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Liste des abréviations

ALK: anaplastic lymphoma kinase

B2m: beta 2 microglobuline

BPCO: Bronchite pulmonaire chronique obstructive

CCR: cancer colorectal

CIS: Carcinome in situ

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

CPA : cellule présentatrice d’antigéne

CPC : carcinome pulmonaire a petite cellule

CPNPC : carcinome pulmonaire non a petite cellule

ECM: extracellular matrix, matrice extra-cellulaire

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

HES: Hémalun Eosine Safran

HLA-E: Human Leukocyte Antigen-E

[HC: Immuno-Histo-Chimie

ILC: innate lymphoid cell, cellule lymphoide innée

ITK: inhibiteur de tyrosine kinase

KIR: Killer-cell Immunoglobuline-like Receptor

LPS: Liposaccharide

NGS: Next Generation-Sequencing, séquengage nouvelle génération
NK cell: lymphocyte Natural Killer

PCR : Polymerase Chain Reaction

PD-L1: Programmed death-ligand 1

TAA: Tumor associated antigen, antigéne associé au cancer
TAN: Tumor Associated Neutrophils, polynucléaires neutrophils intra-tumoraux
TCR: T cell receptor

TFH: T-follicular helper, lymphocyte T folliculaire helper
TIL(s): Tumor-Infiltrating Lymphocyte(s), lymphocyte(s) intra-tumoral(aux)
TILs-IEL: lymphocytes tumoraux intra-épithéliaux

TLS: Tertiary lymphoid structure, structure lymphoide tertiaire
TNM: Tumor Node Metastasis

TSM: Taux Standardisé Monde

UICC: Union Internationale Contre le Cancer

WHO: World Health Organisation
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Généralités

I. Les carcinomes pulmonaires non a petites cellules : état de la science

L1 Données épidémiologiques

Malgré une meilleure compréhension de la carcinogénese et des progres thérapeutiques
récents grace aux immunothérapies, le cancer pulmonaire reste 1’un des enjeux majeurs de santé
publique de ces derni¢res décennies du fait du nombre de cas en constante augmentation et de la
proportion ¢levée de décés qu’il entraine. Depuis plusieurs années, les pays en voie de
développement font face a une augmentation de I’incidence des néoplasies pulmonaires en lien avec
la consommation de tabac (1).

Figure 1: répartition de l'incidence et de la mortalité des 10 principaux cancers en 2020

(homme et femme). Issu de : GLOBOCAN 2020

En 2012, on dénombrait 1,8 millions de nouveaux cas et 1,6 millions de décés dans le
monde selon GLOBOCAN (base de données en ligne sur les statistiques des cancers), contre une
estimation autour de 2,09 millions de nouveaux cas et 1,76 millions de décés en 2020 (1).

Le principal facteur de risque de cancer pulmonaire est la consommation de tabac (2). Parmi
les pays ayant réussi a réduire la consommation de tabac dans la population, d’autres facteurs de
risque changent la démographie des nouveaux patients atteints de cancer du poumon. Ces facteurs
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de risque sont nombreux et variés et incluent la pollution de I’air, la radioactivité naturelle
(uranium, radon et radium), les expositions professionnelles (amiante), les prédispositions
génétiques, les antécédents de maladie pulmonaire chronique, les infections, le régime, 1’obésité et
I’activité physique.

En France, le cancer du poumon est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez les hommes et
le troisiéme chez les femmes. Ainsi, avec une estimation de 33 117 déces en 2018, il représenterait
la premiere cause de décés par cancer chez les hommes et la deuxiéme chez les femmes (précédé
par le cancer du sein)(3).

Figure 2: taux d'incidence et de mortalité du cancer du poumon en France selon l'année (taux
standardisés monde TSM). Issu du rapport des estimations nationnales de l'incidence et de la
mortalité par cancer en France métropolitaine entre 1990 et 2018

L’age médian au diagnostic en 2018 est de 67 ans pour les hommes et 65 ans pour les femmes.
L’age médian au déces est de 69 pour les hommes et 68 ans pour les femmes.

Récemment, des changements dans les habitudes de consommation du tabac ont modifié les
dynamiques épidémiologiques du cancer du poumon : depuis 2005, on observe une légere
diminution de I’incidence des cancers pulmonaires chez les hommes (-0.3% par an) tandis que
I’incidence pour les femmes connait une accélération non négligeable depuis 1990 (5.3% par an
entre 1990 et 2018). Suivant le méme schéma, la mortalité est en décroissance chez les hommes
tandis que pour les femmes, on note la méme accélération que celle notée pour I’incidence (3).

