients with
microsatellite instability (MSI), known to be associated with an upregulated Th1/Tc1 gene signature,
provides new promising therapeutic strategies. However, the partial objective response highlights
a crucial need for relevant, easily evaluable, predictive biomarkers. Here we explore whether in situ
assessment of Thet+ tumor infiltrating lymphocytes (TILs) reflects a pre-existing functional antitumor
Th1/Tc1/IFNy response, in relation with clinicopathological features, microsatellite status and expression
of immunoregulatory molecules (PD1, PDL1, IDO-1).

Methodology: In two independent cohorts of CRC (retrospective n = 80; prospective n = 27) we assessed
TiLs density (CD3, Thet, PD1) and expression profile of PDL1 and IDO-1 by immunohistochemistry/image
analysis. Furthermore, the prospective cohort allowed to perform ex vivo CRC explant cultures and measure
by Elisa the IFNy response, at baseline and upon anti-PD1 treatment.

Results: The density of Thet+ TILs was significantly higher in MSI CRC, especially in the medullary
subtype but also in a subgroup of MSS (microsatellite stable), and positively correlated with PD1 and
PDL1 expression, but not with IDO-1. Finally, a high number of Tbet+ TILs was associated with
a favorable overall survival. These Tbet+ TILs were functional as their density positively correlated
with basal IFNy levels. In addition, the combined score of Thet+ PD1+ TILs coupled with IDO-1
expression predicted the magnitude of the IFNy response upon anti-PD1.

Conclusion: Altogether, immunohistochemical quantification of Thet+ TILs is a reliable and accurate tool to
recapitulate a preexisting Th1/Tc1/IFNy antitumor response that can be reinvigorated by anti-PD1 treatment.
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Introduction or Mismatch Repair deficient (MMRd) CRC have been
expected to be potential candidates for anti-PD1/PDLI ther-
apy due to a dense and vigorous immune microenvironment
related to a higher mutation load compared with
Microsatellite Stable (MSS) CRC.'™'' The results of the
first proof-of-concept study,'” and of the current multicenter
phase II clinical trial (Checkmate 142) testing the anti-PD1
monoclonal antibody, nivolumab, in a larger cohort of meta-
static CRC patients, have validated the concept that targeting
this host immune checkpoint leads to significant objective
and durable response in MSI CRC patients, contrasting with
a very low response in MSS CRC."? Based on this promising
clinical response, the FDA recently approved nivolumab for

Cancer immunotherapy, consisting on the modulation of the
immunosuppressive tumor microenvironment using antibo-
dies targeting immune checkpoints such as the PD1/PDL1
axis, has changed the landscape of treatment strategy in
diverse advanced tumors including colorectal cancer
(CRC). Programmed Death Ligand 1 (PDL1) plays an
important role in the inhibition of T-cell mediated immune
response, mostly CD8+ cytotoxic T cells, via engagement of
the PD1/PDLI1 axis,' leading to tumor immune escape and
progression in several malignancies.”® The success of
immune checkpoint blockade is dependent on the immuno-
genicity of the tumor.””” Thus, MicroSatellite Instable (MSI)
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the treatment of patients with MSI metastatic CRC.
However, responses to PD1 blockers appear to be uneven
in these “immunogenic” MSI tumors, with 70% of
nonresponders'” and only few MSS patients enrolled. Thus,
these results remain perfectible, requiring a better under-
standing of the determinants of response to these therapies
to identify new “fine tuned” predictive biomarkers, a critical
challenge to manage MSI but also MSS CRC patients.

Multiple studies in murine models have clearly demon-
strated the critical role of interferon gamma (IFNy), the cano-
nical Th1/Tcl (T helper 1/type I cytotoxic T lymphocytes)
cytokine, in coordinating the anti-tumor immune response by
enhancing tumor cell immunogenicity and facilitating tumor
recognition and elimination by lymphocytes. Indeed, the
engagement of the TCR of tumor-infiltrating T lymphocytes
(TILs) - CD8+ (Tcl) but also CD4+ (Thl) - through recogni-
tion of a specific tumor antigen/MHC complex induces the
release of IFNy that contributes to the recruitment of effector
cells and coordinates the process of innate and adaptive anti-
tumor immune respons.es.l‘H7 In humans, compelling evi-
dence also suggests the major role of a Thl/IFNy immune
profile in CRC immunosurveillance. Indeed, based on gene
expression profiling, a positive correlation has been found
between the expression level of both IFNy and Tbet - the
hallmark Thl transcription factor that controls the expression
of IFNy -, as well as other genes associated with Thl adaptive
immunity, and an improved prognosis,'®'” irrespective of the
microsatellite status of the tumor." However, at the same time,
IFNy can compromise anti-tumor immune response by trig-
gering a feedback inhibition loop. Indeed, IFNy is known to
induce the expression by tumor resident cells of immune
suppressive molecules such as PDL1 which interacts with the
inhibitory receptor PDI on TILs*** as well as IDO-1
(Indoleamine 2, 3 dioxygenase),22 both able to suppress local
effector T-cell function. This dual effect of IFNy can explain in
part the positive correlation between the IFNy/Thl gene sig-
nature in pretreatment tumor biopsies and the objective
responses to PDL1 or PD1 blockade across a wide variety of
solid tumors including MSI CRC.** ¢

Altogether, these clinical results suggest a major role of
a preexisting IFNy/Th1 tumor gene signature to predict both
a favorable clinical outcome and the success of the anti-PD1/

PDL1 immunotherapies. However, gene expression profile
analyses in daily clinical practice are rarely performed due to
some limitations, and the development of simpler and faster
methods should be considered. Tbet is well known as a Th1-
specific transcription factor required for the generation of
CD4+ Th1 T cells, but also controls the generation of cyto-
toxic CD8+ effector T cells (Tcl) and directly activates IFNy
gene transcription.””*® Therefore, the assessment of the den-
sity of Tbet+ TILs by immunohistochemistry in clinical
practice could recapitulate this in situ Th1/Tcl/IFNy anti-
tumor immune response and predict both prognosis and
response to immunotherapy.

To investigate this hypothesis, we performed a multipara-
metric analysis of the immune microenvironment of CRC,
using a combination of quantitative immunohistochemistry
and functional analysis on ex vivo explant cultures of CRC,
based on two independent cohorts of CRC patients. We
assessed the density of Tbet+ TILs in relation with i) the
clinicopathological and molecular features of CRC, ii) the
expression level of immunoregulatory molecules (PD1,
PDL1, IDO-1), and iii) the IFNy response measured in CRC
explant culture supernatants, at baseline and upon PD1 block-
ade, in relation to the expression level of immunoregulatory
molecules.

Results
Clinicopathological and molecular features of patients

Two independent cohorts of CRC patients were explored in this
study: a retrospective cohort (n = 80, cohort 1) and a prospective
cohort (n = 27, cohort 2) (Figure 1). For the purpose of this
study, the retrospective cohort was enriched in medullary carci-
nomas due to their high density of TILs. Patient and tumor
characteristics of these two cohorts are summarized in Table 1.
In cohort 1, the majority of MSS CRC corresponded to well/
moderately differentiated adenocarcinoma except one case clas-
sified as medullary carcinoma. MSI CRC, regardless of their
histological subtypes, exhibited the features usually described
in this group of CRC, including a majority of right side tumors,
preferentially observed in women and elderly patients. Out of the
41 MSI CRC, 39 were sporadic cases, two patients had Lynch

Retrospective cohort 1
80 primary surgically resected CRC :
21 MSI medullary CRC, 20 MSI non medullary
CRC and 39 MSS CRC

A4

Prospective cohort 2
27 primary surgically resected CRC
with available fresh tumor

A4

» Immunohistochemistry/image analysis of :
- CD3+, Tbet+, PD1+ TILs,
- PDL1+, IDO-1+ tumor and immune cells

» Prognostic relevance

Figure 1. Study design.

» Explant cultures of CRC
» Assessment of [FNy secretion (Elisa) at
baseline and upon PD1 blockade, in
relation with :
- density of Tbet+, PD1+ TILs
- expression profile of immuno-
regulatory molecules (PDL1, ID0O-1)
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Table 1. Patients and tumor characteristics.
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Cohort 1 (n = 80)

Cohort 2 (n = 27)

MSI MC MSI non-MC MSS N (%) MSS
(n=21) (n =20) (n =39) n=23
N (%) N (%) N (%) MSIn =4
Age
Mean (range) 76.2 (35-95) 77.2 (61-89) 66.4 (44-87) 65.4 (34-88)
Gender
Male 8 (38.1) 5(25) 22 (56.4) 15 (56)
Female 13 (61.9) 15 (75) 17 (43.6) 12 (44)
Tumor site
Right colon 18 (85.7) 16 (80) 12 (30.8) 8 (30)
Transverse colon 2 (9.5) 2(10) 5(12.8) 0
Left colon 0 2 (10) 19 (48.7) 16 (59)
Rectum 0 0 3(7.7) 3(11.1)
Small intestine 1(4.7) 0 0 0
Tumor size
(cm) mean (range) 7.52 (4-11) 6.1 (3-10) 5.03 (1.5-10) 4.9 (1.6-10)
Histological subtype
Adenocarcinoma NOS:
well/mod differentiated 8 (40) 30 (77) 18 (66.7)
poorly differentiated 0 2 (5) 3(11.1)
Mucinous 10 (50) 4(10.2) 5(18.5)
Medullary 21(100) 0 1(2.5) 0
Polymorph 2 (10) 1(2.5) 0
Serrated 0 1(25) 13.7)
pTNM stage
| 2 (9.5) 0 6 (15.4) 1
I 11 (52.5) 7 (35) 15 (38.6) 3
n 6 (28.5) 9 (45) 10 (25.5) 18
\% 2 (9.5) 4 (20) 8 (20.5) 5
Mutational status
WT 8/19 (42.1) 6/18 (33.3) 15/29 (51.7) 10/27 (37)
RAS mutant 1719 (5.2) 3/18 (16.6) 11/29 (37.9) 14/27 (51.9)
BRAF mutant 10/19 (52.6) 9/18 (50) 2/29 (6.9) 3/27 (10.3)
NI/ND 2/21 (9.5) 2/20 (10) 11/39 (28) 0

WT: wild-type; NI: not interpretable; ND: not done.

syndrome. The prospective cohort included 23 MSS and 4 MSI
CRC. MSS CRC included 18 well/moderately differentiated ade-
nocarcinoma, 1 poorly differentiated adenocarcinoma, 3 muci-
nous and 1 serrated adenocarcinoma. MSI CRC included two
poorly differentiated and two mucinous adenocarcinomas.

The density of Tbet+ TiLs is high in MSI and in a subgroup
of MSS CRC

In cohort 1, the density of CD3+ and Tbet+ TILs was hetero-
geneous among CRC. MSI CRC contained a significantly
higher number of Tbet+ TILs compared with MSS CRC
(Figure 2(a-d)). Among MSI CRC, no significant difference
was observed between MC and non-MC CRC (Figure 2(c-d)).
Taking into account the Tbet/CD3 ratio, the density of Tbet+
TILs remained significantly higher in MSI than in MSS CRC
(Figure 2(e)). The same results were observed in the prospec-
tive cohort 2 (Fig. S1). Interestingly, within MSS CRC of cohort
1, 12.8% (5/39) exhibited a high Tbet/CD3 ratio (mean 13.2% *
14 vs 32% * 04 in other MSS; Mann-Whitney test,
p < 0.0001), exceeding the mean ratio of MSI CRC (8.8%)
(Figure 2(e)). This subgroup of MSS CRC with a high Tbet/
CD3 ratio corresponded to moderately differentiated adenocar-
cinomas NOS (n = 3), or mucinous adenocarcinomas (n = 2),
mainly of early stage (2 stage I, 2 stage Il and 1 stage IV), of the
left colon (n = 4) and the majority of them were BRAF or RAS
wild type except 1 harboring a RAS exon 2 mutation. In the
entire cohort 1 and 2 of MSS CRC, the Tbet/CD3 ratio was

quite similar between wild-type and BRAF or RAS mutated
MSS CRC (10.5% vs 12%).

Finally, we found a significant correlation between the den-
sities of CD3+ and Tbet+ TILs in CRC (Figure 2(f)), with the
strongest correlation, observed in MSI CRC (r 0.76, p < 0.0001
for all MSI CRG; 0.72, p < 0.0003 in MC and 0.76, p < 0.0001 in
non-MC), but also observed in MSS CRC (r 0.46, p 0.002)
especially those with a high Tbet/CD3 ratio (r 1, p 0.01). The
correlation between CD3+ TILs and Tbet+ TILs in MSI and
MSS CRC was also observed in the prospective cohort 2
(Fig. S2).

The density of Tbet+ TiLs is an independent prognostic
factor for overall survival

Due to the previously reported favorable prognostic impact of
the Th1/Tcl gene signature in CRC,'® we then analyzed the
prognostic influence of the density of Tbet+ TILs in the retro-
spective cohort of CRC (cohort 1). After a 5-year follow-up, 29
patients had died (36.25%), and 20 exhibited a disease progres-
sion (25%). In univariate analysis, age (HR 1.05, p 0.008), pTNM
stage IV (HR 3.41, p 0.001), and density of CD3+ (cut-off >
591.6/field; HR 0.43, p 0.02) or Tbet+ TILs (median value, > 40/
field, HR 0.42, p 0.03) influenced the 5-year overall survival
(OS). However, the microsatellite status (MSI, HR 1.86, p 0.1),
the density of PD1+ TILs (irrespective of the cut-off value), or
the expression of IDO-1 by tumor cells (HR 0.48, p 0.09) did not
influence the OS. In multivariate analysis using the cox
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Figure 2. Density of CD3+ and Thet+ TILs in CRC of cohort 1. (a) (b) Representative examples of an MSI medullary carcinoma infiltrated by numerous CD3+ or Thet+
TILs (x 200 magnification). (c) (d) Density of CD3+ or Thet+TILs depending on the microsatellite status and the histological subtypes of CRC. The arrow indicates the
MSS medullary carcinoma in each graph. (e) Percentages of Thet+ TILs among CD3+ TILs in CRC depending on the microsatellite status and histological subtypes. (f)
Correlation between CD3+ and Tbet+ TILs (Spearman correlation test). Asterisks indicate the statistical significance between subgroups of CRC (Mann-Whitney test;

**p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001). Bars indicate mean + SD.

Table 2. Multivariate analysis in the whole cohort of patients (Cox regression
model).

Variables HR q p-value
pTNM stage IV vs. others 4.52 1.91;10.7 0.0006
Age 1.06 1.01;1.12 0.012
MSI vs. MSS 213 0.9;5.04 0.08
Density of Thet >40/field 0.31 0.13;0.75 0.009
Density of CD3 > 591/field 0.72 0.3,1.74 0.466

HR: Hazard Ratio; CI: Confidence Interval

regression model and taking into account the confounding fac-
tors (age, stage, the density of Tbet+ TILs (median value) and
microsatellite status), the density of Tbet+ TILs was an indepen-
dent favorable prognostic factor (Table 2). The Kaplan Meier

curves shown in Figure 3(a) confirmed the prognostic value of
the density of Tbet+ TILs (threshold = 2nd quartile, median
value) in terms of 5-year OS in the whole cohort but also in MSI
and MSS subgroups (Figure 3(b, c)).

Expression profiles of immunoregulatory molecules
(IDO-1, PDL1, and PD1) among CRC

IDO-1 expression profile among CRC

In the normal colonic mucosa, IDO-1 was only expressed in
some rare mononuclear cells and endothelial cells
(Figure 4(a)). In CRC, IDO-1 was aberrantly expressed by
tumor cells (Figure 4(b)), and also by some endothelial
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Figure 3, Five-year overall survival rates depending on the density of Thet+ TILs (Kaplan Meier curves; cut-off: median value = 40/field = high or < 40 = low) in the
whole (a) cohort 1 of patients, in MSI (b), or in MSS (c) patients. The Logrank test was used to determine p-values.

cells. In only 1 CRC, IDO-1 was also expressed by immune irrespective of the microsatellite status, and without any
cells (Figure 4(c)). This aberrant expression profile of IDO- difference between MC and non-MC among MSI CRC

1 by tumor cells was observed in about 40% CRC, (Figure 4(d)).
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Figure 4. Expression profile of IDO-1 among CRC. (a) In the normal colonic mucosa, epithelial cells do not express IDO-1. (b) In some CRC, tumor cells aberrantly
express IDO-1. (c) In rare CRC, IDO-1 was expressed by immune cells (x 200 magnification). (d) The percentage of IDO-1-positive CRC (score = 1 in tumor cells) was

similar in MSI (MC and non-MC) and in MSS CRC.

PDL1 expression profile among CRC

In the normal colonic mucosa, PDL1 expression was exclu-
sively observed in some subepithelial macrophages of the
lamina propria (Figure 5(a)). In CRC, in contrast to IDO-1,
PDL1 expression was extremely heterogeneous among and
within CRC. Representative PDL1 expression profiles are
shown in Figure 5(b-g). Three expression patterns were
observed: absence of PDL1 expression (17.5%), focal
expression (51%) or diffuse expression (31%) (Table S1).
PDL1 expression by tumor cells and immune cells (TC +
IC) was preferentially observed in MSI CRC (78%), espe-
cially in MC (90%), compared with MSS CRC (46%)
(Figure 6(a,b)). In order to precise the expression profile
of PDLI, we investigated separately its expression on tumor
cells and immune cells. PDL1-positive tumor cells were
exclusively observed in MSI CRC, preferentially in MC
frequently exhibiting a strong and diffuse expression pat-
tern, often associated with PDL1+ immune cells (Figures 5
(c) and 6(c-d)). In MSI non-MC, PDL1 expression always
exhibited a focused pattern (scores 1 to 3) characterized by
clusters of PDL1-positive tumor cells localized at the inter-
face with the stroma, especially at the invasion front (Figure
5(e)). We then assessed the possible relation between the
strong tumor cell pattern of PDL1 expression observed
exclusively in MC and their mutational profile, since some
in vitro experiments demonstrated a possible regulation of
PDL1 expression by tumor cells through activation of the
MEK/ERK pathway due to oncogenic driver mutations
(PDL1-mediated innate immune resistance).”’ Although

the number of PDL1+ MC was higher among mutated
(66%, 8/12) than wild-type tumors (33%), the difference
was not statistically significant (p 0.17, Fisher exact test).
PDLI1 expression by immune cells was observed in almost
the same proportions in MSI and MSS CRC, a finding
contrasting with the tumor cell pattern
(Figure 6(e)). PDL1+ immune cells most often surrounded
tumor cell nests, in aggregates or in bands, at the invasive
front but also in the center of the tumor (Figure 5(g)). The
majority of these PDL1+ immune cells expressed CD163
(Figure 6(g)), an activation marker of M2-type Tumor-
Associated Macrophages (TAM).*>*!