Ainsi, le cancer pulmonaire reste ’'un des plus meurtriers et représente un fardeau
significatif pour les systemes de santé du monde entier.
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1.2 Oncogeneése et classification

La classification actuelle des cancers pulmonaires est basée sur la classification de
I’Organisation Mondiale de la Santé révisée en 2021 (World Health Organisation (WHO) Thoracic
Tumours, édition 2021). Elle permet de définir un type de tumeur selon une analyse morphologique
et phénotypique. Les tumeurs épithéliales sont les plus fréquentes et sont majoritairement
représentées par les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides et les tumeurs neuroendocrines.
On peut également citer les carcinomes a grandes cellules et les carcinomes adéno-squameux.

Avant la classification OMS 2004 des cancers pulmonaires, la différenciation entre
carcinome épidermoide et adénocarcinome n’avait pas d’implication thérapeutique majeure. Ainsi,
ces deux entités étaient regroupées sous le terme de carcinomes pulmonaires non a petites cellules
(CPNPC) pour les distinguer des carcinomes a petites cellules (CPC) appartenant au groupe des
tumeurs neuroendocrines et dont la stratégie de traitement différe radicalement. De nombreux
travaux ciblant les différentes voies d’oncogénése, dans les adénocarcinomes notamment, ont
permis de mettre au point des thérapies ciblées révolutionnant la prise en charge thérapeutique
basée jusqu’alors sur la chimiothérapie exclusive, et par conséquent d’améliorer significativement
la survie des patients. Ainsi, la découverte des mutations du géne EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) a abouti a I'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de premiére, puis de
deuxiéme et de troisieme génération. Il en va de méme pour les réarrangements d’ALK (anaplastic
lymphoma kinase) et de ROS1.

La mise en évidence de ces nouvelles cibles thérapeutiques au cours de la derniére décennie
a pointé la nécessité de mettre au point une classification destinée spécifiquement aux « petits
prélévements » (biopsies et cytologie). La classification IASLC/ATS/ERS(4) des carcinomes non a
petites cellules pallie ce besoin et permet une gestion raisonnée de ces « petits prélevements » qui
représentent souvent les seuls prélevements de la Iésion tumorale disponibles chez les patients
présentant d’emblée une maladie métastatique. Elle utilise des termes réservés a ces types de
prélevements (carcinome pulmonaire non a petites cellules regroupant notamment les

adénocarcinomes et les carcinomes €pidermoides; et carcinome pulmonaire a petites cellules).

De nombreux progreés ont été réalisés mais la carcinogénése des cancers pulmonaires reste
complexe et met en jeu ’acquisition de mutations génétiques et de modifications épigénétiques qui
dérégulent les étapes cellulaires telles que la prolifération, la différenciation, I’invasion et les
métastases. Récemment, grace aux progres des techniques de séquence de I’ADN en biologie
moléculaire et tout particuliérement devant I’avénement de la technique par NGS (Next generation-
sequencing ; séquengage nouvelle génération), plusieurs classifications se fondant sur des criteres
moléculaires et de mutations récurrentes ont été proposées (5).
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Figure 3: Classification OMS 2015 des cancers pulmonaires (ancienne
classification). Issu de Zheng, 2016.

12.1 Adénocarcinome

L’adénocarcinome est le type tumoral le plus représenté dans les cancers pulmonaires : il
représente 40 % des cancers pulmonaires, 60 % des carcinomes pulmonaires non a petites cellules
et 70 % des pieces opératoires pulmonaires aux Etats-Unis (6).

L’hyperplasie adénomateuse atypique est souvent décrite comme une lésion précurseur de
I’adénocarcinome pulmonaire : ce continuum est suggéré d’une part par des similarités
morphologiques et d’autre part, par une concordance des €vénements génétiques associés (7) . En
effet, les 1ésions d’hyperplasie adénomateuse atypique présentent des taux relativement élevés de
mutations KRAS et EGFR (33 et 35%). Il s’agit morphologiquement d’une prolifération de
pneumocytes de type Il avec des atypies cellulaires modérées (8).

Dans ce continuum Iésionnel, la cellule d'origine pourrait étre le pneumocyte de type II ou de type L.
Des mutations EGFR et KRAS seraient alors a I'origine de prolifération type hyperplasie atypique
14



adénomateuse puis adénocarcinome in situ puis I’adénocarcinome invasif. Toutefois, ce modéle

reste controversé. (9)

Figure 4: voies d'oncogénése des adénocarcinomes pulmonaires. Issu de Inamura & al, 2018

L’adénocarcinome in situ correspond & une prolifération de cellules tumorales d'architecture

Iépidique, c’est-a-dire respectant le parenchyme pulmonaire et se moulant le long des alvéoles

pulmonaires sans contingent infiltrant.

Les adénocarcinomes invasifs se décrivent selon leur architecture prédominante : chaque

composante architecturale est quantifiée sous la forme d'un pourcentage avec un incrément de 5% et

le sous type majoritaire permet de définir celui de la tumeur. La plupart des adénocarcinomes

présentent une hétérogénéité tumorale architecturale nécessitant un échantillonnage exhaustif pour

déterminer la composante prédominante et décrire éventuellement s'il existe des contingents de

pronostic péjoratifs.

Tableau 1:Principaux sous-types histologiques et caractéristiques histologiques et

moléculaires(4,10—12)

Sous-type

A invasion minime

(AIS)

Caractéristiques principales

- Architecture lépidique
- Tumeur de petite taille
(<3cm) et comportant un
contingent invasif de moins
de 5 mm (stroma
desmoplasique ou
architecture acineuse,
papillaire et micropapillaire)
- Absence de nécrose
tumorale, d’extension
lymphovasculaire ou
d’invasion de la plevre
Pronostic : survie de 100% a
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- Cellules tumorales sous
forme de glandes, de tubes
anastomotiques ou de
strucutures cribriformes
Architecture plus complexe
ou cribriforme (pronostic
plus défavorable)
Diagnostic différentiel : ne
pas confondre stroma
desmoplasique dans ce sous-

type et septa alvéolaire
épaissi dans 1’architecture
Iépidique
- Pronostic : intermédiaire

- Cellules tumorales formant
des touffes sans axe fibro-
vasculaire
- Présence possible de corps de
Psammome
- Pronostic : plus défavorable
que pour les autres sous-

types.




- Architecture lépidique,
parfois foci d’architecture
acineuse, papillaire ou micro-
papillaire.
- Lésion mal délimitée,
souvent multifocale
- Marquage TTF1 et Napsin A
positif dans moins de 30%
des cas.
- Pronostic : peu de métastases
a distance ou de
dissémination lymphatique

- Tumeur rare, touchant les
femmes dans la 4°™ décennie
- Glandes formées par des
cellules au cytoplasme clair
riche en glycoprotéines avec
des vacuoles infra-nucléaires
- Présence de morules
- Cellules TTF1+
- Mutation de I’exon 3 de la
caténine (marquage
nucléaire)
- Diagnostic différentiel :
blastome pulmonaire




Plusieurs études se sont portées sur la recherche d’une concordance entre le sous-type
histologique et le profil moléculaire, sans consensus pour le moment.

Tableau 2: Les sous-types architecturaux des adénocarcinomes pulmonaires selon le profil
mutationnel (13—15)

Altérations | Réarrangement | Réarrangement EGFR Braf | Kras | Nras
génétiques ALK ROS1
Sous-type
histologique
+++

Lépidique 4 ++ 4 RBM10,

TERT
++ Cribriforme ++- 4
Papillaire 4=+ 4t +
Micro- 4= ++ ++ TP53,
papillaire SETD2,
MGA et
SMARCA4
Solide ++ avec cellules I TP53,
en bague a SETD2,
chatons MGA et
SMARCA4

Mucineux - - ++

invasif

Intestinal 4t
(>90%)

122 Carcinome épidermoide

Les carcinomes épidermoides sont le deuxieme type tumoral le plus fréquent dans les
carcinomes pulmonaires non a petites cellules. Le tabac est ’'un des facteurs de risque majeur de ces
lésions et il est responsable de modifications génétiques et épigénétiques impliqués dans la
carcinogénese du carcinome épidermoide. Les Iésions associées au carcinome épidermoide
pulmonaire sont bien décrites depuis plusieurs années et forment le continuum suivant : hyperplasie
des cellules basales, métaplasie malpighienne, dysplasie (1égere, intermédiaire et sévére) et enfin
carcinome in situ. Ces lésions sont pré-invasives et restent réversibles si I’exposition aux facteurs
favorisants s’interrompt.
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Figure 5: Biopsie transbronchique mettant en évidence une hyperplasie des cellules
mucosécrétantes (en haut a gauche) et des cellules basales (en haut a droite) chez un patient avec
un antécédent de carcinome épidermoide pulmonaire. Métaplasie malpighienne avec légere
dysplasie (en haut a droite) ; dysplasie modérée (en bas a gauche) et dysplasie sévere (en bas a
droite). Coloration HES (Hematoxyline-Eosine-Safran, grossissement x40. Issu de Dacic & al, 2008