By comparing the expression profiles of PDL1 and
IDO-1 among CRC (Table 3), no significant association
was found (p 0.5; Fisher exact test). We then assessed the
relation between PDL1 or IDO-1 expression profiles and
tumor characteristics. Overall, a strong expression of
PDL1 (pattern TC + IC, score 23) was preferentially
observed in large tumors, of early stage, of the right
colon, in the medullary subtype, and of MSI/dMMR phe-
notype. IDO-1 was preferentially expressed in right-sided
CRC. The main clinicopathological and molecular features
of PDL1- or IDOl-positive tumors are summarized in
Table S2.

PD1 expression profile among CRC

The density of PD1+ TILs, as well as the ratio PD1/CD3,
were higher in MSI than in MSS CRC (Figure 7(a-c)).
Among MSI CRC, the density of PD1+ TILs was higher
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Figure 5. Representative examples of PDL1 expression patterns in CRC. (a) In the normal colonic mucosa, PDL1 was only expressed by subepithelial mononuclear
cells, and not by epithelial cells. (b) (c) (d) Diffuse pattern of PDL1 expression by tumor cells (score 4) in an MSI medullary carcinoma (b, c: X250 magnification and d:
x400 magnification). Heterogeneous expression of PDL1 by tumor cells (focal pattern) in an MSI, well- to moderately differentiated adenocarcinoma NOS (e: x250
magnification) and by immune cells in the stroma, around tumor glands in an MSS, well-differentiated adenocarcinoma NOS (f, g: x100 magnification).

in MC than in non-MC (Figure 7(b)), whereas the PD1/
CD3 ratio was quite similar between these two subgroups
(Figure 7(c)). Interestingly, the subgroup of MSS CRC
with a high Tbet/CD3 ratio was also infiltrated by
a higher number of PD1+ TILs than MSS CRC with
a low Tbet/CD3 ratio (5.74/field vs 3.4/field). As this co-

inhibitory receptor PD1 interacts with PDL1 expressed by
tumor cells or immune cells, we assessed the relation
between these two markers. As expected, PDL1+ CRC
were enriched in PDI1+ TILs, surprisingly only when
PDL1 was expressed by immune cells (Figure 7(d)).
Moreover, we found a positive correlation between the
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Figure 6. Heterogeneous expression profile of PDL1 in CRC. (a) PDL1 was preferentially expressed in MSI compared to MSS CRC. (b) Among MSI CRC, PDL1 expression
was preferentially observed in the medullary subtype of CRC. Considering the expression of PDL1 by tumor cells (TC), only MSI CRC featured this expression pattern
(c), especially the medullary subtype (d). PDL1 expression by immune cells (IC) was also heterogeneous. (e) Percentages of PDL1-positive IC among the three groups
of CRC, depending on the scores (0 to 3). (f) A representative case of non-MC MSI CRC containing numerous PDL1-positive IC (score 3) surrounding PDL1-negative TC
islets. (g) Most of PDL1-positive IC in close contact with TC are CD163+ M2 macrophages (x200 magnification). Asterisks indicate the statistical significance between
subgroups of CRC (Mann-Whitney test; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).

Table 3. Expression profiles of PDL1 and IDO-1 in CRC (cohort 1). The density of Tbet+ TILs correlates with PD1/PDL1
IDO-1 + PDL1 IDO-1 - PDL1 IDO-1 + PDL1 IDO-1-PDL1  expression, but not with IDO-1, irrespective of the
¥ * - - microsatellite status of CRC
MSI MC 43% (9/21)  47% (10/21)  47% (1/21)  4.7% (1/21)

MSInon MC  40% (8/20)  35% (7/20) ~ 15% (3/20) ~ 10% (2/20)  Since Tbet+ TILs could be the main source of IFNy, able to
i AW5R0) deABl17B  2SWIBES ASR0RT | e lioth PDET aid IDO-1 expression, we assessed the rela-
tion between these markers. As expected, the density of Tbet+

extent of PDLI expression (TC + IC) and the density of TILs was strongly associated with PDL1 expression, irrespective

PD1+ TILs, significant only in MSS CRC (r 0.4, p 0.006 in ©f the microsatellite status or the PDL1+ cell type (TC or IC)
MSS vs r 0.2, p 0.06 in MSI CRC). (Figure 8(a)). In addition, Spearman correlation test revealed
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Figure 7. Density of PD1+ TILs among CD3 + T cells in CRC and correlation with PDL1 expression patterns. (a) A representative example of an MSI MC infiltrated by
numerous PD1+ TILs. (b) (c) Density of PD1+ TILs and PD1+/CD3+ ratio depending on the microsatellite status and histological subtypes of CRC (arrow indicates the
MSS MC). (d) Relationship between the density of PD1+ TILs and PDL1 expression patterns (TC + IC, TC or IC) in MSI and MSS CRC. Lines show medians; Tukey
whisker plots. Asterisks indicate the statistical significance between subgroups of CRC (Mann-Whitney test; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001).

a significant positive correlation between PDLI expression and
the density of Tbet+ TILs in MSI, but also and more noticeably
in MSS CRC (Figure 8(b,c)). These data were confirmed in the
prospective cohort 2 (Fig. §3). Moreover, we observed a strong
correlation between the density of Tbet+ TILs and the density of
PD1+ TILs, in each group of CRC (Figure 8(d-f)). This correla-
tion was also observed in cohort 2 (Fig S2C).

However, no significant correlation was found between IDO-
1 expression and the density of Tbet+ TILs or PD1+ TILs (data
not shown).

The density of Tbet+ TiLs correlates with the levels of
IFNy secreted at baseline and under PD1 blockade in CRC
explant cultures

In order to confirm the link between the density of Tbet+
TILs and the magnitude of IFNy response at baseline in CRC,
we measured the levels of IFNy secreted in the tumor micro-
environment, in relation with Tbet+ TILs. To this end, we
developed explant cultures of CRC, a 3-D model maintaining
the interactions between tumor cells and the resident immune
cells of the microenvironment. IFNy was measured by Elisa in
the supernatants of the 26 CRC explant cultures of the pro-
spective cohort 2 (4 MSI and 22 MSS) after 24 h culture
(baseline IFNYy levels), in relation with the density of Tbet+

TILs. We detected a basal IFNy secretion in the supernatants
of the majority of CRC (21/26) with a mean of 74pg/ml + 23
(range 3-289). As expected, a positive correlation was
observed between the density of Tbet+ TILs and the level of
IENYy secreted (Figure 9(a)). We next investigated the relation
between IFNy secretion and the expression profile of immu-
noregulatory molecules. Interestingly, we found a positive
correlation between IFNy secretion and PDL1 expression
(TC + IC) (Figure 9(c)). In addition, the majority of CRC
including three out of four MSI CRC, devoid of IFNy secre-
tion, exhibited a high density of PD1+ TILs (Figure 9(b)). In
order to explore the involvement of the co-inhibitory receptor
PD1 in TILs anergy/exhaustion, we blocked PD1 using neu-
tralizing anti-PD1 antibody in eight CRC. As shown in Figure
10(a), PD1 blockade resulted either in an induction or an
increase in basal IFNy secretion, arguing for the presence of
exhausted TILs. In addition, in most cases (6/8), the magni-
tude of IFNy secretion under PD1 blockade was related both
with high Tbet/CD3 and PD1/CD3 ratios. In all eight cases,
PDL1 was expressed, mainly by immune cells (Figure 10(b)).
However, in two cases, [FNy was undetectable either at base-
line or under PD1 blockade. In one case, the absence of IFNy
response was associated with the absence of Tbet+ TILs
(CRC7). At the opposite, in the second case (CRC6), the
absence of IFNYy response was associated with a high Tbet/
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of IFNy secreted in 24 h explant cultures of CRC is positively correlated with the density of Tbet+ TILs (a) and the PDL1 expression profile (c). Most of CRC devoid of
an IFNy response displayed high numbers of PD1+ TILs (b) or a high IDO-1 score in tumor cells (d). Black dots: MSS CRC. Grey dots: MSI CRC. Spearman correlation

test.

CD3 ratio, no PD1+ TILs but a strong expression of IDO-1
(Figure 10(b)), suggesting the immunosuppressive effect of

this enzyme on those TILs.

Finally, we did not observe any correlation between basal
IFNy secretion and IDO-1 expression (Figure 9(d)), a finding
in line with the above-mentioned absence of correlation
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Figure 10. Effect of PD1 blockade on the IFNy response of CRC explant cultures, in relation with the density of Thet+ and PD1+ TILs, and with the expression profile
of PDL1 and IDO-1. (a) In eight cases (seven MSS, one MSI), explant cultures of CRC were treated or not with an anti-PD1 neutralizing antibody (10 pg/ml for 24 h). (b)
Fold increase IFNy response upon anti-PD1 treatment versus control cultures, in relation with the density of Thet+ or PD1+ among CD3+ TILs, and with the

expression of PDL1 or IDO-1.

between the density of Tbet+ TILs and IDO-1 expression,
arguing for the presence of other regulatory mechanisms
controlling IDO-1 expression.

Discussion

The multiparametric in situ analysis of the immune micro-
environment, in relation with the morphological and molecu-
lar features of the tumor, represents a major step to better
understand the regulation of the antitumor immune response
and its clinical relevance in CRC, in terms of tumor progres-
sion and therapeutic target in the era of immuno-oncology.
More specifically, we are faced with a paradox showing a very
low or lack of clinical benefit to PD1 blockade observed in
MSS CRC patients and in almost 70% of MSI CRC'>'*?*3?
while several compelling evidence suggest that the majority of
CRC are immunogenic due to genetic and/or epigenetic
alterations.> However, these disappointing outcomes, espe-
cially in MSS CRC, probably resulted from the very limited
number of MSS CRC patients enrolled in clinical studies.
Importantly, despite this limited experience, disease control
and even objective responses were recorded in MSS CRC
patients treated with anti-PD1 antibodies, allowing a real pro-
mise of those immunotherapies in fine-tuned selected
patients.'>'” This apparent paradox highlights the fact that

microsatellite status is not perfectly predicting the response to
anti-PD1 and thus, identification of new relevant predictive
biomarkers is a critical issue to select patients that can likely
benefit from this therapy. One of the main goals of immu-
notherapies is to re-invigorate the pre-existing effector T cells
of the anti-tumor immune response, i.e. the activated Th1 and
Tecl in so-called “inflamed tumors”, that can be exhausted or
anergized by the engagement of co-inhibitory receptors or
other immunosuppressive molecules such as IDO-1. Indeed,
as cytotoxic CD8 + T lymphocytes (Tcl) represent the main
effectors of antitumor immunity, able to kill off tumor cells,
tumor-specific CD4+ Th1 lymphocytes also play an important
role for the maintenance, activation and expansion of Tcl
cells, in the draining lymph nodes during the priming phase,
but also during the post priming phase at the tumor site. This
phenomenon - called CD4 + T cell help —,*** involves direct
cell-cell interactions between Thl and Tcl. However, tumor-
specific CD4+ Thl per se may be direct effector cells of
antitumor response in developing cytotoxic activity on
tumor cells”” via TFNy secretion. With this knowledge in
mind, the simple and accurate in situ evaluation of these
strategic immune effector cells - Tcl and Thl - could be
a more direct indicator of antigenicity and ongoing antitumor
immune response, and thus a more sensitive predictive bio-
marker for response to immune checkpoint inhibition and/or
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other immunotherapies. The present study provides key find-
ings to support the clinical relevance of the assessment of the
density of Tbet+ TILs — a marker that capture both Thl and
Tcl TILs - by quantitative immunohistochemistry in
a predictive and a prognostic setting.

The main findings of the current study, based on
a multiparametric descriptive and functional analysis demon-
strate that i) quantification of Tbet+ TILs among CD3+ TILs
in the tumor microenvironment of primary tumors recapitu-
lates, at the protein level, the prognostic and predictive roles
of the Th1/Tcl/IFNy immune response, irrespective of the
microsatellite status, ii) preexisting Tbet+ TILs have a role in
local IFNYy secretion that in turn can induce PDLI expression
and thus exhaustion of these effector TILs via engagement of
the PD1 receptor and iii) a majority of CRC, irrespective of
the microsatellite status, aberrantly express IDO-1 that could
participate in the dysfunction of these effector TILs beyond
the engagement of PD1.

The current study provides for the first time convincing
arguments to support the role of preexisting Tbet+ TILs in
local IFNy secretion, in MSI as well as in MSS CRC. Indeed,
we demonstrate a positive correlation between the density of
Tbet+ among CD3+ TILs (both intra and peritumoral) and
the magnitude of IFNy secretion at baseline from ex vivo CRC
explant cultures. We observed this functional profile in some
MSI as expected, but also and most interestingly in
a subgroup of MSS CRC (12%) featuring a high Tbet/CD3
ratio as high as in MSI CRC. Thus, our results are in line with
and extend those of Galon et al. who clearly demonstrated
that a subgroup of MSS CRC exhibits a high Th1/Tc1/IFNy
gene signature, as the majority of MSI CRC.""'®* Moreover,
we recapture the favorable prognostic impact of this Th1/Tcl/
IFNy gene signature in MSI as well as in MSS CRC by
quantifying the density of Tbet+ TILs. The identification of
Tbet+ TILs by immunohistochemistry was previously
reported in CRC in only few studies, with a higher density
in MSI than in MSS CRC in line with our results.””*
However, these studies did not precise the heterogeneous
expression of this biomarker, especially among MSS CRC
between inflammatory versus noninflaimmatory tumors,
a major issue in this therapeutic and prognostic context.
Furthermore, Ling et al. reported the favorable prognostic
impact of Tbet+ TILs in MSI CRC, and observed the same
trend (not statistically significant however) in MSS CRC.*
Thus, our results demonstrate that quantification of Tbet+
can recapitulate the favorable ongoing IFNy response induced
by Thl/Tcl TILs, more frequent in MSI but also in some
“inflamed” MSS CRC. To further characterize these
“inflamed” MSS CRC, especially the potential immunogeni-
city of BRAF or RAS mutations in those tumors, we correlated
the Tbet/CD3 ratio with the tumor BRAF or RAS mutational
status but did not find any significant difference between
mutated or wild-type MSS CRC. These findings suggest that
BRAF or RAS mutations do not influence solely the number
of in situ Th1/Tcl TILs and that MSS inflamed CRC could
harbor other more immunogenic mutations.

In addition, our ex vivo experiments clearly demonstrated
for the first time that a high number of both preexistent Tbet+
and PD1+ TILs among CD3+ TILs is highly predictive of

either an induction or an improvement of this IFNy response
under PD1 blockade, irrespective of the microsatellite status.
Indeed, the majority of CRC devoid of IFNy secretion exhib-
ited either no preexisting Tbet+ TILs and could be low
immunogenic CRC corresponding to “immune desert”
tumors,""** or a high preexisting number of both Thet+ and
PD1+ TILs, reflecting an exhaustion of these Th1/Tcl TILs by
engagement of this co-inhibitory receptor. Thus, our ex vivo
experiments argue that a combined assessment of Tbet (that
recapitulates the adaptive Th1/Tcl/IFNy response) and PD1
by a reproducible quantitative immunohistochemical analysis
is more effective than the microsatellite status to predict the
response to anti-PD1 therapy. Indeed, based on these ex vivo
experiments, CRC patients exhibiting a high Tbet and PD1
immune score can be potentially eligible to anti-PD1 therapy.
Our results deepen and complete, by ex vivo functional
proofs, some previous descriptive and clinical data based on
gene expression profiling. Indeed, the Th1/Tcl gene signature
is associated with the expression of multiple immune check-
points including the PD1/PDL1 axis that counterbalance this
antitumor immune response,10 in MSI but also in some MSS
CRC." The relation between the clinical response to anti-PD1
and an upregulated Th1/Tcl or IFNy gene signature has been
demonstrated in pretreatment biopsies in multiple tumor
types including CRC.>72%4

Thus, our findings are of major clinical importance as up
to now, this adaptive Th1/Tcl/IFNy immune response was
only assessed by specific gene expression, a time-consuming
and expensive approach, difficult to perform in daily clinical
practice on FFPE tissue samples. Thus, this combined score -
Tbet/CD3 and PD1/CD3 - measurable by an automatic com-
puter-assisted method that minimizes observers’ bias, could
be a valuable tool in clinical practice to define subsets of CRC
that might be more amenable to PD1 blockade. Therefore,
a prospective evaluation of this Tbet-PD1 score as a predictive
biomarker could be investigated in ongoing or future clinical
trials testing the efficacy of anti-PD1/PD-L1 immunothera-
pies, especially to define the most appropriate cut-off value of
this combined score, in order to capture more likely respon-
der patients.

PDL1 expression was highly heterogeneous among and
within CRC, depending on the morphological subtypes of
CRC, the microsatellite status and the PDLI+ cell type
(tumor and/or immune cells). Indeed, our current results
showing a high rate of PDL1+ CRC (78% of MSI CRC
including 90% of medullary carcinomas, and 46% of MSS
CRC) are not in agreement with previous studies, although
the same monoclonal antibody (E1L3N) and the same 5% cut-
off value have been used.**™*” Possible explanations for these
conflicting results could be either technical issues (mainly
Tissue Micro-Arrays vs whole tissue sections) and/or inter-
pretation criteria (staining intensity, membranous vs cytoplas-
mic staining, tumor vs immune PDL1+ cells). Only the recent
studies reported by Korehisa et al. and Valentini et al.***°,
based on whole tissue sections, are consistent with our results,
showing that PDL1 expression should be evaluated on whole
tissue sections to take into account its spatial heterogeneity.
Furthermore, our results showing a significant association
between PDL1 expression by immune cells, but not by
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tumor cells, and the density of PD1+ TILs, suggest the impor-
tance of assessing the PDL1 expression pattern by immune
cells, more frequent than the tumor cell pattern in CRC
(except in medullary carcinomas), to better appreciate its
biological impact on the antitumor immune response. The
lack of correlation that has been reported between the clinical
response to anti-PD1 and PDL1 expression'>'>*? could be
due both to the absence of a standardized score of PDL1
expression by immune cells and to its heterogeneity. In addi-
tion, assessing PDL1 expression in isolation probably offers
only limited insight into the biology of the immune
microenvironment.