L’hyperplasie des cellules basales se caractérise par la présence d’une couche de cellules cili¢es
et de trois ou plus couches de cellules basales sans cellules mucosécrétantes. La métaplasie
malpighienne correspondant au remplacement de I’épithélium cili¢ bronchique par un épithélium
malpighien non kératinisant (8). Il peut s’y associer de la dysplasie qui est alors gradée selon
I’échelle suivante :

- Grade I: dysplasie légere: cellules de taille légérement augmentées avec des atypies
cytonucléaires restant légeres a modérées et noyaux orientés verticalement. Présence de rares
mitoses possibles.

- Grade II: dysplasie modérée : Atypies modérées avec mitoses ascensionnées jusqu’au tiers
inférieur de la hauteur de I’épithélium.

- Grade III: dysplasie sévere: pléomorphisme nucléaire, tiers inférieur de 1’épithélium
densément cellulaire et mitoses confinées aux deux tiers inférieurs de 1’épithélium.

L’hyperplasie des cellules basales et la métaplasie malpighienne sont des 1ésions courantes chez
les patients tabagiques et ceux présentant une maladie chronique obstructive (BPCO). Leur
fréquence augmente avec 1’exposition au tabac. Il s’agit de Iésions considérées comme
physiologiquement normales en réaction a I’agression de 1’épithélium par des agents exogenes
(tabac, infections, ...) et par des processus inflammatoires. Mais la survenue de 1ésions de dysplasie
associée est considérée comme ’entrée dans le processus de cancérisation (16).

Il s’agit d’un processus graduel mais qui peut également survenir de fagon discontinue : il peut
s’interrompre a tout age, définitivement ou reprendre, voire régresser. Les transformations malignes
observées sont plus souvent rapportées en rapport avec des lésions de dysplasie sévere. La
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progression en lésion carcinomateuse peut durer de quelques mois a quelques années, d’ou la
stratégie de surveillance active mise en place chez les patients présentant ces lésions (17) .

Figure 6: Altérations moléculaires en jeu dans les lésions précancéreuses des carcinomes
épidermoides dans l'épithélium respiratoire. (LOH : perte d'hétérozygotie; CIS : carcinome in situ,
SCC : carcinome épidermoide). Issu de Denisov & al, 2019.

D’un point de vue moléculaire, la perte d’hétérozygotie des chromosomes 3, 5, 8 et 9 et
I’inactivation des télomérases jouent un role majeur. La trisomie 7 peut activer la progression de
I’hyperplasie basale vers le carcinome épidermoide et est causée par I’exposition au tabac et
I’exposition a ’uranium. La progression du carcinome in situ vers le carcinome invasif peut étre
liée a une perte d’hétérozygotie sur le chromosome 3p. La progression du carcinome in situ (CIS)
est fortement dépendante de I’instabilité chromosomique. Les 1ésions de CIS ont des mutations
fréquentes des génes TP53, CDKN2A, SOX2 et AKT2. Des mutations activatrices d’EGFR et de
KRAS ont aussi été décrites comme participant a la transformation maligne du CIS. (16)

La méthylation des geénes impliqués dans le cycle cellulaire et des génes supresseurs de tumeur joue
un role important dans les processus précancéreux de 1’épithélium bronchique. On peut citer
notamment la méthylation de CDKN2A, associée au tabac et la méthylation des histones. (16)

La classification des carcinomes €pidermoides pulmonaires se base désormais uniquement
sur la présence ou non de signes de kératinisation. Les carcinomes épidermoides kératinisants
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présentent des globes cornés et/ou des ponts intercellulaires. Les carcinomes épidermoides non
kératinisants sont donc moins bien différenciés et il faut parfois recourir a 1’étude
immunohistochimique pour réaliser un diagnostic précis. La positivité des marqueurs épidermoides
(CK5/6, p40 et p63) et la négativité du TTF1 confirme le diagnostic. Il existe un seul sous-type
histologique a différencier : le carcinome épidermoide basaloide. (10)