Some experimental studies in murine models or tumor cell
lines have previously demonstrated the key role of IFNy in the
induction of immunoregulatory molecules, especially IDO-1
or PDLL. This mechanism, first described in melanoma,™
corresponds to an adaptive immune resistance that inhibits
the adaptive antitumor immune response via PD1 engage-
ment and favors tumor progression.”*?' In addition, it was
also demonstrated in Esophageal Squamous Cell lines that the
EGFR-Ras-Raf-Erk signaling pathway participates in the reg-
ulation of PDL1 express.ion,51 and that BRAF inhibitors in
melanoma patients induce a down-regulation of PDLI1
expression.”” Some of our results support the first hypothesis
since PDL1 expression was positively correlated with both
basal levels of IFNy and the density of Tbet+ TILs, and
since no correlation was observed between PDL1 expression
and BRAF/RAS mutational status, a finding in line with other
studies.*” However, the strong and specific tumor cell pattern
of PDLI expression in almost all MSI medullary carcinoma,
previously observed by others but at a lower and variable
frequency (18% to 62% cases)'®*™”*, raises the issue of its
oncogenic regulation, taking into account the high rate of
BRAF mutations we found in these CRC. Indeed, this associa-
tion has been previously reported by Valentini et al.*’
However, we failed to demonstrate such an association
between PD-L1 expression and BRAF mutations in our series
of MC CRC. Therefore, we cannot exclude that BRAF muta-
tions modulate PDL1 expression in tumor cells in MC
through activation of the MAPK signaling pathway. Beyond
this potential oncogenic regulation, the hypothesis of an
immune-regulated mechanism is sustained by our demonstra-
tion of a high density of effector TILs especially Tbet+ TILs
and PD1+ TILs, in MC CRC, also associated with a high
number of PDL1+ immune cells. In any case, with this
“ideal” adaptive immune profile - Tbet high, PD1 high and
PDL1 high - associated with a high BRAF mutation rate,
medullary carcinoma could represent a target of choice for
anti-PD1 therapy, as BRAF-mutated CRC exhibit a high clin-
ical response rate upon nivolumab."?

Finally, regarding IDO-1, an immunosuppressive enzyme
that catabolizes tryptophan, an essential amino acid for vital
cellular function, and induces consequently the suppression of
T cell function, its expression in cancer might be a potential
new candidate for immunotherapy. Here we show that a large
proportion of CRC among MSI as well as MSS subgroups
aberrantly overexpress IDO-1, especially in tumor cells,
a result in line with previous studies using the same mono-
clonal antibody.” Surprisingly, as IFNy is widely considered

ONCOIMMUNOLOGY (&) e1562834-13

to be the major inducer of IDO-1 in most cells,” especially in
tumor cell lines,”*”® we did not find any correlation between
IDO-1 expression and IFNy levels (either basal or induced) or
Tbet+ TILs density, suggesting that IDO-1 expression is not
a surrogate marker of an ongoing antitumor Thl/Tcl
immune response, and that the adaptive Thl/Tcl/IFNy
immune microenvironment is not the only modulator of
IDO-1 expression by tumor cells in CRC. Most interestingly,
from a therapeutic point of view, our ex vivo experiments
suggest the role of IDO-1 in promoting Th1/Tcl immune
dysfunction since, among CRC explants, one case with no
detectable IFNy contained a high number of Tbet+ TILs, no
PD1+ TILs, but a strong expression of IDO-1. Yet, experi-
mental data have demonstrated that IDO-1+ tumor cells can
inhibit cytotoxic T cells.”” Thus, this rich Tbet+ immune
profile could be first switched on by the new IDO-1 inhibitors
that are currently being tested in other solid tumors.

In conclusion, the current study provides evidence that:
i) a preexisting Th1/Tcl immune response is present in some
MSI but also in a subgroup of MSS CRC and positively impacts
prognosis; ii) this Th1/Tcl immune response can be recapitulated
by the quantification of Tbet+ TILs among CD3+ TILs by immu-
nohistochemistry/image analysis, and iii) a combined assessment
of Tbet+ and PD1+ TILs along with IDO-1 expression can predict
the exhaustion of this preexisting Th1/Tcl immune response and
thus effectiveness of PD1 blockade and/or IDO-1 inhibition.
Altogether, our results highlight the need for an in situ multi-
parametric approach to identify the most appropriate immune
profile able to predict the response to immunotherapy. The clinical
relevance of this combined immune profile associating Tbet, PD1,
and IDO-1 should be investigated in the future clinical trials
testing anti-PD1 or other immunotherapies in order to reinvigo-
rate the preexisting Th1/Tc1 antitumor immune response.

Patients and methods
Patients and samples

One hundred and seven patients were included in the current
study in two independent cohorts (Figure 1). For the purpose
of the study, the retrospective cohort (cohort 1) was enriched
in medullary carcinomas, a morphological subtype of CRC,
due to their known high number of TILs. To this end, the
database of the Department of Pathology at the CHU of
Nantes was searched to identify all cases of surgically resected
CRC:s of the medullary subtype between 2002 and 2015 using
the keywords « medullary carcinoma» (MC) or « poorly
differentiated adenocarcinoma ». The cases were reviewed by
two specialized gastrointestinal pathologists (JEM, CB) to
confirm the diagnosis of MC based on a strict interpretation
of the WHO criteria which required that at least 80% of the
invasive tumor featured a solid and syncytial growth pattern
containing medium-sized cells with vesicular nuclei and pro-
minent nucleoli.”® Finally, we collected a total of 21 MC. In
addition, 20 non-MC MSI CRC and 39 MSS CRC resected in
our institution served as control groups. The clinicopatholo-
gical data collected included gender, age at surgery, tumor
localization and size, pTNM, histological subtype, and overall
survival (OS) data.
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For functional experiments, an independent prospective
cohort (cohort 2) of patients was enrolled in this study,
including 27 successive patients with surgically removed
CRC in our institution between 2017 and 2018.

This study was approved by the institutional board of the
University Hospital of Nantes. This tissue biocollection has
been registered by the French Ministry for Higher Education
and Research (DC-2014-2206) with approval from EC (CPP
ouest IV - Nantes). Our study was conducted in accordance
with Helsinki declaration. Each patient included in this study
signed an informed consent.

Immunohistochemistry

Five-micrometer-thick full sections of formalin-fixed, paraf-
fin-embedded tissue were cut from a representative block of
tumor for each case included in this study.
Immunohistochemistry was performed on an automated plat-
form (DAKO autostainer) according to a standard protocol
with the following antibodies: Tbet (clone 4B10) to identify
Th1/Tcl TILs, PD-L1 (clone EIL3N), a clone already
validated,” PD1 (clone nat 105), CD3 (polyclonal rabbit anti-
body, DAKO), IDO-1 (mouse monoclonal, clone 10.1) and
CD163 (clone 10D6) a specific marker of monocyte/macro-
phage lineage.”” Some paired normal colonic mucosae taken
at distance from the tumor were used as controls.

Evaluation of immunostaining scores

PDL] immunostainings with high or moderate intensity
were scored using a semi-quantitative evaluation of the
percentage of PDL1+ cells. Membranous PDLI staining,
the most biologically relevant pattern of expression of this
transmembrane molecule, was scored separately for tumor
cells (score 0 to 4) and stromal cells (score 0 to 3) in a five-
and four-tiered scale, respectively (Table 4). IDO-1 immu-
nostainings with high or moderate intensity were also
scored using a semi-quantitative evaluation of percentage
of IDO-1+ tumor cells (Table 5). Indeed, IDO-1 positive
tumor cells were only considered since scarce IDO-1 posi-
tive immune cells were noticed within the tumor except in
one case. The number of CD3+, Tbet+ and PD1+ TILs were
counted with the Digital Pathology (DP) software (Leica),
after scanning the 3 most representative microscope fields at
a x200 magnification. The average count per field was
calculated and recorded, without analyzing separately the
center and the invasive front of the tumor since the clinical
impact of Tbet+ TILs seems to be independent of the

Table 4. Semi-quantitative assessment of PDL1 expression by tumor cells or
immune cells in CRC.

Tumor

Score cells Immune cells

0 <5% <4 clusters of at least 50 stained immune cells/cm? or
isolated cells

1 5-25% 4 to 5 clusters of at least 50 stained immune cells/cm?

2 26-50% >5 clusters of at least 50 stained immune cells/cm? with
heterogeneous staining

3 51-70% Diffuse staining

4 >70%

Table 5. Semi-quantitative assessment of IDO-1 expression by tumor cells in
CRC.

Score Tumor cells
0 <5%

1 6%—-25%

2 26%-50%
3 51%-70%
4 >70%

intratumoral subsite.*® Two pathologists (EO and CB) inde-
pendently scored all cases and discrepant cases were
reviewed on a multiheaded microscope.

Microsatellite instability and mismatch repair status

Microsatellite instability (MSI) or mismatch repair (MMR)
status was performed as part of the diagnosis or for the
purpose of the study by PCR or immunohistochemistry,
respectively. The microstatellite instability status was deter-
mined using a pentaplex PCR with five markers: BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-22, NR-24.°" Briefly, genomic DNA
was extracted from 10 pum thick tissue sections of formalin-
fixed, paraffin-embedded colorectal tumor tissue after manual
macrodissection using iPrepTM ChargeSwitch® Forensic kit
(Invitrogen), and according to the manufacturer’s instruc-
tions. A CRC was considered as MSI (MSI-high) if at least
two of these five markers showed MSI.®? The mismatch repair
status was assessed by immunohistochemistry using the fol-
lowing antibodies: MLH1 (clone E505), MSH2 (clone FE11),
MSHG6 (clone EP49) and PMS2 (clone EP51).

Mutational analysis of RAS and BRAF

Mutational analysis of RAS and BRAF genes was completed
for CRC that was not previously tested in clinical practice.
Ten um tissue sections were prepared from Formalin Fixed
Paraffin Embedded (FFPE) tumors. DNA was extracted using
the Maxwell DNA FFPE kit (Promega, France) according to
the manufacturer’s recommendations. Molecular testing was
performed by Sanger sequencing of KRAS and NRAS exons 2,
3 and 4. For the latest samples tested, a prescreening was
performed using the RAS mutations screening panel (RAS-
RT50, Entrogen, Woodland Hills, CA). This PCR-based assay
uses allele-specific probes to identify the presence of muta-
tions in KRAS (19 mutations) and NRAS (13 mutations). This
assay is approved for in vitro diagnosis (CE-IVD) and is used
in routine practice in our laboratory, which is accredited in
accordance with the International Standard ISO15189.

Ex vivo CRC explant cultures

Fresh fragments of tumor were collected from the 27 CRC
patients included prospectively in the study. These fragments
(40 mg, n = 3 to 4 per patient) were maintained in culture for
24 h in RPMI/HAMF12 + Bovine Serum Albumin (BSA) and
antibiotics (penicillin/streptomycin) in 95% O, _ 5% CO,
humid atmosphere on a rocking platform at low speed,
according to a protocol adapted from that of human normal
colonic mucosa we previously validated.*>** In eight cases of
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these CRC with a sufficient amount of tissue, the effects of
anti-PD1 blocking antibody (Biolegend; 10ug/ml) were
assessed in 24 h explant cultures. The supernatants of all
explant cultures were collected, centrifuged, stored at —80°C
and further analyzed for IFNy secretion.

IFNy ELISA

IFNy was measured in the explant culture supernatants using an
ELISA (Diaclone). Results are expressed as pg/ml as the mean of
3 to 4 explants per condition and per patient. [FNy levels were
correlated with the number of CD3+, Tbet+ or PD1+ TILs and
the expression profile of PDL1 and IDO-1, assessed by immu-
nohistochemistry and scored as described above.

Statistics

Clinical and pathological information, as well as the results
from the quantification of CD3+, Tbet+, PDI+ TILs and
PDL1, IDO-1 expression, were entered into a database. The
relationship between the number of CD3+, Tbet+, PD1+ TILs,
PDL1 and IDO-1 status, clinicopathological features, microsa-
tellite status, and mutational status were assessed using Chi-
square test or Fisher’s exact test for qualitative variables and
a nonparametric Mann-Whitney test for continuous variables.
Correlations between PDLI or IDO-1 expression and the den-
sity of the different TILs were tested by the Spearman test. All
statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7
software. Five-year OS was measured from date of surgery to
date of death related to CRC or latest follow-up. The prognostic
influence of the different parameters (stage, age, PDL1 or IDO-
1 expression and CD3+, Tbet+ or PD1+ TILs) in terms of OS
was evaluated using the Kaplan-Meier method and compared
by the log-rank test according to two cut-offs (median and first
quartile) and the most significant was chosen. For CD3+ TILs,
as the median value was not the best cut-off value, we searched
for a new cut-point for patient stratification. Strategy has con-
sisted in determining the appropriateness of a cut-point model
(graphical diagnostic plot) and, if relevant, estimate this cut
point based on the method proposed by Contal and O’Quigley
(macro SAS % findcut).®®

Cox regression model was used to perform univariate
analysis, and multivariate analysis was performed using
a Cox proportional hazards regression model including all
factors with p < 0.1. A p value of less than 0.05 was considered
as statistically significant. *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001;
o0t < 0.0001.
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Annexe a l'article 1 : Profil d’expression des principaux points de contréle immunitaires dans les
CCR (PD1, TIGIT, TIM3, LAG3)

L’expression des ICP a été etendue au déla de I’axe PD1/PDLI, en recherchant le profil
d’expression d’autres ICP dont TIGIT, TIM3, LAG3 encore mal connus dans les CCR. Ce
profil a été recherché ex vivo apres dissociation mécanique de CCR (n=26, 4MSI et 22MSS) et
cytométrie en flux multiparamétrique. La suspension cellulaire obtenue apres dissociation
mécanique a été incubée pendant 30min a 4° soit en présence des différents anticorps (CD3,
PD1, TIGIT, TIM3 et LAG3) ou des contrbles isotypiques correspondants. Les différents
anticorps utilisés sont mentionnés dans le tableau 5. Un marqueur de viabilité a été également
utilisé dans ce multimarquage afin d’exclure les cellules mortes. Aprés marquage, la suspension
cellulaire a été analysée a I’aide d’un cytométre LSR Fortessa X20 et du logiciel DIVA 8.0.2.
La figure 26A (panel du haut) illustre la stratégie de selection des TILs CD3+.

Tableau 5. Anticorps utilisés pour le profil d’expression des principaux ICP et leurs controles
isotypiques

. Controle :
flﬁ(;]:(;?:?\:)pr:l-es S isotypique allulet
FVS780-APCH7 Marqueur de viabilite BD Biosciences
CD3-BUV395 UCHT1 lgG1x-BUV395 | BD Biosciences
PD1-BVv421 EH12.1 lgG1x-BV421 | BD Biosciences

TIGIT-PECy7 A15153G lgG2A-PECy7 Biolegend
TIM3-PE F38-2E2 IgG1k-PE Biolegend
LAG3-BV650 11C3C65 19G1k-BV650 Biolegend

Puis nous avons recherché parmi les TILs CD3+ ceux qui exrpiment 1’un des ICP
(Figure 26A panel du milieu et Figure 26B) ou ceux qui co-expriment PD1 et I’un des 3 autres
principaux ICPs (TIGIT, TIM3 et LAG3) (Figure 26A panel du bas et Figure 26C).

Comme le montre la figure 26B, dans la majorité des cas, les TILs CD3+ expriment
fortement non seulement PD1, mais aussi TIGIT (médiane : environ 75%) et a moindre dégre
TIM3 et LAG3 (médiane a 25% et 10% respectivement). De plus, les TILs double positifs
PD1+TIGIT+ sont plus fréquents (60%) que les TILs PD1+TIM3+ (20%) ou PD1+LAG3+
(2%). Ces TILs double positifs pourraient réprésenter des TILs particuliérement
dysfonctionnels et épuisés, comme cela été suggéré dans certaines tumeurs solides (Li et al.,

2019) ce qui expliquerait 1’absence de production d’TFNy dans certains CCR qui sont riches en
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TILs Thet+. Une étude en cours vise a rechercher I’effet des anti-Tigit seuls ou en combinaison
avec les anti-PD1 dans le modéle de culture d’explants sur la réponse IFNy. Cette étude
préliminaire sera complétée par I’inclusion d’un plus grand nombre de cas, en particulier de
CCR MSI.
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Figure 26. Profil d’expression des principaux ICP (PD1, TIGIT, TIM3 et LAG3) sur TILs ex vivo isolés
de CCR. A- Exemple représentatif de la stratégie de sélection des TILs CD3+ (panel du haut) positifs
pour 1’un des ICP (panel du milieu) ou la combinaison entre PD1 et les autres ICP (panel du bas). Les
histogrammes et/ou contours plots de couleur grise représentent le contréle isotypique. B- Pourcentage
des TILs CD3+ exprimant 1’un des ICP (n=26) ; C- Pourcentage des TILs CD3+ co-exprimant PD1 et
les autres ICP (TIGIT, TIM3, LAG3).
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Objectifs et résumé de I'article 2

En physiologie et en physiopathologie intestinale notamment dans les MICI, les cellules
épithéliales intestinales sont de Vvéritables cellules sentinelles ayant des fonctions
immunomodulatrices sur les cellules immunitaires avoisinantes. Ces cellules épithéliales
possédent un ou des inflammasomes, plateformes de I’'immunité innée, dont la protéine
effectrice est la caspase-1 qui entraine la maturation de I’'IL-18, cytokine pro-inflammatoire
capable de générer une réponse Thl/Tcl. Ainsi, I’axe caspase-1/IL-18 fait le lien entre
immunité innée et adaptative. La stimulation de cet inflammasome peut engendrer, en fonction
du contexte, une inflammation modérée pouvant protéger la muqueuse ou au contraire une

réaction immunitaire exacerbée aboutissant a une inflammation chronique délétere.