L3 Facteurs pronostiques
13.1 Stade pTNM

Plusieurs facteurs pronostiques ont ét¢ mis en évidence par des méta-analyses de la
littérature. Il s’agit tout d’abord du stade, qui est un élément reproductible et fiable, d’autant plus
s’il est déterminé sur piece opératoire. La taille tumorale compte ¢galement comme un facteur
pronostique majeur chez les patients opérés de stade 1. Le stade détermine la stratégie thérapeutique
en intégrant certains critéres cliniques comme I’indice de performance (PS) et ’opérabilité¢ du
patient. (18-20)

Pour les patients bénéficiant d’une résection chirurgicale, un stade pTNM (pathological Tumor
Node Metastasis) est établi selon les recommandations de la 8™ édition publiée par I'UICC (Union
Internationale contre le Cancer) en 2017 (21) :

- Le stade pT correspond a I’extension locale de la 1ésion tumorale en fonction de sa taille et des
structures adjacentes qu’elle envahit (bronche souche, plévre viscérale, paroi thoracique,
diaphragme, nerf phrénique, pleévre médiastinale, péricarde pariétale, ...).

- Le stade pN correspond a I’extension ganglionnaire loco-régionale.

- Le stade pM correspond a I’envahissement métastatique d’organes a distance. On notera que des
nodules tumoraux séparés dans un lobe controlatéral, des nodules pleuraux tumoraux, une
pleurésie tumorale ou bien une péricardite tumorale sont considérés comme un envahissement
métastatique a distance.

Cette classification permet ensuite de déterminer le stade de la 1ésion (Cf annexe 1 et2).

132 Facteurs cliniques et biologiques

Outre le stade, des facteurs cliniques présentent un impact majeur sur la survie. Il s’agit tout
d’abord de I’indice de performance (PS), ainsi que 1’age et les antécédents tabagiques du patient. Le
PS évalue 1’état du patient a réaliser des activités quotidiennes selon plusieurs échelles (celle de
Karnofsky, du « Eastern Cooperative Oncology Group » (ECOG) et de la « World Health
Organisation » (WHO)). Il est particulierement déterminant dans les stades avancés (stades > 11B),
de méme que 1’dge. Le sexe est également un facteur pronostique notable, bien qu’il reste
controversé dans la littérature. Enfin, le tabac correspond a un facteur de mauvais pronostic
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indépendant, méme pour les patients ayant bénéfici¢ d’une résection chirurgicale carcinologique.
(18,22,23)

133 Sous-types histologiques

Les facteurs histologiques s’appliquent essentiellement aux patients ayant bénéficié d’une
chirurgie de résection, puisque certains d’entre eux ne peuvent €tre déterminés que sur picce
opératoire. Il s’agit tout d’abord du type histologique. La classification OMS des adénocarcinomes
basée sur la classification IASLC/ATS/ERS identifie des sous-types histologiques présentant un
impact pronostique majeur et plusieurs études ultérieures ont confirmé 1’'impact de ces sous-types
histologiques. (12,24)

Pour les carcinomes épidermoides, seul type histologique qu’il convient de différencier est le
carcinome €épidermoide basaloide en raison de son pronostic péjoratif. (25)
Dans les études regroupant les adénocarcinomes et les carcinomes épidermoides, le grade de

différenciation est un facteur histologique indépendant : dans une série californienne, la survie a
cing ans des patients de stade IA avec une tumeur bien différenciée est de 71% contre 53% si la
tumeur est peu différenciée. (26,27)

Figure 7: Impact pronostique des différents sous-types histologiques. Issu de Kuhn & al, 2018

L’infiltration de la plévre viscérale représente un facteur de mauvais pronostic majeur : elle est
maintenant intégrée dans la classification TNM. Une atteinte de la plevre viscérale classe d’office la
tumeur en stade pT2 quelle que soit sa taille et en stade pT3 pour la plévre pariétale. D’autre part,
I’atteinte pleurale caractérisée par un épanchement pleural avec présence de cellules néoplasiques
correspond d’emblée a un stade métastatique M1a, et n’est ainsi plus accessible a un traitement
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chirurgical. L‘invasion vasculaire et les emboles lymphatiques ont également une valeur
pronostique péjorative. (28)

D’autres facteurs sont également a prendre en compte tels que des anomalies biologiques
(syndrome inflammatoire, hypercalcémie, ...).(19)

L’identification de ces facteurs pronostiques peut permettre de proposer au patient des traitements
adjuvants si la Iésion est accessible a une chirurgie ou bien d’intensifier le traitement systémique
initial.

14 Traitements des CPNPC

Les propositions de traitement pour les patients atteints d’un carcinome pulmonaire non a
petites cellules se basent avant tout sur le stade de la maladie néoplasique, I’opérabilité du patient
(capacité ventilatoire, VEMS, antécédents ...) et sur le PS. Ces criteres sont établis au cours du
bilan pré-thérapeutique.

Schématiquement, il existe deux approches thérapeutiques différentes (29,30):

- Stade I, II, et IIIA avec un PS inférieur ou égal a 1 : chirurgie carcinologique parfois associée a
une chimiothérapie néoadjuvante.

- Stade IIIB, IV et patients ne pouvant pas bénéficier d’une résection chirurgicale : traitement
systémique.

14.1 Maladie résécable

Il s’agit des patients présentant un stade clinique I et II au bilan thérapeutique et opérables.
Le traitement de référence est une chirurgie d’exérése compléte comportant un curage ganglionnaire
complet. La lobectomie est le standard chirurgical et une chirurgie vidéo-assistée est utilisée pour
les stades précoces.

Cet acte chirurgical est complété pour les patients classés pT2 et pT3 par une chimiothérapie néo-
adjuvante par Cisplatine/Pretexemed quand 1’état général du patient le permet.

Pour les patients présentant des stades plus évolués, notamment IIIA, B ou C, deux attitudes sont
discutées en Réunion de concertation Pluridisciplinaire.

- d’une part, une chirurgie d’exérése avec curage médiastinal complet précédée de 2 a 4 cycles de
chimiothérapie a base de Cisplatine si 1’état général du patient le permet.

- ou bien, une chirurgie premicre accompagnée d’une chimiothérapie adjuvante.

Les patients présentant un stade clinique T4 ne sont pas systématiquement exclus d’un traitement
local et une chirurgie peut se discuter en réunion de concertation pluridisciplinaire.

23



142 Révolution dans les traitements systémiques

Dans le cadre d’une maladie d’emblée métastatique ou bien en cas de récidive, la stratégie
thérapeutique s’axe alors sur des traitements systémiques dont le choix s’opére en fonction des
résultats des recherches d’altérations moléculaires. Ainsi, pour ces patients non accessibles a un
geste chirurgical, le seul matériel tumoral disponible est celui ayant permis le diagnostic et il s’agit
le plus souvent de prélévements de petite taille (biopsies sous fibroscopie, ou sous scanner), voire
de prélévements cytologiques uniquement (épanchement pleural avec cellules néoplasiques). Un
bilan minimal théranostique est préconisé et il convient ainsi de préserver le matériel tumoral pour
ces analyses en limitant au strict minimum les analyses immunohistochimiques complémentaires
utiles pour le diagnostic. Cette stratégie est détaillée dans la classification IASCL/ATS/ERS. (11)

Pour les marqueurs théranostiques, le bilan comprend :
e Pour les adénocarcinomes :

o le statut PD-L1 (Programmed death-ligand 1): évalué par le score de cellules
tumorales positives (TPS, Tumor Proportion Score). (31)

o larecherche de la translocation ALK en immunohistochimie, confirmée si besoin par
une étude en immunofluorescence in situ selon les recommandations AFAQAP 2017
et européennes.(32,33)

o La recherche de la translocation ROS1 en immunohistochimie, confirmée en
immunofluorescence in situ. (33)

o Le statut moléculaire réalis¢ sur des plateformes de biologie moléculaire : il
comprend la recherche de mutations des génes EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor), et en complément peut aussi comprendre la recherche de mutations
BRAF, cMET (exon 14) et HER2 en technique NGS. (34,35)

e Pour les carcinomes épidermoides :

o Le staut PD-L1 (utlisant le score TPS comme pour les Iésions
adénocarcinomateuses).(31)

o Le statut EGFR si le patient est jeune et non-fumeur (consommation de moins de 10
paquets-années). (36)

Avant une deuxiéme ligne, le profil moléculaire de la tumeur peut étre complété, notamment par
une recherche de mutation du géne BRAF, la recherche de la mutation de I’exon 14 de MET et la
recherche des fusions de RET et NTRK.