Dans les CCR chez I’homme, le statut et le role de I’inflammasome des cellules
tumorales dans la modulation de la réponse adaptative des TILs sont tres mal connus. Notre
hypothese de travail était que les cellules tumorales, si elles conservent un inflammasome

fonctionnel, pourraient contribuer a moduler la réponse adaptative des TILs.

Le but de cette deuxieme étude était donc de préciser le statut de 1’axe caspase-1/1L-18
de I'inflammasome dans les cellules tumorales des CCR et de déterminer son implication

potentielle dans la modulation de la réponse Th1/Tcl des TILs.

Cette étude est basée sur 1’exploitation rétrospective d’une cohorte de 192 patients et
sur une cohorte prospective de 96 patients issus de la biocollection du CHU de Nantes. L’étude
rétrospective a permis une analyse descriptive du statut de 1’TL-18 en relation avec la densité
en TILs et les caractéristiques clinicopathologiques des CCR. L’étude prospective a permis une
analyse fonctionnelle de 1’axe caspase-1/IL-18 et de sa modulation de la réponse IFNy en
utilisant le modéle de culture d’explants de CCR et des TILs isolés de CCR en vue de leur
caractérisation phénotypique et fonctionnelle. De plus, des études transcriptomiques a haut
débit et de protéomique ont été réalisées afin d’identifier des signatures spécifiques en fonction
du statut de I’inflammasome des cellules tumorales et de la réponse IFNy dans le but d’isoler

differents sous-types de CCR.
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Les principaux résultats de ce travail sont les suivants : 1) les cellules tumorales de la
majorité des CCR (70%) possedent un axe caspase-1/IL-18 fonctionnel ; 2) la réponse IFNy des
TILs peut étre modulée par I’'TL-18 en fonction du niveau d’expression des récepteurs a 1’IL-18
sur les TILs ; 3) 3 sous-groupes de CCR ont été mis en évidence en fonction de I’axe caspase-
1/IL-18/TILs T-bet+/IFNy ainsi qu’un sous-groupe «paradoxal» qui présente une signature

transcriptomique particuliére.

Cette étude montre que la cellule tumorale des CCR peut moduler la réponse
immunitaire des TILs via son inflammasome dans certains sous-groupes de CCR. La voie de
I’inflammasome pourrait constituer une cible pour réactiver ou stimuler une réponse

immunitaire adaptative dans les CCR.

Cette étude, dans laquelle je suis premier auteur, sera publiée dans la revue Cancers
(Basel) en 2021.
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Simple Summary: The evolution of colorectal cancer (CRC) is influenced by complex interactions
between tumor cells and tumor-infiltrating lymphocytes (TILs). Optimized immunotherapies to
boost the potential anti-tumor T-cell response are still needed in CRC. A good candidate is the
inflammasome pathway that bridges innate and adaptive immunity via the caspase-1/interleukin-
18 (IL-18) axis, able to elicit a T-helper/cytotoxic (Th1/Tc1) anti-tumor response. This study aimed
to determine the status of the caspase-1/IL-18 axis in tumor cells and its potential modulatory role
on TILs in CRC. Using cohorts of CRC patients and an ex vivo explant culture model allowing
functional and multiparametric approaches, we demonstrate that tumor cells in the majority of
CRCs can be considered as innate immune cells that display a functional caspase-1/IL-18 axis able
to modulate the adaptive Th1/Tcl anti-tumor response of TILs. Furthermore, the identification of
three distinct subgroups of CRC will provide a rationale for future strategies targeting the
inflammasome pathway in CRC.

Abstract: In colorectal cancer (CRC), a high density of T lymphocytes represents a strong prognostic
marker in subtypes of CRC. Optimized immunotherapy strategies to boost this T-cell response are
still needed. A good candidate is the inflammasome pathway, an emerging player in cancer
immunology that bridges innate and adaptive immunity. Its effector protein caspase-1 matures IL-
18 that can promote a T-helper/cytotoxic (Th1/Tc1) response. It is still unknown whether tumor cells
from CRC possess a functional caspase-1/IL-18 axis that could modulate the Th1/Tc1 response. We
used two independent cohorts of CRC patients to assess IL-18 and caspase-1 expression by tumor
cells in relation to the density of TILs and the microsatellite status of CRC. Functional and
multiparametric approaches at the protein and mRNA levels were performed on an ex vivo CRC
explant culture model. We show that, in the majority of CRCs, tumor cells display an activated and
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functional caspase-1/IL-18 axis that contributes to drive a Thl/Tcl response elicited by TILs
expressing IL-18Ra. Furthermore, unsupervised clustering identified three clusters of CRCs
according to the caspase-1/IL-18/TIL density/interferon gamma (IFNY) axis and microsatellite
status. Together, our results strongly suggest that targeting the caspase-1/IL-18 axis can improve the
anti-tumor immune response in subgroups of CRC.

Keywords: colorectal cancer; inflammasome; caspase-1/IL-18 axis; tumor-infiltrating T lymphocytes
(TILs); Th1/Tcl (IFNy) response; ex vivo explant culture

1. Introduction

The evolution of many solid tumors including colorectal cancer (CRC) is influenced
by intricate and complex interactions between tumor and immune cells of the tumor
microenvironment, depending on many different intrinsic factors including tissue-
specific factors and genetic abnormalities of the tumor. These interactions lead to the
development of a local immune response that can have immunosuppressive or
immunostimulatory properties. Combining therapeutic strategies that can inhibit
immunosuppression while activating tumor-specific T lymphocytes able to kill tumor
cells currently represents the most promising therapeutic approach. In CRC, a high
density of effector memory and cytotoxic tumor-infiltrating T lymphocytes (TILs) is
positively correlated with a favorable prognosis [1-4]. In microsatellite instable (MSI)
CRC, which accounts for 15% of all CRCs (as compared to microsatellite stable (MSS)
CRC), recent evidence has shown the major role of a T-helper/cytotoxic (Th1/Tcl) gene
signature in CRC immune surveillance, caused by frameshitt and missense mutations
leading to the formation of immunogenic neoepitopes and to an anti-tumor immune
response [5,6]. In addition, we recently demonstrated that a preexisting in situ Thl/Tcl
immune response—identified by the expression of the transcription factor T-box
expressed in T cells (Tbet)—positively impacted prognosis in MSI as well as in MSS CRC
[7]. This anti-tumor immune response can be counterbalanced by inhibitory signaling
pathways including immune checkpoint receptors (ICPs), and their ligands such as the
programmed death receptor-1 (PD-1) or cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4
(CTLA4) pathways [7,8], that can be blocked by specific antibodies defined as immune
checkpoint inhibitors (ICIs). However, treatment with ICIs only leads to objective and
durable responses in 30% to 50% of metastatic MSI CRC cases (mono-or combotherapy)
and to a very low response rate in MSS CRC [9-11].

In this context, a better understanding of the immune contexture and of its
modulation by tumor cells can lead to new therapeutic combinations in CRC, especially
in MSS CRC. Approaches targeting some agents or signaling pathways bridging innate
and adaptive immunity may expand the number of immunotherapy strategies able to
restore or boost anti-tumor T cell responses. Among those, inflammasomes have recently
emerged as players in cancer immunology and immunotherapy [12,13].

Inflammasomes, major components of innate immunity, are large multiprotein
complexes that regulate the activation of the effector protein, caspase-1, expressed as an
inactive precursor. Upon activation by pathogen- or damage-associated molecular
patterns (PAMPs or DAMPs, respectively), active caspase-1 cleaves several substrates
including gasdermin D (GSMD), pro-IL1g, and pro-IL-18 [14-17].IL-18, originally termed
IFNYy-inducing factor [18], is considered as a Thl-promoting cytokine since it elicits IFNy
production by T cells, which favors the generation and maintenance of a beneficial
inflammatory microenvironment around tumor cells, with potential anti-tumor
properties. However, IL-18 has been reported to have both anti-cancer and pro-cancer
properties, depending on the organ studied and on the tumor environment. The
mechanisms underlying these opposite effects are not yet clearly understood [12]. Besides
being produced by immune cells including antigen presenting cells, IL-18 is expressed by
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epithelial cells and by cancer cells of some solid tumors such as melanoma, lung cancer,
prostate, and colon cancer [19-22]. In lung cancer, IL-18 contributes to the expansion of
CD8* Tbet* TILs that express IL-18 receptors and produce IFNy within the tumor
microenvironment [21]. Several sensors or regulators of inflammasomes, mainly studied
in mouse models, have been reported to be expressed in cancer and to play distinct and
sometimes opposite roles across tumor types, ranging from tumor promotion to tumor
suppression [23]. Furthermore, the relative expression of inflammasome components may
ditfer according to cell types, suggesting that they could exhibit distinct functions in
ditferent cell compartments depending on tissue-specific factors [23].

In the normal human colon, epithelial cells display both innate immune functions
and immunomodulatory functions, essential for the maintenance of gut homeostasis.
They constitutively express pro-IL-18 and pro-caspase-1 that can be rapidly activated
upon stimulation by various bacterial or pro-inflammatory stimuli priming the
inflammasome pathway and generating a mucosal Thl (IFNy) response, a driver of
epithelial barrier disruption [24-26]. However, it is not known whether colonic cancer
cells retain a functional caspase-1/IL18 pathway that could be activated and able to
modulate the Th1/Tcl response of TILs.

In this study, we used two independent cohorts of CRC patients to assess IL-18
expression and caspase-1 activation profiles in tumor cells and studied their relationship
with TILs density and microsatellite status. In addition, functional and multiparametric
approaches, at the protein and mRNA levels, were performed both on an ex vivo 3D
model of CRC explant cultures that maintained cellular interactions able to build
innate/adaptive immune responses (previously validated as a good preclinical model [7]),
and on TILs isolated from CRC primary tumors.

2. Results

2.1. IL-18 Is Expressed by Tumor Cells in the Majority of CRCs and Correlates with the Density
of Thet or CD8- Intraepithelial TILs

In the retrospective cohort of CRCs (n = 192), we first assessed the IL-18
immunostaining pattern using an antibody that detects both the proform and mature form
of IL-18. In the normal colonic mucosa all epithelial cells highly expressed IL-18
throughout the colonic crypts (Figure 1A, left panel). The expression profile in tumor cells
was compared to that of epithelial cells from paired normal colonic mucosa in terms of
staining intensity and percentage of positive cells.

We identitied three expression patterns of IL-18 in tumor cells. The “heterogeneous
low” pattern included CRC with an IL-18 staining intensity lower in tumor cells than in
the paired normal epithelial cells (10/192 = 5%) and CRC with an IL-18 staining intensity
equal to that of paired normal epithelial cells in 10-49% of tumor cells (43/192 = 22%)
(Figure 1A, upper panel). The other patterns were composed of CRCs with a staining
intensity equal or higher than that of normal epithelial cells in 50-80% of tumor cells
(“heterogeneous high”) (61/192 = 32) (Figure 1A, middle panel) or in 100% of tumor cells
(“homogeneous”) (78/192 = 41%) (Figure 1A, lower panel). Thus, IL-18 was found to be
highly expressed in tumor cells in 72% of CRCs. When considering the microsatellite
status, 91% of MSI CRCs and 67% of MSS CRCs were found to express the highest
percentage of IL-18-positive tumor cells. As IL-18 is known as a driver of the Th1/Tcl
response, we assessed intraepithelial Tbet* and CD8* TIL densities in relation to IL-18
expression in tumor cells. As shown in Figure 1B,C, CRCs with a “homogeneous” or
“heterogeneous high” expression pattern of IL-18 were enriched in intraepithelial CD8*
and Tbet* TILs compared to the “heterogeneous low” IL-18 expression pattern (p = 0.03
and 0.01, respectively).

Thus, these findings show that intracellular IL-18 detected by
immunohistochemistry, i.e., mainly the proform, is maintained in tumor cells of most
CRCs compared with the normal epithelial cells they derive from. In addition, IL-18
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expression in tumor cells is associated with the Th1/Tcl immune microenvironment,
suggesting that IL-18 produced by tumor cells could influence the local immune
contexture.

Paired normal colon

s

Kruskal-Wallis, p = 0.035

g

8

Number of CD8+TILs per 100 tumor cells
3

low high
Patterns of IL18 immunostaining

3

Kruskal-Wallis, p = 0.011

)

Number of Tbet+TILs per 100 tumor cells
o
ST —

Figure 1. The interleukin-18 (IL-18) immunostaining pattern in tumor cells correlates with the density of CD8" or Thet”
intraepithelial tumor-infiltrating T lymphocytes (IEL-TILs) in colorectal cancer (CRC). (A) Representative examples of the
IL-18 immunostaining pattern in tumor cells compared to paired normal epithelial cells, determined as mentioned in
Materials and Methods. (B,C) Density of CD8* or Tbet® IEL-TILs according to IL-18 immunostaining pattern. Each dot
represents the mean of triplicate counts for a given CRC. The square root function (sqrt) was used to transform Y axis
values in order to visualize small value distributions. Black dots: Microsatellite stable (MSS) CRC; grey dots: microsatellite
instable (MSI) CRC. Kruskal-Wallis test.

2.2. Active Caspase-1 Is Present in Tumor Cells in 70% of CRCs, and Positively Correlates with
Up-Regulation of Inflammasome Sensors and Mature IL-18 Levels Secreted in Explant Cultures
of CRC

In order to assess whether pro-IL-18 expressed by tumor cells can be processed and
secreted as a mature form, we first assessed the expression of active caspase-1, essential
for the processing of IL-18. To this end, we used fresh tumor tissues from our prospective
cohort of CRC patients (n = 96). Caspase-1 activity (“active caspase-1”) was detected in
situ on unfixed frozen sections of the tumor in all cases of CRC (1 = 96) and in the paired
normal colonic mucosa at distance from the tumor as a control (n = 10), using the
fluorescent inhibitor probe FAM-YVAD-FMK (FLICA (Fluorochrome Inhibitor of
Caspases) assay) that binds to the active form of caspase-l1. A semi-quantitative
assessment of the percentage of tumor cells with active caspase-1 was performed (scores
0 to 4, see Materials and Methods section). As shown in Figure 2A, in the normal colonic
mucosa, epithelial cells did not display active caspase-1; only a few subepithelial
macrophages scored positive.

Considering the status of active caspase-1 (aCaspl) in tumor cells, two subgroups of
CRC appeared. A minor group representing 30% (32/96) of CRCs, mainly MSS CRCs and
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only five MSI CRCs (i.e., 20% of MSI), displayed no or very low levels of active caspase-1
in tumor cells (<10% positive tumor cells, score 0-1) (Figure 2A). By contrast, active
caspase-1 was detected in tumor cells in 70% (64/96) of CRCs, both MSS and the majority
of MSI CRCs (n =17, i.e., 80% of MSI CRCs). Active caspase-1 was located at the plasma
membrane and/or in the cytoplasm (Figure 2A). In those aCaspl* CRCs, the percentages
of aCaspl* tumor cells varied among CRCs from 10% to 70% aCasp1* cells within tumor
glands, with the following distribution—score 2 (10-30% positive cells): 35 cases; score 3
(30-50% positive cells): 20 cases; score 4 (50-70% positive cells): 9 cases.

In all CRCs, a few macrophages, located in the peritumoral areas and at the tumor
invasive front, also expressed active caspase-1. To obtain a more quantitative assessment
of aCaspl* cells in the tumor microenvironment, we set up a multicolor flow cytometry
panel combining a viability marker, caspase-1 FLICA assay, Epcam (for tumor cells), and
CD11b (for myeloid cells) on cell suspensions obtained just after mechanical dissociation
of fresh tumor fragments ex vivo (n = 10). The flow cytometry gating strategy is shown in
Figure 2B, based on a representative case of CRC. Expression of active caspase-1 was
observed predominantly in the Epcam* tumor cells and at a much lower level in the
CD11b* myeloid cells in most of the cases studied (Figure 2B,C). Altogether, our results
show that, contrary to the normal colonic mucosa, the majority of CRCs (70%) expressed
active caspase-1, predominantly in tumor cells.

In order to assess whether the absence of active caspase-1 in some CRCs could be
associated with changes in caspase-1 mRNA levels as previously reported [27], we
assessed the relative expression of caspase-1 mRNA by qRT-PCR, in the tumor and paired
normal colon in the two subgroups, aCaspl* (n = 8) and aCaspl- (n = 8). As shown in
Figure 2D, the caspase-1 mRNA level was significantly down-regulated in aCasp1- CRC
compared with aCaspl* CRC. To precisely obtain the whole inflammasome profile
depending on the active caspase-1 status of CRC, we used the human inflammasome “RT?
profiler PCR array” to screen genes upstream and downstream of caspase-1 in the two
CRC subgroups, aCaspl-versus aCaspl*. Among the 84 genes screened, 7 genes were not
detected, 58 were equally expressed in the two subgroups, 10 were under-expressed, and
9 were over-expressed in aCaspl- versus aCaspl* CRC. Consistently, under-expressed
genes in aCaspl- CRC subgroup included caspase-1, IL-18, and IFNy (Figure 2E).
Moreover, and interestingly, among inflammasome sensors, AIM2, NLRP9, and NLRC5
were under-expressed in aCaspl- CRC subgroup, whereas NLRP6 was over-expressed
(Figure 2E).

No aCasp1 in tumor cells Active caspase-1 in tumor cells

score 0 score 2 score 4
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Figure 2. The presence of active caspase-1 (aCasp1) in tumor cells correlates with mature IL-18 levels secreted in explant
cultures of CRC. (A) In situ detection of caspase-1 activity by the Figure 1. (membrane and cytoplasmic staining). Nuclei
are stained with Dapi (blue). (B,C) Flow cytometry detection of caspase-1 activity on fresh CRC samples, ex vivo after
mechanical dissociation, in Epcam+ tumor cells and CD11b+ myeloid cells. Gating strategy of a representative case (B);
the histogram (C) shows the percentages of Epcam+ and CD11b+ cells expressing active caspase-1 (n = 10). (D) qPCR
analysis of Caspase-1 mRNA levels in aCaspl™ (n = 8) versus aCaspl” (n = 8) CRC relative to paired normal colon and
normalized to S6. (E) Volcano plot of differentially expressed mRNA of inflammasome components using RT? profiler
qPCR array, in aCaspl™ (n = 8) versus aCaspl” (n = 8) CRC. (F—H) Mature IL-18 secretion assessed by ELISA in the
supernatants of 24-h explant cultures. Each dot represents the mean of triplicate cultures. Black dots: MSS CRC; grey dots:
MSI CRC. Wilcoxon paired test (F) or unpaired test (D,G); Kruskal-Wallis test (H).
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In order to veritfy whether the activation of caspase-1 in tumor cells was associated
with secretion of mature IL-18, we assessed the link between the expression of aCasp1 in
tumor cells and the levels of mature IL-18 released in culture supernatants of CRC explant
cultures. Firstly, the level of IL-18 secreted in the tumor supernatants was compared with
that measured in the supernatants of paired normal colonic mucosa (n = 10 cases). We
found that the level of secreted IL-18 was significantly higher in the tumor than in paired
normal colon (Figure 2F). When considering all cases of CRC (n = 96), we found that the
level of IL-18 released in tumor explant cultures was heterogeneous among CRCs (Figure
2F) and correlated with the status of aCaspl in tumor cells. Indeed, the level of IL-18
secreted was significantly higher in CRCs with aCaspl* tumor cells than in those with
aCaspl- tumor cells (Figure 2G). In addition, a significant association was observed
between IL-18 levels and the percentages of aCaspl* tumor cells, irrespective of the
microsatellite status of CRC (Figure 2H).

Altogether, our results demonstrate the presence of a “functional” inflammasome in
tumor cells in the majority of CRCs (70%). However, unlike normal colonic epithelial cells
they derive from, a variable proportion of tumor cells per tumor exhibits an aberrantly
activated inflammasome (expression of active caspase-1 and release of mature IL-18),
irrespective of the microsatellite status. Taking into account the association between IL-18
levels in tumor cells and the density of Th1/Tcl TILs, our working hypothesis is that this
“activated functional inflammasome” of tumor cells can facilitate the IFNy response of
TILs in CRC.

2.3. Relationship between Mature IL-18 and IFNy Released in Ex Vivo Explant Cultiures, and
Effect of Recombinant Human IL-18 (rhIL18) on Isolated TILs That Express High Levels of IL-
18Ra

To test this hypothesis, we first assessed the relation between mature IL-18 and IFNy
levels in the supernatants of CRC explant cultures (n =96) by ELISA. As shown in Figure
3A, a significant association was found between IL-18 levels and the IFNvy response (p =
0.02). However, the IFNYy response was quite heterogeneous among patients, and two
subgroups of CRC were isolated depending on the IFNy levels. We found an expected
subgroup with high IL-18 levels and moderate to high IFNy levels (n = 63/96 (65%); 52
MSS (70%) and 11 MSI (50%)) and an unexpected subgroup featuring no IFNvy response
(undetectable levels in triplicate cultures) despite moderate to high IL-18 levels (n = 33/96
(34%); 22 MSS (30%) and 11 MSI (50%)).

Then, we assessed the effect of recombinant human IL18 (rhIL-18) on the IFNy
response of TILs isolated from CRCs (n = 19), since IL-18 is known to stimulate IFNy
production [16]. We first measured the expression level of IL-18 receptors (IL-18Rax) on
the CD3* CD4* and CD3* CD8* subsets ex vivo from cell suspensions obtained just after
mechanical dissociation of fresh tumor fragments (n=19; 11 MSS and 8 MSI CRCs). Flow
cytometry gating strategy is shown in Figure 3B based on a representative case of CRC. In
all cases except one, TILs expressed IL-18Ra in a variable and often high proportion and
with a high MFI in most cases. In addition, the IL-18Ra level was higher in the CD4* subset
as compared to the CD8* subset for a given CRC, both in terms of frequency and median
fluorescence intensity (MFI) (Figure 3C,D). Finally, the trequency of IL-18Ra on TILs was
not statistically different in MSS compared with MSI CRC. Finally, to test whether
stimulation of IL-18 receptors could induce IFNvy production by TILs, we added rhIL-18
to the media of TILs expanded in culture from tumor fragments for 20 days (n = 20). While
expanding TILs from tumor fragments, the IL-18Ra expression was maintained and
stable. As shown in Figure 3E, a 24-h treatment of TILs with rhIL-18 (50 ng/mL) led to a
significant increase in the baseline IFNy level measured by ELISA (p =0.002). In addition,
the IFNy fold increase was related to the IL-18Ra expression level assessed by flow

cytometry.
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Figure 3. Relationship between IL-18 and interferon gamma (IFNYy) levels released in explant cultures and effect of
recombinant human IL-18 (rhIL-18) on isolated TILs from CRCs expressing IL-18 receptor (IL-18Ra). (A) Correlation
between the IFNYy response of TILs and mature IL-18 released in the CRC explant culture supernatants (1= 96). Spearman
correlation test. Each dot represents the mean value of triplicate cultures. The dotted rectangle highlights IFNy~ CRC (n =
33). (B) Expression of IL-18Ra by flow cytometry on TILs ex vivo. Gating strategy on a representative case. (C,D)
Percentage and median fluorescent intensity (MFI) of IL-18Ra on CD3"CD4~ or CD3°CD8” TILs isolated from CRC (n=19).
Wilcoxon paired test. (E) Effect of rhIL-18 (50 ng/mL, 24 h) on the IFN'y response of TILs cell lines from CRC (1 = 20). Each
dot represents the mean of triplicate cultures of TILs. The square root function (sqrt) was used to transform Y axis values
in order to visualize small value distributions. Wilcoxon paired test.

Thus, our findings show that the majority of CRC exhibits an activated functional
caspase-1/IL-18 axis in tumor cells, and that IL-18 is able to modulate the IFNy response
of TILs in vitro. However, one-third of CRCs, despite expressing an activated functional
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inflammasome and being infiltrated by Th1/Tc1 TILs, did not respond to IL-18 in terms of
IFNYy secretion based on ex vivo explant cultures. These findings strongly suggest the
existence of subgroups of CRC according to the entire caspase-1/IL18-IFNy axis and
microsatellite status.

2.4. Identification of Subgroups of CRC according to the Caspase-1/IL-18/TIL Density/IFNy
Axis and Microsatellite Status

We performed a non-hierarchical cluster analysis, in order to stratify the CRC
patients according to the entire axis caspase-1/IL-18/TILs density/IFNy axis, and to their
microsatellite status. First, we used the Gower metric to assess the similarity/dissimilarity
between CRCs according to the following mixed variables (both categorical and
numerical): microsatellite status (MSS, MSI), aCasp1 status in tumor cells (present (+) or
not (-)), levels of mature IL-18 and of IFNYy secreted in explant cultures, and density of
TILs (CD8/CD3, Tbet/CD3, PD1/CD3 ratios).

Figure 4A shows the heatmap representing the similarity/dissimilarity matrix that
allowed for the assessment of cluster tendency. Subsequently, a non-hierarchical cluster
analysis was performed using partitioning around medoids (PAM), and silhouette
analysis was used to choose the optimal number of clusters, ie. three clusters. t-
distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) two-dimensional projection was used
to plot the different clusters. Figure 4B shows the three different clusters: cluster 1,
featuring an MSS phenotype with aCaspl- tumor cells (n = 28; 29%); cluster 2, featuring
an MSS phenotype with aCaspl* tumor cells (n=47; 49%), and cluster 3, featuring mainly
an MSI phenotype with aCaspl* tumor cells (n = 16; 17%) and only five MSI cases with
aCaspl-. The CRCs without IFNy response (IFNy- red dots on Figure 4B) were more
common in cluster 1 (36%, MSS aCaspl-) and cluster 3 (50%, MSI), than in cluster 2 (25%,
MSS aCasp1?). Similar results were obtained using hierarchical clustering (Figure S1).

When examining the numerical variables among clusters, a significantly higher
density in CD8* or Tbet* TILs was observed in cluster 3 (MSI) as compared with clusters 1
and 2 (MSS), as expected (Figure 4C,D). In addition, the levels of mature IL-18 were
significantly higher in cluster 2 (MSS with active caspase-1) than in clusters 1 and 3 (MSS,
no active caspase-1 and MSI) (Figure 4G). IFNYy levels were the lowest in cluster 3 despite
the presence of active caspase-1 in tumor cells and high IL-18 levels (Figure 4F). One
possible explanation for this finding would be the high density of PD1* TILs in cluster 3
(Figure 4E).

The Consensus Molecular Subtypes (CMS) classification could be determined in 39
CRGs (11 CRGs in cluster 1, 20 in cluster 2, and 8 in cluster 3) using 3'-Seq Illumina. As
shown in Figure S2 and as expected, CRCs of cluster 3 (MSI CRC) belonged to the CMS1
subgroup. CRCs of cluster 1 and 2 (MSS aCasp1-or aCaspl, respectively) both belonged
mostly to the CMS2 subgroup.

Altogether, this study (1) identifies several clusters of CRCs according to the caspase-
1/IL-18/TIL density/IFNvy axis, and microsatellite status, and (2) points out a “paradoxical”
subgroup (34% of CRCs) present in all clusters, mostly in clusters 1 and 3, that does not
display an IFNYy response despite the moderate to high levels of mature IL-18.
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Figure 4. Identification of CRC clusters according to the caspase-1/IL-18/TIL density/IFNY axis and microsatellite status.
(A) Heatmap on the dissimilarity matrix based on the Gower metric. (B) Cluster visualization using a lower dimensional
space with t-distributed stochastic neighborhood embedding (t-SNE). (C—G) Numerical variables distribution in the three
CRC clusters: TIL density (C,D,G); IFNy and IL-18 levels assessed by ELISA in CRC explant cultures (EF). Each dot
represents the mean value of triplicate explant cultures or TIL counts. Black dots: CRC with IFNy response (IFNvY~); red
dots: CRC without IFNYy response (IENY).
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2.5. Distinctive Features of the IENy+ and IFNy+Subgroups

We further investigated the potential distinct features between the IFNy~ versus
IENy* subgroups of CRC in terms of TIL density and secreted cytokines, as well as
immunomodulatory factors such as PD1, IL-10, and Transforming Growth Factor beta 1
(TGFp1), known to suppress the IFNy response. We first examined the TIL density in the
IFNy* and IFNy~ subgroups of CRC. As shown in Figure 5A (upper panel), there was no
significant difference in terms of either the density of CD8* or Tbet* TILs or of TILs
expressing the immune checkpoint PD1.

Then, we performed a multiplex bead-based assay (13-plex) for simultaneous
detection of Th1/Tcl cytokines and mediators, as well as Th17 and anti-inflammatory
cytokines in the culture supernatants of 62 CRCs for which sufficient amounts of
remaining supernatant were available prior the assay (n =26 IFNy- CRC and n = 36 IFNvy*
CRC). As shown in Figure 5B and as expected, the Thl cytokine and Tcl marker granzyme
B levels were higher in the IFNy* compared to the IFNy~ subgroups. With respect to the
IFNvy-inducing cytokines IL-18 and IL-12p70, levels were higher in the IFNvy* subgroup;
IL-12p70 was detectable in only 30% of IFNy* CRCs. Interestingly, IL-17A, a prototypic
Th17 cytokine, was undetectable in most of the IFNy~ subgroup (Figure 5C), suggesting
that TILs, although present, were not functional in this subgroup. Therefore, we assessed
the anti-inflammatory cytokines (IL-10, TGFB1) that could suppress the IFNy response
and found that they were not secreted at higher levels in the IFNvy- subgroup (Figure 5D).
Finally, we assessed by ELISA the secretion of IL-18 binding protein (IL-18BP), a natural
inhibitor of IL-18, part of a negative feedback loop, that can act as an immunosuppressive
molecule [28,29]. As shown in Figure 5D (right), IL-18BP was not overexpressed in the
IFNYy~ subgroup.

To further explore the features of the [FNy~ subgroup, we performed a transcriptomic
analysis of the IFNy* and IFNy- CRC using 3'-Seq Illumina of 39 CRC (32 IFNy* and 7
IENy-). Heatmap of Euclidean sample distances after Log transformation shows a
homogeneous IFNy~ subgroup, while the IFNy* subgroup was heterogeneous (Figure
6A). Figure 6B illustrates the most significant differentially expressed genes after p-value
adjustment using the Benjamini and Hochberg method with at least an absolute log2 fold
change of 1.5 (11 upregulated and 21 downregulated genes, based on the adjusted p
value), in the IFNvy~ versus IFNy* subgroup (considering IFNvy* as control group). The
IENYy- subgroup was mainly characterized by downregulated genes such as chemokines
(CXCL3, CXCL8, CXCL10) and antimicrobial agents (S100A8, REG3A, LYZ, LCN2) (Figure
6B). We next performed pathway enrichment analysis of downregulated genes in the
IENYy- subgroup since the upregulated genes were not associated with any signaling
pathway. To this end, we used ClueGO, a Cytoscape plug-in which is continuously
updated, that integrates many biological information from different databases such as
Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), Reactom, and
BioCarta. Those downregulated genes were significantly associated with specific
signaling pathways related to innate and adaptive immunity such as anti-microbial
peptides, neutrophil chemotaxis and migration, chemokines, IFNy signaling, and IL-17
signaling (Table S1). In order to highlight these enriched pathways, we used ClueGO to
visualize an organized network and the functional links between those downregulated
genes (Figure 6C). Logically, the IFNYy signaling pathway was downregulated in the IFNy~
subgroup, together with the IL-17 and IL-10 signaling pathways, a finding in accordance
with our results at the protein level.
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Figure 5. Features of the IFNy~ and IFNy* subgroups of CRC. (A), Density of TILs (1 = 96) according to their IENy
response. Results are expressed as the CD8/CD3 ratio, Tbet/CD3 ratio, or PD1/CD3 ratio after immunohistochemistry on
serial sections and counts of total TILs (intra- and peri-tumoral) using Imaris software. Each dot represents the mean value
of triplicate counts. Wilcoxon unpaired test. (B-D) (left), Cytokine profiles assessed by a bead-based multiplex
immunoassay in explant culture supernatants. IFNy* (n = 36); IFNy~ (n = 26). Transforming Growth Factor beta 1
(TGEFp1) (n=32) and IL-18 binding protein (IL-18BP) (1 = 23) levels were assessed by ELISA (D, middle and right). Each
dot represents the mean of duplicate cultures for a given CRC. The square root function (sqrt) was used to transform Y
axis values in order to visualize small value distributions (IL-12p70, TGF31). Wilcoxon unpaired test. Black dots: MSS
CRGC; grey dots: MSI CRC.
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Figure 6. Differentially expressed genes (DEGs) between the IFNy~ versus IFNy* subgroups of CRC (IFNvy* (n = 32);
IENy- (n = 7)). (A) Heatmap of Euclidean sample distance after rlog transformation using the DESeq2 package. (B)
Volcano plot of DEGs using the “EnhancedVolcano” package. (C) Functionally organized network of enriched pathway
using ClueGO and Cluepedia plugins.

3. Discussion

The main findings of this study, based on a multiparametric approach (both
descriptive and functional) using freshly dissociated primary tumors and 3D explant
cultures of CRC patients, are multiple. Firstly, in the majority of CRCs (70%), tumor cells
maintained a functional but aberrantly activated caspase-1/IL-18 axis compared with
paired normal colonic epithelial cells. Secondly, this caspase-1/IL-18 axis was able to
modulate the IFNYy response of resident Th1/Tcl TILs. Thirdly, three clusters of CRC were
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identified according to the status of their caspase-1/IL-18/TIL density/IFNy axis and
microsatellite status. Finally, the existence of a “paradoxical” subgroup of CRC (34% of
CRGs) was identified that does not display an IFNy response despite the secretion of
mature IL-18 by tumor cells and that features downregulated IL-17, chemokines, and
antimicrobial agent gene signatures.

First, in the retrospective cohort of CRC patients, we showed herein that intracellular
IL-18 detected by immunohistochemistry, i.e., mainly the proform, was maintained in
tumor cells in the majority of CRCs compared to the paired normal colonic epithelial cells
they derived from, although at variable levels in terms of number of positive cells within
the tumor and staining intensity. Interestingly, in 90% of MSI CRCs and 70% of MSS CRCs,
an intense IL-18 immunostaining was observed in more than 50% of tumor cells, which
was associated with a higher density of intraepithelial CD8* and Tbet* TIL (IEL-TIL). These
findings suggest that IL-18 produced by tumor cells can influence the density of the IEL-
TIL infiltrate that we and others previously reported to be higher in MSI and a subgroup
of MSS CRCs. In addition, these IEL-TILs positively impact overall survival and
progression-free survival in our cohort (not shown), consistently with previous studies in
CRC [2,7]. In our study, IL-18 was lost in tumor cells in 5% of CRCs and heterogeneously
expressed in 10—40% of tumor cells in about 20% of CRC that did not show any distinct
clinicopathological or molecular features. This partial or complete loss of IL-18 protein
expression in tumor cells could be accounted for by a decrease or loss of IL-18 transcripts,
as suggested by our transcriptional analyses on some CRCs of the prospective cohort and
as previously reported [19,22,27]. This loss of mRNA expression levels could result from
some polymorphisms in the IL-18 gene, previously described in colon cancer [30] and that
have been associated with gastrointestinal cancer risk [31].

One can ask whether IL-18 can be considered as a prognostic factor in CRC, as
suggested in a small number of CRC patients [19]. In our study, the expression pattern of
pro-IL-18 expression by tumor cells did not significantly influence overall survival in
univariate or multivariate analyses (not shown), a finding consistent with a previous
study performed in silico using cancer gene expression databases [22]. These apparently
contradictory results highlight the need to look for the mature biologically active form of
IL-18.