Selon ces résultats, un traitement systémique est alors proposé au patient. On peut noter que le statut
moléculaire peut étre déterminé sur ADN tumoral circulant en cas d’insuffisance de matériel
tumoral si un nouveau prélévement ne peut €tre réalisé.
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[.42.1  Thérapies ciblées

Figure 8: les principales thérapies ciblées et et leur association avec les différentes voies de
signalisation. Issu de Ruiz-Cordero & al, 2020

1.4.2.1.1  Ciblant '’EGFR

Le récepteur EGFR appartient a la famille des récepteurs a tyrosine kinase ERBB et il est
codé¢ par le gene EGFR situé sur le chromosome 7 (7pll.2). Il s’agit d’une glycoprotéine
transmembranaire a activité tyrosine-kinase.

Les mutations du géne EGFR dans les carcinomes pulmonaires non a petites cellules concernent
majoritairement les adénocarcinomes bien que certaines études aient rapportées des cas de
carcinomes €épidermoides EGFR mutés. Elles concernent le plus souvent les populations asiatiques,
ainsi que les femmes et les patients non tabagiques (37). Les mutations les plus fréquentes (80-90%)
sont la délétion de I’exon 19 et la mutation p.L858R au niveau de I’exon 21.

Elles sont accessibles aux inhibiteurs de tyrosine kinase anti-EGFR de premiére (erlotinib,
gefitinib), deuxieéme (afatinib) et troisieme génération (osimertinib).

14.2.1.2  Ciblant le réarrangement ALK

ALK (Anaplastic lymphoma kinase) appartient a la famille des tyrosines kinases du
récepteur a I’insuline et est codé par un géne situé sur le chromosome 2 (2p23). Les réarrangements
d’ALK ont d’abord étaient mis en €vidence dans les lymphomes anaplasiques a grandes cellules.
Dans les carcinomes pulmonaires, la translocation d’ALK concerne environ 5% des carcinomes
pulmonaires non a petites cellules. Il s’agit le plus souvent de patients jeunes, sans antécédent
tabagique ou faiblement tabagiques (intoxication < ou = a 15PA) présentant un adénocarcinome non
muté EGF-R ou KRAS et des stades cliniques avancés. (38)
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II.

Les traitements de référence sont alors les inhibiteurs de tyrosine kinase anti-ALK avec en premicre
1’ Alectinib et le Brigatinib.

14.2.1.3  Ciblant le réarrangement ROS1

L’oncogene ROS-1 a été décrit comme une cible potentielle dans les cancers pulmonaires. Il
s’agit d’un récepteur de tyrosine-kinase de la famille des récepteurs d’insuline. Le réarrangement du
gene ROS1 concerne environ 1 % des carcinomes pulmonaires non a petites cellules. Il s’agit de
patients présentant le méme profil que dans les réarrangements d’ALK. Il est accessible a un
traitement ciblé de type inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) par Crizotinib.

14.2.2  Immunothérapie

L’immunothérapie a pour but principal de restaurer ou amplifier une réponse immunitaire
adaptative ou innée au sein de la tumeur. Dans les cancers pulmonaires, le développement des
inhibiteurs de point de contréle immunitaire (ICI) représente une avancée significative et a permis
de développer plusieurs traitements efficaces. (39,40) Il s’agit d’anticorps dirigés contre 1’axe PD-
1/PD-L1 ou le CTLA-4 rétablissant I’immunité anti-tumorale.

Ces ICIs font maintenant partie intégrante de I’arsenal thérapeutique pour les CPNPC et ont montré
une amélioration de la survie au prix d’une toxicité limitée par rapport aux chimiothérapies
traditionnelles (essais CheckMate 9LA, KEYNOTE-024 et 042). (41,42)

14.2.3  Chimiothérapie classique

Le traitement de référence des carcinomes pulmonaires non a petites cellules métastatiques
est longtemps resté¢ une chimiothérapie a base de sels de platine (carboplatine ou cisplatine) qui
permet d’apporter un bénéfice non négligeable en termes de qualité de vie mais aussi en termes de
survie. (30) Ces molécules sont prescrites en combinaison avec d’autres cytotoxiques comme le
Pemetrexed (anti-métabolites), le Paclitaxel, le Docetaxel (taxanes) et enfin la Gemcitabine (anti-
métabolite).