The next step was to assess whether tumor cells possessed the enzymatic machinery
essential for the cleavage of pro-IL-18 into its mature form, i.e., active caspase-1, which is
tightly regulated by the inflammasomes (NLRP or NLRC). We designed an experimental
approach on fresh tissues allowing us to assess caspase-1 activity, in situ and by flow
cytometry using the FLICA assay, in relation with inflammasome-dependent cytokines
(IL-18, IENY) secreted in the supernatants of ex vivo explant cultures of the tumor and
with TIL density/phenotype. To our knowledge, our findings are the first to show the
presence of two subgroups of CRC: a minor subgroup devoid of active caspase-1
(aCaspl-) in tumor cells (an expression profile close to that of normal colonic epithelial
cells), and a major subgroup with aberrantly active caspase-1 in tumor cells (aCaspl®). A
minor subgroup of CRCs (30%) (aCaspl- in tumor cells), mainly MSS CRCs, secrete
“basal” mature IL-18 levels close to those of normal colon explant cultures, released by a
few activated aCaspl* macrophages. Interestingly, the absence of caspase-1 activity in
tumor cells was not only associated with decreased mRNA levels of caspase-1 and
downstream cytokines IL-18 and IFNY, but also with upstream inflammasome sensors or
regulators, among which NLRC5 is of particular interest. Indeed, NLRC5 has been
involved in the formation of a functional inflammasome [32] and more recently in the
regulation of adaptive immune responses in several cell types via its role as an MHC class
I transactivator [33,34]. Its status in human colon cancer and its role in the modulation of
the immune response in CRC are as yet unknown; studies are underway to explore this
issue.

In the major subgroup of CRCs (70% of CRCs, 63% of the MSS and 80% of the MSI
CRCs), tumor cells exhibited an aberrantly active caspase-1 (compared to paired normal
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colonic epithelial cells), which was functional since the percentage of aCasp1* tumor cells
positively correlated with the amount of mature IL-18 secreted in the supernatants of CRC
explant cultures. Noticeably, flow cytometry experiments confirmed that active caspase-
1 was present predominantly in Epcam* tumor cells and in only a few CD11b* myeloid
cells.

Together, our findings showed that the presence of an activated caspase-1/IL-18 axis
in tumor cells in the majority of CRCs led to the secretion of mature IL-18. At this stage,
our working hypothesis was that IL-18, which influences the density of Tbet* TILs (our
study and [22]), can facilitate the IFNYy response elicited by resident Th1/Tc1 TILs. This
hypothesis was supported by our demonstration that (1) TILs isolated from CRC, mostly
CD4* and half of the CD8* subset, expressed IL-18 receptors, and (2) IL-18 stimulation
significantly improved the basal IFNy production of TILs, an increase correlated with the
IL-18R expression level and occurring without T cell receptor (TCR) activation. This
hypothesis was also sustained by our findings using ex vivo explant cultures whereby
TCR activation could occur via retained cellular interactions in this model, showing a
significant association between IL-18 and IFNY levels in 65% of CRCs.

Our clustering analysis identified three clusters of CRCs according to the status of
their caspase-1/IL-18/TIL density/[FNy axis and microsatellite status. As expected, MSI
CRCs were grouped in a single cluster (cluster 3), and nearly all the cases found in this
cluster belonged to the CMSI subtype of the Consensus Molecular Subtypes (CMS)
classification, featuring a “MSI, immune phenotype” [35]. We demonstrate for the first
time in this study that this cluster is mostly characterized by aCaspl* tumor cells and
production of mature IL-18 associated with the highest level of Tbet* and PD1* TILs,
possibly resulting in TIL exhaustion, in accordance with the lowest level of IFNY.
Furthermore, the clustering analysis identified two distinct clusters of MSS CRCs (cluster
1 (38% of MSS CRCs) and cluster 2 (62% of MSS CRCs)) that both belong mostly to the
CMS2 subtype, without any distinct clinicopathological features. Contrary to the MSI
CRC of cluster 3, MSS CRC of clusters 1 and 2 displayed an IFNy response in relation with
the presence of Tbet* PD1- TILs. However, the major differences between cluster 1 and
cluster 2 was the tumor cell inflammasome status (aCasp1- tumor cells in cluster 1 and
aCasp1* tumor cells in cluster 2) and the IL-18 level, higher in cluster 2 than in cluster 1.
These findings suggest that the baseline IFNYy level found in cluster 1 is independent of
the caspase-1/IL18 axis and that the activation of the caspase-1/IL18 axis in tumor cells
could facilitate the anti-tumor IFNYy response. Further studies are needed to explore the
stimuli able to activate caspase-1 in tumor cells of CRC. In addition, the 5-year follow-up
of patients in our prospective cohort that will soon take place will determine whether a
functional caspase-1/IL-18 axis can be a favorable prognostic marker in CRC.

Finally, and unexpectedly, we identified a “paradoxical” subgroup of CRC (n =33/96
(34%)) that did not display any IFNy response although they produced mature IL-18 and
featured aCaspl+ tumor cells in 50% of cases. We showed that this absence of IFNy
response in CRC, regardless of the microsatellite status, could not be accounted for by (1)
a significant decrease in CD8*, Tbet* TIL infiltrate, (2) the absence of IL-18Ra expression
by those TILs, (3) the overexpression of the immune checkpoint PD1 as well as of other
ICPs (personal observation), or (4) an increase in the main immunomodulatory cytokines
(IL-10, TGER) in the tumor microenvironment. Another explanation for the absence of
IENYy response in this paradoxical subgroup could be the increased expression of the
natural inhibitor of IL-18, the so-called IL-18 binding protein (IL-18BP), that represents a
potential mechanism of tumor escape from Th1 responses and is now considered as a new
immune checkpoint [28,29]. However, our preliminary results indicate that IL-18BP is not
over-secreted in the IFNvy~ versus IFNy* subgroup.

This absence of IFNYy secretion could also be due (downstream from IL-18R) to
epigenetic or post-transcriptional alterations of IFNy such as hypermethylation, as
previously reported in solid tumors including CRC [36,37]. Interestingly, in our study, the
lack of IFNy response was strongly associated with decreased IL-17A secretion in
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accordance with down-regulation of the IL-17 signaling pathway at the transcriptomic
level. IL-17 is well known to orchestrate the immune response at sites most exposed to
microorganisms [38], such as the colonic mucosa. Besides, this down-regulation of the IL-
17 signaling pathway was associated with a significant down-regulation of many genes
such as those of chemokines, chemokine receptors, neutrophil chemotaxis and migration,
and bacterial/viral immune responses. These are known to be involved in immune
surveillance, bridging innate and adaptive immune responses associated with a “hot”
tumor phenotype and modulating the inflammasome pathway [39,40]. These findings
highlight the crucial role of innate immunity (at least with regard to the tumor cell
inflammasome that can be triggered by gut microbiota) in facilitating an effective adaptive
anti-tumor immune response. Further studies are needed to more precisely explore the
complex interactions between tumor cells and the microbiota in CRC.

4. Materials and Methods
4.1. Patients

This study included 288 CRC patients from two independent cohorts, a retrospective
cohort (n=192) and a prospective one (1 =96). All tissues were processed according to the
Helsinki Declaration and the guidelines of the French ethics committee for research on
human tissues. The institutional board of Nantes University Hospital approved the study.
Tissue biocollection was registered with the French Ministry for Higher Education and
Research (DC-2014-2206) with approval from the ethic committee (CPP Ouest IV-Nantes).
Each patient included in this study signed an informed consent form. Table 1 summarizes
the clinicopathological features and microsatellite status of CRC patients, as well as the
study design with respect to the two cohorts.

Table 1. Clinicopathological features of CRC patients and study design.

I. Clinicopathological Features of CRC Patients

Retrospective Cohort Prospective Cohort
(n=192) (n=96)
MSI MSS MSI MSS
(n=43) (n=149) (n=22) (n="74)
Age: mean (range) 74 (52-84) 68 (35-85) 74 (34-88) 68 (34-95)
Gender
Men 15 101 6 42
Women 28 48 16 32
Tumor location
Right 35 49 18 24
Transverse 5 12 0 0
Left 5 77 4 45
Rectum 0 11 0 5
pTNM stage (UICC)
0 0 1 0 0
I 2 19 9
I 21 41 14 34
I 11 42 4 23
v 9 46 2 8
Histological
subtypes
Adenocarcinoma ” 129 13 61
NOS
Mucinous 9 13 74 12
Polymorph 2 4 0 0
Medullary 9 1 1 0
Signet ring cell 1 1 0 0
Serrated 0 1 1 1

II. Study design
Retrospective cohort Prospective cohort
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> Assessment of caspase-1 activity
(FLICA assay) (n =96)

»  Immunostaining and quantification of
Tbet, CD8, CD3, PD1-positive TILs

»  Tissue microarray (TMA) (Imaris software) (n=96)

»  Immunostaining: IL-18, Tbet and CD8 »  Exvivo explant cultures of CRC and

»  Semi-quantitative score of IL-18 expression in tumor assessment of secreted cytokines
cells (ELISA) (n=96)

Ve Quantitative evaluation of TILs (Image J) Ve Effect of thIL-18 on TIL cell lines

generated from CRC (n=20)
»  Transcriptomic analysis by qPCR (n =
16) or 3RINA sequencing Illumina (n =
39)
PTNM: Pathological Tumor Node Metastasis; UICC: Union for International Cancer Control; NOS:
not otherwise specified; IHC: immunohistochemistry; rh: recombinant human.

4.2. Tissue Microarray (TMA) Construction

For the retrospective cohort, TMA construction was performed as previously
described [41]. Briefly, three representative areas of tumor and one area of paired normal
colonic mucosa per patient were selected from hematoxylin-eosin-stained sections, and
the tissue cores (1 mm in diameter) were inserted in a recipient paraffin block.

4.3. Quantitative Immunohistochemistry (IHC)

Here, 3-um paraftin sections of TMA blocks from the retrospective cohort and of a
representative tumor block from the prospective cohort were labeled with the following
primary antibodies: IL-18 (10 ug/mL, polyclonal rabbit antibody, MBL), CD8 (3 ug/mL,
clone C8/144B, Agilent) Tbet (2 ug/mL, clone 4B10, Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Germany), CD3 (6 pug/mL, polyclonal rabbit antibody, Agilent, Santa Clara,
CA, USA), and PD1 (2.5 pug/mL, clone NAT105, Abcam, Cambridge, UK) on an automated
stainer (AutostainerLink 48, Agilent) according to a standard protocol. The
immunological reaction was visualized using Peroxidase/DAB Envision system (Agilent)
and sections were counterstained with hematoxylin. After IHC, slides were scanned using
aNanoZoomer (Hamamatsu Photonics, Massy, France).

The number of CD8* and Tbet* intraepithelial-TILs (IEL-TILs) were counted per 100
tumor cells on TMA from the retrospective cohort using the Image] software, on the three
areas of tumor per patient. Concerning the prospective cohort, we assessed the number of
CD3+, CD8*, Tbet*, and PD1* intraepithelial TILs as well as TILs of the stroma (per 100
tumor cells or stromal cells) using Imaris software. Cell counts were performed on three
fields of a section of a given tumor. Results were expressed as the mean of the three counts.

Scoring of IL-18 expression patterns in tumor cells, performed on TMAs of the
retrospective cohort, was done on the basis of the staining intensity of tumor cells
compared with that of paired normal colonic epithelial cells and of the percentage of
positive tumor cells. Three expression patterns were identified: a “heterogeneous low”
pattern with a staining intensity lower in tumor cells than in paired normal epithelial cells
or equal to that of normal epithelial cells in 10-49% of tumor cells; a “heterogeneous high”
pattern with a staining intensity equal or higher than in normal epithelial cells in 50-80%
of tumor cells; and a “homogeneous” pattern with a staining intensity equal or higher
than in normal epithelial cells in 100% of tumor cells. The TMA sections were scored by
two independent observers.

The microsatellite status of CRC was assessed by IHC using anti-MLHI1 (clone E505),
MSH2 (clone FE11), MSH6 (clone EP49), and PMS2 (clone EP51) antibodies, as previously
described [7].

4.4. Active Caspase-1 Detection in Tumor Cells

Active caspase-1 was detected on unfixed frozen (8 um) sections of tumor fragments
of the prospective cohort (1 =96) and of some paired normal colonic mucosa (1= 10), using
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the fluorescent inhibitor probe FAM-YVAD-FMK (1:150, 1h at room temperature) that
binds specifically to the active form of caspase-1, using the FAM FLICA Caspase-1 Assay
Kit (ImmunoChemistry Technologies, Bloomington, IN, USA). Nuclei were
counterstained with Dapi (1:1000); sections were post-tixed with 10% paraformaldehyde,
washed twice, and mounted in ProLong Gold Antifade medium (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). Slides were imaged using a confocal microscope (Nikon Al-SIM). A semi-
quantitative assessment of the percentage of active caspase-1 positive tumor cells
(aCaspl*) was performed by two independent observers, on three consecutive fields
inside the tumor. The scores were as follows: score 0 (absence of aCaspl in tumor cells);
score 1 (<10% aCaspl*in tumor cells); score 2 (10-30%); score 3 (30-50%) and score 4 (>50%
aCaspl* in tumor cells).

4.5. Ex Vivo CRC Explant Cultures of Prospective Cohort

Three fresh fragments of tumor (30 mg each) per CRC patient of the prospective
cohort (n =96) were maintained in culture for 24 h, as previously described [7]. In parallel,
in some cases (n = 10), three paired normal tissue samples (30 mg) at a distance from the
tumor were also cultured for 24 h. The supernatants of all explant cultures were collected,
centrifuged, and stored at —80 °C for further assessment of cytokines (see below).

4.6. Cytokine Assays in the Supernatants of CRC Explant Cultures

The following cytokines were measured by ELISA in the supernatants of 24-h CRC
explant cultures: IFNy (Diaclone, Besancon, France), IL-18 (Bio-Techne, Minneapolis, MN,
USA), IL-18BP (Bio-Techne), and TGF{1 (Biolegend, San Diego, CA, USA), according to
the manufacturer’s instructions. In addition, in 62 CRCs, a simultaneous detection of pro-
or anti-inflammatory cytokines and cytotoxic factors was performed using a bead-based
multiplex immunoassay technique (Custom 13-plex LEGENDplex™ multianalyte flow
assay kit, Biolegend). The following cytokines and factors were assessed: IFNvy, IL-18, IL-
12p70, granzyme B, IL-13, IL-17A, and IL-10. Data were acquired on a Canto Il HTS tflow
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and analyzed using the Legendplex data
analysis software. Results were first expressed as pg/mL and then normalized using the
natural log (In) transformation.

4.7. Generation of TILs Cell Lines, Culture and Treatment with rhIL-18

TILs from 22 CRC patients were obtained after culture of tumor fragments for three
weeks in RPMI 1640 medium supplemented with 8% human serum, antibiotics, and 150
U/mL IL-2, as previously described [41]. A weekly check for mycoplasma absence was
performed using the HEK-Blue Detection Kit (InvivoGen, San Diego, CA, USA). Then, the
obtained TIL cell lines were cultured for 24 h in the presence or absence of recombinant
human IL-18 (rhIL-18; B001-5 (MBL, Woburn, MA, USA); 50 ng/mL; 1 x 10¢ cells in 12-well
plates) and IFNvy secreted in culture supernatants was assessed by ELISA as mentioned
above.

105



Cancers 2021, 13, 189

19 of 23

4.8. Flow Cytometry Analysis

Fresh tumor tissue was minced with scissors and mechanically dissociated in a non-
enzymatic solution using the GentleMACS dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) as previously described [41]. To precisely identify the cell types
expressing active caspase-1, 5 x 105 cells were incubated for 30 min at 37 °C with the
fluorescent probe FAM-YVAD-FMK (1:150) in Dulbecco’s modified Eagle Medium
(DMEM)/10% fetal Bovine serum (FBS), and washed twice with Phosphate Buffered Saline
(PBS)/0.1% Bovine Serum Albumin (BSA). Then the cells were incubated for 30 min at 4
°C in the presence of the viability dye FVS eFluor™ 780 (BD Biosciences), and the
following antibodies: Epcam-APC (Biolegend), anti-CD11b-BV421 (BD Biosciences), or
the isotype control antibodies. To detect IL-18 receptors on TILs, 1 x 10¢ cells were
incubated for 30 min at 4 °C with FVS 780 (BD Biosciences) and the following antibodies:
IL-18c PE-Vio 770 (Miltenyi Biotec), CD3-BUV395 (BD Biosciences), CD4-BUV496 (BD
Biosciences), CD8-APC (Biolegend), or the isotype control antibodies. After washing twice
with PBS/0.1% BSA, positive cells were acquired in the viable cell gate on a LSR Fortessa
x 20 flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed using BD FACS Diva software 8.0.2
version.

4.9. Transcriptomic Analysis
4.9.1. RNA Extraction

Fresh samples of tumor and paired normal colonic mucosa were submerged in
RNAlater (RNA stabilization reagent, Qiagen, Hilden, Germany) for 24 h at 4 °C and
stored at —80 °C after RNAlater removal. Total RNA was extracted using the RNeasy mini
kit (Qiagen) and DNase treatment, according to the manufacturer’s procedure, after tissue
homogenization with Fastprep-24 (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA). RNAs were
quantified using a NanodropND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and their quality was assessed using Agilent RNA 6000 Nano kit
with a 2100 Bioanalyzer instrument according to the manufacturer’s protocol.

4.9.2. Quantitative RT-PCR

cDNA was synthetized using 2 ug of total RNA with Maxima H Minus reverse
transcriptase (Thermo Fisher Scientific). qPCR analysis of caspase-1 (forward primer 5™
GCCCACCACTGAAAGAGTGA-3’; reverse primer 5-TTCACTTCCTGCCCAC AGAC-
3') and housekeeping gene S6 (forward primer 5-GCCCCAAAAGAGCTAGCAGA-3;
reverse primer 5-TAGCCTCCTTCATTCTCITGGC-3') was performed using Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master mix (Thermo Fisher Scientific) with a Mx3005P real-time
PCR System (Agilent Technologies). Thermal cycling was: one step at 95 °C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95 °C for 15 s and 60 °C for 1 min. Melting curve analysis was
performed with a temperature gradient of 70-95 °C to circumvent potential nonspecific
amplification. Relative caspase-1 expression in the tumor and paired normal colon was
calculated from duplicate values using the AACt method. Data were first normalized to
the housekeeping gene S6 and then caspase-1 mRNA levels in the tumor were expressed
relative to those of paired normal colon. The human inflammasome RT? profiler PCR array
(Qiagen) was used to identify genes of the inflammasome pathway. To this end, 2 ug of
total RNA from tumor samples of 16 CRC were reverse-transcribed using the RT? First
Strand Kit (Qiagen) and qPCR was performed using the RT2 SYBR Green ROX qPCR
Mastermix (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. PCR array data were
analyzed using The GeneGlobe Data Analysis Center web portal from Qiagen.

4.9.3. 3RNA Sequencing

The 3'RNA-seq was performed by the Genomics and Bioinformatics Core Facility
(GenoBiRD, SEFR Bonamy, Nantes, France) as previously reported [42]. The libraries were
prepared from 10 ng of total RNA. The mRNA poly(A) tails were tagged with universal
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adapters, well-specific barcodes and unique molecular identifiers (UMIs) during
template-switching reverse transcriptase. Barcoded cDNAs from multiple samples were
then pooled, amplified and tagmented using a transposon-fragmentation approach
(Nextera DNA Sample Prep kit, FC-121-1030, Illumina, San Diego, CA, USA) which
enriches for 3'ends of cDNA. Size library was controlled on 2200 Tape Station Sytem
(Agilent Technologies). A library of 350-800 bp length was run on an Illumina HiSeq 2500
using a Hiseq Rapid SBS Kit v2-50 cycles (ref FC-402-4022) and a Hiseq Rapid PE Cluster
Kit v2 (ref PE-402-4002) according to the manufacturer’s protocol (Denaturing and
Diluting Libraries for the HiSeq® and GAIIx, Part # 15050107 v03 protocol, Illumina). Raw
fastq pairs matched the following criteria: the 16 bases of the first read correspond to 6
bases for a designed sample-specific barcode and 10 bases for a unique molecular
identifier (UMI). The second read (58 bases) corresponds to the captured poly(A) RNAs
sequence. We performed demultiplexing of these fastq pairs in order to generate one
single-end fastq for each of the 39 samples. These fastq files were then aligned with
Burrow-Wheeler Aligner (BWA) to the reference mRNA refseq sequences and the
mitochondrial genomic sequence, both available from the UCSC download site. Gene
expression profiles were generated by parsing the alignment files (.bam) and counting for
each sample the number of UMIs associated with each gene. Reads aligned on multiple
genes, containing more than three mismatches with the reference sequence, or having a
polyA pattern were discarded. Finally, a matrix containing the counts of all genes on all
samples was produced. The expression values, corresponding to the absolute abundance
of mRNAs in all samples, was then ready for further gene expression analysis. The
analysis pipeline is available at https://bio.tools/3SRP. The R package DESeq2 [43] was
used for differential analysis. Further analysis of pathway gene set enrichment was
carried out using ClueGo, a Cytoscape plug-in that integrates Gene Ontology (GO) terms
as well as KEGG/BioCarta pathways [44].

4.10. Statistical Analyses

Triplicates of TIL counts (CD3, CD8, Tbet, PD1) and cytokine levels (IL-18, IFNvy)
were expressed as mean values after assessment of reproducibility using the estimation
of the intraclass correlation coefficient. TIL counts were normalized using ratios to CD3;
cytokine levels were normalized using the natural log (In) transformation. Then, the
relation between different parameters (numerical and categorical variables) was assessed
using the Wilcoxon, Kruskal-Wallis, and Spearman non-parametric tests as appropriate.
Multivariate analysis was used to analyze both categorical and numerical variables.
Principal component analysis adapted for mixed data (both numerical and categorical
variables, Factor Analysis of Mixed Data (FAMD)) was used to summarize and visualize
the variance in the prospective cohort of CRC. Then, unsupervised clustering was used to
highlight the existence of CRC subgroups by: (1) calculating distances between patients
with the Gower metric; (2) partitioning around medoids (PAM), a classification method
similar to k-means, but more robust to noise and outliers; and (3) selecting the right
number of clusters with the silhouette width metric. Clusters were visualized using the t-
distributed stochastic neighborhood embedding method (t-SNE). Plots were created using
the ggplot2 package. Statistical analyses were performed using R software 3.6.0 and
Rstudio software (version 1.2.1335). A p value less than 0.05 was considered as statistically
significant.

5. Conclusions

In conclusion, this study showed that tumor cells of the majority of CRCs display a
functional caspase-1/IL-18 axis, part of the inflammasome pathway, that can modulate the
IFNYy response elicited by Th1/Tcl TILs from the tumor microenvironment. This study
also contributes to improving CRC subclassifications, not only in terms of microsatellite
status, but also of the inflammasome pathway and the immune-related gene signature
bridging innate and adaptive immunity. Altogether, our findings strongly suggest that
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targeting the inflammasome pathway could improve the anti-tumor immune response in
subgroups of CRC.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/2072-
6694/13/2/189/s1. Figure S1: Hierarchical clustering after principal component analysis on CRC.
Figure S2: CMS dlassification of CRC after 3RNA sequencing using the CMS Classifier package.
Table S1: Gene set enrichment analysis using ClueGo.
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Annexe a I'article 2 : Validation des trois clusters par ré-échantillonnage ou «bootstrapping»

Dans I’article 2, nous avons utilisé différentes méthodes pour valider les trois clusters
identifiés (cluster 1 MSS aCaspl-, cluster 2 MSS aCaspl*, cluster 3 MSI) : 1) la confirmation
visuelle de I’existence de ces sous-groupes [voir figure 4A et figure supplémentaire 1A de
I’article 2] et 2) I’utilisation des deux méthodes de classification distinctes, supervisée et non
supervisée, qui aboutissent au méme résultat, ¢’est-a-dire ’identification de trois sous-groupes.

Cependant, les analyses de clustering ont tendance & générer des sous-groupes méme
sur un ensemble de données tres homogeénes. Ainsi, un autre aspect important pour valider une
analyse de clustering est I’évaluation de la stabilité des sous-groupes identifiés, c¢’est-a-dire
qu’un «vrai» sous-groupe/cluster ne devrait pas disparaitre lorsque les données sont légerement
modifiées (Hennig 2007). Nous avons donc voulu savoir si les 3 clusters que nous identifions
dans Darticle 2 restent stables aprés multiple ré-échantillonnage, en ajoutant des valeurs
aberrantes ou du bruit de fond statistique. Pour ce faire, nous avons utilisé¢ 1’algorithme
“‘Flexible Procedures for Clustering”’ (fpc) développé par Hennig (2015), qui permet de ré-
échantillonner 100 fois les données et génére un indice de Jaccard connu pour étudier la
similarité entre objets (Jaccard 1901, Hennig 2007). L’indice de Jaccard varie entre 0 et 1, 1
étant le degré maximal de similarité. Le seuil qui permet de confirmer la stabilité des clusters
est fixé a 0,75 (Hennig 2008). Ainsi, a chaque ré-échantillonnage et clustering par
partitionnement autour des médoides (répété 100 fois), I’algorithme génére un indice de Jaccard

en fonction de la fréquence ou les sous-groupes similaires sont retrouvés (Figure 27).

Nous montrons que les 3 clusters identifiés dans 1’article 2 sont stables car la moyenne
de I’indice de Jaccard aprés multiple ré-échantillonnage est supérieur a 0,75 (0,82 a 0,94) pour
tous les clusters. La valeur pronostique de ces 3 clusters sera évaluée dées que possible en

examinant les données de survie des patients a 5 ans.
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Figure 27. Fréquence de la similarité des 3 clusters par ré-echantillonnage (‘‘Cluster bootstrap’’)
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Une meilleure compréhension du microenvironnement tumoral ainsi que des
interactions entre les cellules tumorales et le systeme immunitaire est nécessaire dans le cancer
du cblon, maladie hétérogéne sur le plan morphologique, phénotypique et immunitaire, afin de
déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques visant a augmenter 1’efficacit¢ des

immunothérapies dans les différents sous-types de CCR.

Dans cette these, nous montrons que 1’évaluation du facteur de transcription T-bet au
niveau protéique, facilement analysable en immunohistochimie, est un biomarqueur
pronostique de la survie des patients et permet de prédire une réponse Th1/Tcl préexistante
dans les CCR. De plus, grace a une approche multiparamétrique et fonctionnelle basée sur un
modele 3D de culture d’explants de CCR, nous montrons que la cellule tumorale elle-méme
pourrait participer, via un inflammasome fonctionnel (voie caspase-1/1L-18), a la modulation
de cette réponse Th1l/Tcl. Cependant, I’efficacité de cette réponse immunitaire anti-tumorale
est contrebalancée par la présence de nombreux facteurs immunosuppresseurs du MET dont les

récepteurs inhibiteurs (ICP) que nous avons contribué a mieux caractériser dans les CCR.

Ainsi I’évaluation de différents paramétres immunitaires, non seulement des TILs mais
aussi des cellules tumorales, devrait permettre d’identifier des biomarqueurs pronostiques et

prédictifs de la réponse aux immunothérapies dans les CCR.

1. Les biomarqueurs de réponse aux immunothérapies dans les CCR

Dans la course a I’identification des biomarqueurs aux immunothérapies dans les
cancers en genéral, 4 éléments ont pris le devant de la scéne : 1) l'expression de ’axe PD1/PDL1
dans le MET de la tumeur (Taube et al., 2014) ; 2) la présence d'un fort infiltrat en TILs et une
signature Th1/Tcl au niveau transcriptomique (Mlecnik et al., 2016) ; 3) I'estimation de la
charge mutationnelle de la tumeur (Snyder et al., 2014) et 4) la composition du microbiote
intestinal (Gopalakrishnan et al., 2018).

Dans cette these, nous nous sommes focalisés sur les deux premiers points, détaillés ci-dessous.
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1.1) Expression de marqueurs inhibiteurs de la réponse lymphocytaire T anti-tumorale :
importance de I’axe PD1/PDL1 et d’IDO-1 dans les CCR

L'expression du PD1 sur les TILs et de son ligand PDL1, recherché surtout sur les
cellules tumorales, est considérée comme un biomarqueur «naturel» pour prédire la réponse
aux immunothérapies ciblant cet axe. Notre étude rapportée dans 1’article 1 précise 1’expression
de I’axe PD1/PDLI1 par immunohistochimie sur coupes entiéres dans les CCR en fonction du
statut microsatellitaire et des sous-types morphologiques. Cette étude confirme non seulement
I’existence d’une corrélation entre PD-1 et PDL-1, en accord avec la littérature, mais aussi
précise la localisation du PDL1 au sein de la tumeur. Ceci nous a permis de démontrer que
PDL1 est présent : 1) dans la grande majorité des CCR MSI, en particulier dans le sous-type
médullaire trés riche en TILs PD1+, ou PDL1 est exprimé par les cellules tumorales et les
cellules myéloides ; 2) dans un sous-groupe de CCR MSS (40%) ou PDL1 n’est exprimé que
par les cellules myéloides.

La prise en compte de 1’expression de PDL-1, non seulement sur les cellules tumorales
mais aussi sur les cellules immunitaires (myéloides), en association avec PD1, est importante
pour mieux apprécier I’impact biologique de la réponse aux anti-PD1/PDL1. D’ailleurs, cette
expression est actuellement prise en compte en évaluant le score CPS («Combined Positive
Score») qui représente la fréquence des cellules tumorales et immunitaires exprimant le PDL1
rapportée au nombre de cellules tumorales totales (CPS >1), dans la prescription du
pembrolizumab (anti-PD1) en premiére ligne de traitement dans le carcinome épidermoide
métastatique de la téte et du cou (Haute Autorité de Santé, Juin 2020). De plus, I’expression de
PDL1 étant hétérogéne, dynamique et inductible par I’IFNy, il pourrait étre pertinent
d’examiner le statut de PDL1 au cours du temps (avant traitement et a différents moments au

cours du traitement).

En paralléle, il nous semblait important d’examiner 1’expression d’autres recepteurs
inhibiteurs (TIGIT, TIM3, LAG3) et de leurs ligands dans les CCR, car leur caractérisation
n’est que partielle dans la littérature. Nos travaux présentés en annexe de I’article 1 montrent
pour la premiere fois que les TILs fraichement isolés de CCR, aprés dissociation mécanique,
expriment fortement non seulement PD1, mais aussi TIGIT et a un moindre degré TIM3. De
plus, nos analyses préliminaires suggerent que les CCR MSI sont particuliérement riches en
TILs «double positifs» PD1+TIGIT+ et PD1+TIM3+, en comparaison avec les CCR MSS, ce
qui reste a confirmer en examinant un plus grand nombre de CCR MSI. On peut émettre
I’hypothése que les TILs double positifs PD1+TIGIT+ pourraient avoir une forte affinité pour
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les antigenes tumoraux et servir de marqueur de substitution de la réponse aux anti-PD1, comme
cela a éte montré dans le mélanome (Simon et al., 2017b). De plus, une étude est en cours pour
déterminer I’effet des anti-TIGIT (clone 10A7, Genentech) en association ou non avec les anti-
PD1, sur la réponse Th1/Tcl des TILs dans le modéle d’explants, étant donné le fort niveau

d’expression de ces deux ICP par les TILs de CCR.

Notre étude (article 1) montre aussi que les cellules tumorales surexpriment de maniere
aberrante IDO-1, une enzyme impliquée dans 1’immunosubversion comme précisé dans le
chapitre II1.2.C. Le fait que 1’expression d’IDO-1 soit associée a une absence de production
d’IFNy par les TILs T-bet+ dans nos cultures d’explants et que 1’IDO-1 peut inhiber les
fonctions effectrices des LT (Brochez et al., 2017) suggére que les inhibiteurs d’IDO-1
pourraient étre utilisés en association avec des anti-PD1/PDL1 pour restaurer une réponse
Th1/Tcl, comme cela a été montré dans un modéle de souris xénogreffées (Schramme et al.,
2020).

1.2) Infiltrat en TILs : T-bet est un biomarqueur pronostique et prédictif d’une réponse
Th1/Tcl préexistante dans les CCR

Plusieurs études montrent qu’un fort infiltrat en TILs CD3*/CD8" et une signature
transcriptomique IFNy sont des biomarqueurs prédictifs de la réponse aux immunothérapies,
corrélés a un bénéfice clinique chez les patients atteints de mélanome métastatique (Hamid et
al., 2011 ; Jietal., 2012 ; Herbst et al., 2014 ; Tumeh et al., 2014 ; Grasso et al., 2020). Nous
montrons, dans ’article 1, que T-bet est un facteur pronostique qui pourrait étre facilement
évaluable par les pathologistes en routine clinique. De plus, le développement d’un modeéle 3D
d’explants de CCR, permettant le maintien des interactions cellules tumorales / TIL a permis
de montrer pour la premiére fois que T-bet est un marqueur prédictif d’une réponse Th1/Tcl
(IFNYy) preexistante induite par les TILs «résidents» (sans intervention possible de lymphocytes
circulants). Ce modele de culture d’explants peut étre considéré comme un bon modele ex vivo
chez I’homme pour prédire la réponse aux anti-ICP, puisque nous montrons que la réponse
IFNy peut étre induite ou augmentée par des anti-PD1, en relation avec la densité de ’infiltrat
en TILs T-bet+ PD1+ et I’expression de PDLI.
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En perspective a ce travail, la densité de I’infiltrat TILs T-bet+ sera examinée dans une
cohorte de CCR métastatique traités aux immunothérapies (Durvalumab, anti-PDL1) en
combinaison avec une chimiothérapie de type FOLFOX comparant les patients répondeurs

versus non-répondeurs, en collaboration avec 1’équipe du Pr F. Ghiringhelli (INSERM UMR
1231, Dijon). Cette étude permettra de déterminer si T-bet peut étre considéré comme un

marqueur prédictif de la réponse aux anti-ICP dans les CCR.

Outre ces 2 biomarqueurs (expression des ICP et densité en TILs T-bet+), d’autres
biomarqueurs de la réponse aux immunothérapies ont été identifiés dans d’autres tumeurs
solides et pourraient étre envisagés dans le CCR tels que : la charge mutationnelle de la tumeur
et surtout la composition du microbiote intestinal. Cependant, ces biomarqueurs restent
difficiles a mettre en place dans la routine clinique car dans le cas de la charge mutationnelle
par exemple, le seuil pour déterminer une forte charge mutationnelle semble varier en fonction

du tissu et de la plateforme chargée de ’analyse.

1.3) Estimation de la charge mutationnelle de la tumeur

Une forte charge mutationnelle dans les tumeurs solides et en particulier dans les CCR
MSI, génére des néoantigeénes capables de stimuler les TILs, a I’origine d’un fort immunoscore
(Giannakis et al., 2016). La charge mutationnelle de la tumeur, étudiée aprés extraction d’ADN
sur tissu broyé, a été initialement identifiee comme facteur prédictif de la réponse aux
immunothérapies dans le mélanome (Snyder et al., 2014) et dans d’autres tumeurs solides,
notamment le carcinome urothélial et le cancer du poumon (Rosenberg et al., 2016 ; Rizvi et
al., 2015 ; Hellman et al., 2018 ; Galsky et al., 2017 ; Le et al., 2017).

Dans les CCR, outre le statut microsatellitaire, considéré comme marqueur d’éligibilité
aux immunothérapies, une étude récente montre que la charge mutationnelle de la tumeur serait
un biomarqueur de réponse aux anti-ICP. En effet, sur 22 CCR MSI-high métastatiques ayant
une forte charge mutationnelle, traités aux anti-PD-1/PDL-1 en monothérapie ou en
combinaison avec les anti-CTLA-4, 16 patients présentaient une réponse partielle ou totale
(Schrock et al., 2019). D’autre part, Lee et al. (2020) montrent, par des approches comparatives
au niveau tissulaire et cellulaire (single cell RNA seq), que les cellules tumorales de certains
CCR MSI-high (CMS1) n’ont pas de signature «immune-like», ce qui expliquerait leur absence
de réponse aux immunothérapies. Cette signature «immune-like» intrinséque aux cellules

tumorales pourrait étre régulée par des facteurs environnementaux tels que le microbiote.
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1.4) Composition du microbiote intestinal

William B. Coley est certainement le premier, en 1893, a avoir décrit et expérimenté
I’implication du microbiote dans la régression tumorale (Coley 1893). Plusieurs années apres,
en 2007, I’équipe de Rosenberg montre 1’implication du microbiote intestinal dans la réponse
a I’'immunothérapie, en utilisant des CAR-T spécifiques de la tumeur chez des souris
lymphodéplétées (Paulos et al., 2007). De plus, les composants du microbiote intestinal ont des
effets profonds sur le systeme immunitaire périphérique, y compris dans le contexte du cancer
(Chen & Mellman, 2017). Récemment, plusieurs études ont montré 1’importance de la flore
commensale dans I’efficacité de la réponse a une immunothérapie utilisant des inhibiteurs
d’ICP dans les cancers chez I’homme, en particulier dans le mélanome (Chaput et al., 2017 ;
Frankel et al., 2017 ; Matson et al., 2018 ; Routy et al., 2018). De maniere assez paradoxale,
I’implication de la flore intestinale dans la réponse aux immunothérapies dans le cancer du

cblon, organe abritant cette flore, n’est a notre connaissance pas rapportée.

En perspective de notre étude, la détermination de la charge mutationnelle d’un certain
nombre de patients de notre cohorte pour lesquels nous disposons de lignées de TILS
autologues, est envisagée prochainement. Ainsi, nous pourrons prédire les néoantigénes
spécifiques de la tumeur dans un contexte HLA déterminé, et isoler les TILs spécifiques de ces
néoantigenes, ce qui pourrait aboutir a une stratégie de transfert adoptif dans les CCR.

D’autre part, la caractérisation de la diversité du répertoire des TILs pourrait permettre
de déterminer s’il existe des antigénes spécifiques de la flore intestinale dans les CCR, en

utilisant la technique de séquencage du TCR (TCRseq).

2. L’inflammasome des cellules tumorales (axe caspase-1/IL-18) : un modulateur de la réponse
anti-tumorale Th1/Tc1 des TILs dans les CCR

Nos résultats rapportés dans I’article 2, basés sur une approche multiparamétrique,
descriptive et fonctionnelle, utilisant deux cohortes de CCR distinctes et le modele de culture
d’explants de CCR montrent que : a) I’expression de 1’IL-18, évaluée en immunohistochimie,
est associée a la densité en TILs T-bet" et CD8" ; b) I’'IL-18 recombinante humaine induit ou
potentialise la réponse Th1/Tcl (IFNy) des TILs isolés de CCR en fonction de leur niveau
d’expression de I'IL-18Ra ; ¢) I’IL-18 mature sécrétée dans les cultures d’explants est associée

au taux d’IFNy et d) I’examen de 1’axe complet caspase-1/I1L-18/densité en TILs/réponse IFNy
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en fonction du statut microsatellitaire des CCR permet d’identifier des sous-groupes de patients

grace a une analyse multivariée.

Nous discuterons certains points de ces résultats, principalement : 1) I’axe caspase-1/1L-18
des cellules tumorales : potentiel modulateur de la réponse IFNy ; 2) ’existence de différents

sous-groupes de CCR selon 1’axe caspase-1/1L-18/IFNy.

2.1) Axe caspase-1/IL-18 dans les cellules tumorales : un potentiel modulateur de la

réponse IFNy anti-tumorale des TiLs Th1/Tc1 chez ’'homme

Nos résultats présentés dans I’article 2 montrent que la pro-1L-18 est conservée dans
les cellules tumorales, comme dans les cellules épithéliales intestinales normales. Cependant,
elle est perdue ou sous-exprimée dans environ 30% des CCR. Cette perte d’expression d’TIL-18
a d’ailleurs été également décrite par Pages et al. (1999) au niveau transcriptomique et
s’accompagne d’une perte de I’IFNy, ce qui rejoint nos observations qui montrent que le niveau
d’expression d’IL-18 dans les cellules tumorales est significativement associé a la densité en
TIL T-bet+ et CD8+, capables de sécréter I’IFNy. Bien que cette densité en TILs T-bet™ soit un
marqueur de bon pronostic, résultat en accord avec ceux de ’article 1, nous n’avons pas trouvé
d’impact pronostique de la pro-I1L-18 dans notre cohorte. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Gil & Kim (2019) qui montrent, en utilisant des bases de données publiques (TCGA et
GTEX), que le niveau d’ARNm IL-18 n’est pas un marqueur pronostique dans les CCR,
contrairement & d’autres types de tumeurs solides comme le mélanome. On peut donc émettre
I’hypothése que 1’action de I’IL-18 soit liée a une spécificité d’organe et de son environnement.
En effet, plusieurs études sur différents types de cancer tels que le cancer gastrique, le cancer
de la téte et du cou, le cancer du sein et le cancer ovarien ont montré qu’un fort taux sérique
d’IL-18 peut étre considéré comme un marqueur diagnostique, mais son action pro- ou anti-
tumorale reste controversée (Thong-Ngam et al., 2006 ; Martone et al., 2004 ; Merendino et
al., 2001 ; Ginel et al., 2003 ; Sozen et al., 2004 ; Okamoto et al., 2009). Par ailleurs, dans le
cas du cancer ovarien, I’équipe de Ferrini montre que ce fort taux sérique d’IL-18 est
essentiellement la pro-forme biologiquement inactive, en lien avec la perte de la caspase-1,
machinerie nécessaire a la maturation de I’IL-18 (Wang et al., 2002; Orengo et al., 2011). Ces
differentes observations nous ont conduit a examiner le statut de la caspase-1 dans les CCR, en

particulier dans les cellules tumorales.
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Nous montrons pour la premiére fois chez ’homme, que les cellules tumorales
possedent un axe caspase-1/1L-18 fonctionnel dans 70% des CCR. La caspase-1 active, détectée
in situ et apres dissociation mécanique de la tumeur par cytométrie de flux a 1’aide de la sonde
YVAD fluorescente, qui se fixe spécifiquement sur le site catalytique de la caspase-1 active,
est présente majoritairement dans les cellules tumorales. De plus, le niveau d’expression de la
caspase-1 active, variable au sein de la tumeur (10 a 70% des cellules tumorales positives), est
corrélé au taux d’TL-18 mature sécrétée dans les cultures d’explants.

L’IL-18 est connue depuis longtemps comme un inducteur de la réponse
IFNy (Nakamura et al., 1989) dans les lymphocytes T du sang et les cellules NK. Nous
montrons dans ’article 2 que I’IL-18 mature recombinante humaine induit ou potentialise la
réponse IFNy des TILs isolés de CCR, en fonction du niveau d’expression de I’IL-18Ra. Des
expériences sont en cours pour déterminer la subordination de la réponse IFNy des TILs dans
le mod¢le d’explants en utilisant un inhibiteur de la caspase-1 ou un anticorps anti-1L-18
neutralisant.

Ces résultats suggerent que la cellule tumorale peut étre considérée comme une
cellule immunomodulatrice, capable de moduler son microenvironnement immunitaire via
I’axe caspase-1/IL-18 et que les liens entre immunité innée et adaptative sont importants a
prendre en compte dans I’immunobiologie de la tumeur colique.

A ce stade, la question se pose de savoir quels sont les activateurs potentiels de la
caspase-1 dans la cellule tumorale. Nous avons commenceé a aborder cette question en
recherchant, au niveau transcriptomique par qPCR array, 1’expression différentielle d’un panel
de génes spécifiques de la voie de I’inflammasome dans les CCR ayant une caspase-1 active
dans les cellules tumorales (aCaspl*) ou non (aCaspl-). Nos résultats préliminaires, qui
nécessitent d’étre confirmés et étendus, suggerent que certains récepteurs TLR et NLR, en
particulier le NLRC5, mais pas le NLRP3 qui est communément étudié, sont sous-exprimés
dans les CCR aCaspl~ comparé aux CCR aCaspl*. Cette observation est particulierement
intéressante car le NLRC5, outre son activité dans la formation d’un inflammasome fonctionnel,
est également décrit comme un transactivateur de 1’expression des molécules du CMH de classe
| et pourrait ainsi jouer un réle dans la réponse immunitaire anti-tumorale dans les CCR
(Meissner et al., 2010 ; Yoshihama et al., 2016), notamment en facilitant la présentation des
antigenes tumoraux aux TIL CD8* comme cela a été décrit dans un modele murin de mélanome
(Rodriguez et al., 2016). Des études sont actuellement en cours pour déterminer le statut du
NLRCS5 dans les CCR ainsi que son implication dans la biologie des cellules tumorales et dans

leurs interactions avec les TILSs.
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2.2) Existence de différents sous-groupes de CCR

Le statut de la caspase-1 étant hétérogéne dans les CCR ainsi que la réponse IFNy, nous
avons recherche si ces 2 parameétres, associés a la densité en TILs et au statut microsatellitaire,
pouvaient permettre d’identifier plusieurs sous-groupes de CCR. Pour ce faire, nous avons
utilisé deux algorithmes bien distincts, dont un premier permet une classification hiérarchique
apres analyse en composante principale et un second une classification non hiérarchique.
Effectivement, nous avons identifié 3 sous-groupes de CCR en fonction de 1’axe caspase-1/IL-
18/densité en TILs/réponse IFNy et du statut microsatellitaire. Cette classification en 3 sous-
groupes, dont la stabilite a été confirmée par une méthode de «bootstrapping» (annexe de
I’article 2), montre qu’il existe non seulement un cluster de CCR MSI bien distinct, ce qui était
attendu, mais également deux clusters parmi les CCR MSS (Figure 28).

La majorité des CCR MSS (64%) possede un axe caspase-1/1L-18 fonctionnel, capable
de générer une réponse IFNy potentiellement anti-tumorale, un stroma riche en TILs et donc
ces tumeurs pourraient correspondre a des tumeurs «inflammatoires». Ces tumeurs
inflammatoires ouvrent des perspectives quant a 1’utilisation d’autres immunothérapies dans les
CCR MSS «inflammatoires».

Une minorité de CCR MSS (36%) n’a pas d’axe caspase-1/IL-18 fonctionnel dans
les cellules tumorales et sécrete peu d’IFNy ; ces tumeurs pourraient correspondre a des tumeurs
«froides» ; 1’absence d’un inflammasome fonctionnel dans les cellules tumorales pourrait
constituer un mécanisme d’échappement tumoral a 1’immunosurveillance. Nous montrons
également, grace a différentes approches, que 1’absence de la réponse IFNy, prévalente dans le
cluster de CCR MSI et dans le cluster de CCR MSS sans caspase-1 active, est associée a une
modification des facteurs extrinseques a la tumeur dont les molécules associées a I’immunité
innée et au microbiote, ce qui suggére que I’environnement exerce une pression sur les

interactions entre TILs et cellules tumorales (Figure 28).

En perspective a ce travail, nous souhaitons rechercher une signature
transcriptomique intrinséque a chaque cluster, en comparant le profil d’expression de la tumeur
par rapport au cdlon normal apparié pour plusieurs cas au sein d’un méme cluster. Des résultats
préliminaires s’approchant de cette perspective n’ont pas permis d’identifier une signature
transcriptomique, en comparant les tissus tumoraux uniquement entre clusters sur un petit

nombre de cas de chaque cluster. De plus, ’examen des données de survie des patients a 5 ans
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permettra de déterminer 1’influence pronostique du statut de I’axe caspase-1/1L-18 des cellules

tumorales globalement et dans les 3 clusters de CCR identifiés dans cette étude.

Statut de
30% de CCR
70% de (IZCR o el

| Inflammasome «fonctionnel» | \jicrobiote 2 [ Inflammasome «nonfonctionnel» |

* " “Tumeur froide”
“Tumeur inflammatoire”

réponse IFNy

Sous-expression des génes reliant

Régression tumorale? . P .
g I'immunité innée et adaptative

Progression tumorale?

Majoritairement CCR MSS Majoritairement CCR MSI Majoritairement CCR MSS
caspase-1 active caspase-1active sans caspase-1active

Figure 28. Sous-groupes de CCR identifiés, en fonction de 1’axe caspase-1/IL-18/densité en
TILs/réponse IFNy et du statut microsatellitaire.

Conclusion générale

Cette these, qui visait @ mieux comprendre les interactions entre les cellules tumorales
et leur microenvironnement immunitaire dans les CCR, montre que les cellules tumorales
peuvent moduler la réponse Th1/Tcl des TILs, qui est quantifiable in situ par I’expression du
T-bet, via la conservation dans ces cellules, d’un axe caspase-1/1L-18 fonctionnel dans 70% des
CCR. Les travaux futurs devront s’attacher a identifier les facteurs extrinséques capables
d’activer la caspase-1 des cellules tumorales. La connaissance de ces facteurs extrinseques
pourrait permettre la modulation de I’inflammasome dans le but de restaurer ou d’améliorer la
réponse immunitaire adaptative des TILs et ainsi constituer une approche complémentaire aux

immunothérapies dans les CCR.
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Role de l'inflammasome des cellules tumorales dans 'immunosurveillance des cancers colorectaux par les

lymphocytes T infiltrant la tumeur

Mots clés : Cancer colorectal, lymphocytes T infiltrant la tumeur, réponse Th1/Tcl, inflammasome,

immunothérapie, modele ex vivo de culture d’explants

Résumé : Dans les cancers colorectaux (CCR), les interactions
entre cellules tumorales et lymphocytes T infiltrant la tumeur
(TILs) jouent un réle majeur, étant donné I'impact pronostique
des TILs et d’une signature transcriptomique Th1/Tc1. La
présence de points de contrble immunitaire capables de
contrecarrer cette réponse Thl/Tcl anti-tumorale dans les
tumeurs solides a été a lorigine du développement de
limmunothérapie, qui, bien que prometteuse dans les CCR,
n’est efficace que dans un sous-groupe minoritaire de patients
ayant une instabilité microsatellitaire (MSI). D’ou la nécessité de
développer des biomarqueurs, facilement utilisables en routine
clinique, prédictifs d’'une réponse Th1/Tc1 et de la réponse aux
immunothérapies, et de déterminer des voies de signalisation
susceptibles de réactiver une réponse immunitaire déficiente.
Un candidat potentiel est linflammasome, plateforme de
limmunité innée dont la protéine effectrice est la caspase-1, qui
peut maturer I'lL-18 et générer une réponse Th1/Tc1/IFNy. Bien
que l'inflammasome ait un réle émergent en immuno-oncologie,
son statut et son réle modulateur de la réponse Th1/Tc1 n'est
pas connue dans les CCR.

Notre étude est basée sur I'exploitation de cohortes de CCR
rétrospective et prospective, en collaboration avec les
Cliniciens du CHU de Nantes, ainsi que sur un modeéle ex vivo
de cultures d’explants de CCR que nous avons développé,
couplé a des analyses multiparamétriques.

Nous montrons que le facteur de transcription Thet est un
biomarqueur 1) pronostique et prédictif d’'une réponse
Th1/Tcl/IFNy préexistante dans les CCR, facilement
analysable en routine clinique et 2) prédictif de la réponse aux
immunothérapies, tout au moins dans le modéle de culture
d’explants. Cette réponse Th1/Tc1 est modulée par I'axe
caspase-1/IL-18 de l'inflammasome, qui est présent dans les
cellules tumorales de la majorité des CCR. De plus, nous
identifions trois sous-groupes de CCR en fonction de I'axe
caspase-1/IL-18/TILs Tbet+/IFNy et du statut microsatellitaire,
dont I'impact pronostique sera évalué.

Nos résultats suggerent que les cellules tumorales des CCR
sont des cellules de I'immunité innée, capables de moduler la
réponse Th1/Tc1 des TILs via I'axe caspase-1/IL-18 de leur
inflammasome. Cet axe pourrait étre une cible thérapeutique
potentielle pour améliorer la réponse Th1/Tcl dans les CCR.

The inflammasome of tumor cells in colorectal cancer : status and role in modulating tumor infiltrating T

lymphocytes (TILS)

Keywords : Colorectal cancer, tumor infiltrating T lymphocytes, Th1/Tcl response, inflammasome,

immunotherapy, ex vivo explant culture model

Abstract : In colorectal cancer (CRC), interactions between
tumor cells and tumor infiltrating T lymphocytes (TILs) play a
major role, given the favorable prognostic impact of a high TILs
density and an upregulated Th1/Tcl gene signature in
subtypes of CRC. This Thl/Tcl response can be
counterbalanced by the presence of immune checkpoints
whose characterization led to the development of novel
immunotherapeutic strategies that revolutionized cancer
treatment in some solid tumors. In CRC however, immune
checkpoint inhibitors led to objective and durable response only
in a minority of CRC with microsatellite instability (MSI). There
is a need for biomarkers that can be easily assessed in situ and
predictive of a Th1l/Tcl response and of the response to
immunotherapies, as well as for signaling pathways able to
reactivate a deficient anti-tumor immune response. A candidate
can be the inflammasome, an innate immunity platform whose
effector protein, caspase-1, can mature IL-18 and lead to the
generation of a Th1/Tc1l/IFNy response. The inflammasome is
an emerging central player in cancer immunology and
immunotherapy; however, its status and role in modulating a
Th1/Tcl response in CRC is so far unknown.

Our study was based on retrospective and prospective cohorts
of CRC patients, in close collaboration with the Clinicians of
Nantes University Hospital, and on an ex vivo explant culture
model of CRC we developed, coupled to multiparametric
analyses.

We demonstrated that the transcription factor Tbet that can
be easily assessed in situ, is a prognostic biomarker in CRC,
predictive of a pre-existing Th1/Tcl response and also
predictive of the response to immunotherapies, at least in the
explant culture model. The Th1/Tc1/IFNy response of TILs can
be facilitated by the caspase-1/IL-18 axis present in the tumor
cells of the majority of CRC. In addition, we identified clusters
of patients according to the caspase-1/IL-18/ Thet+ TILs
/IFNy axis and microsatellite status of CRC, whose prognostic
impact will be assessed.

Thus, CRC tumor cells can be considered as innate immune
cells that display a functional caspase-1/IL-18 axis, part of the
inflammasome pathway, able to modulate an adaptive
Thl/Tcl anti-tumor response in subgroups of CRC patients.
Targeting this axis would be a promising strategy to boost the
Thl/Tcl response in CRC.