Le microenvironnement tumoral immunitaire et ’'immunothérapie dans les
CPNPC

II.1 Les acteurs de I'immunité anti-tumorale

11.1.1 Implication des acteurs de I’'immunité innée dans la réponse anti-tumorale

L’immunité innée correspond a la premiere ligne de défense de I’organisme contre les agents
reconnus comme du « non-soi » qu’ils soient endogenes (comme les processus tumoraux) ou bien

26



exogenes (comme les micro-organismes infectieux). Plusieurs types cellulaires participent a cette

réponse immunitaire (43) :

Les cellules dendritiques : elles sont issues de précurseurs myéloides communs avec les
granulocytes et les macrophages et vont se différencier sous I’influence de facteurs de
croissance (GM-CSF). Immatures, ces cellules sont capables de phagocyter des antigénes et
migrer vers les organes lymphoides ou elles maturent secondairement. Mais elles sont aussi
présentes dans les organes lymphoides dits « tertiaires » retrouvés dans divers organes, ainsi que
dans les proliférations tumorales et notamment dans les CPNPC (44). Ces cellules expriment
les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH de classe I et II) et des
molécules de co-stimulation utilisées notamment pour 1’activation des lymphocytes T. Elles ont
trois rdles principaux : d’une part, la présentation antigénique participant a la réponse
immunitaire adaptative (Cf ci-dessous). Elles sont également responsables de la sélection
négative de lymphocyte T permettant ainsi la tolérance immunitaire du « soi ». Et enfin, elles
produisent la sécrétion de chimiocytokines et cytokines entrainant la différenciation des
lymphocytes T.

Les macrophages : ces cellules monocytaires quittent la circulation sanguine pour s’établir
dans les tissus. Il existe une certaine hétérogénéité des populations macrophagiques selon le
tissu dans lequel elles s’établissent. Elle se traduit par des modifications dans leur morphologie,
les pathogenes qu’elles peuvent reconnaitre et le taux de cytokines inflammatoires qu’elles
peuvent produire (c’est-a-dire IL-1, IL-6 et TNFa). Une classification des macrophages M1/M2
a été proposée sur le méme modele de polarisation lymphocytaire Th1/Th2. : les macrophages
M1, activés par la voie classique (cytokines type 1), sont impliqués dans I’¢limination et le
contrdle des cellules tumorales et les macrophages M2, activés par des voies alternatives ont un
role favorisant I’échappement a I’'immunité anti-tumorale (45). Ainsi, certains macrophages
empéchent la pénétration des lymphocytes TCD8+ cytotoxiques dans les tumeurs, réduisant
ainsi leur activité anti-tumorale. (46)

Les cellules NK (natural Killer) : elles dérivent des précurseurs lymphoides médullaires et ne
présentent pas de récepteur TCR (T cell receptor). Toutefois, ces cellules reconnaissent leur
cellule-cible via des récepteurs a leur surface (activateurs et inhibiteurs, dont le récepteur KIR
(Killer-cell Immunoglobuline-like Receptors), qui activé, suffit & lui seul pour inhiber la
dégranulation des lymphocytes NK. Elles présentent une fonction cytolytique tantot par action
directe (sécrétion de granules lytiques) tantdt par action indirecte (anticorps avec activité
cytotoxique ADCC, sécrétion d’IFN-y (interféron) ou d’autres cytokines). Elles expriment les
marqueurs CD56, NKP46 et CD16 a leur surface. Le CD 56 est une glycoprotéine de surface
jouant un role important dans 1’adhésion cellulaire. Elle est expirmée a la surface des
lymphocytes NK mais également dans une sous-population de lymphocytes T CD4+ et
CD8+.(47) Le CD 16 est un récepteur de la partie constante Fc des immunoglobulines de type G
(IgG) et est présent a la surface de nombreuses cellules de I’immunité innée, dont les
lymphocytes NK. Enfin, le NKp46 (Natural Cytotoxicity triggering receptor 1) est une
glycoprotéine transmembranaire exprimée a la surface des cellules NK (48). Les principales
fonctions des lymphocytes NK sont le contrdle des infections (notamment virales) et I’immuno-
surveillance des 1ésions tumorales. Leur activation est une balance entre des signaux activateurs
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et inhibiteurs et elles sont capables d’initier des réponses anti-tumorales sans sensibilisation
préalable contrairement aux lymphocytes T « classiques ». Néanmoins, leur champs d’action au
sein des tumeurs peut étre réduit notamment par de nombreux signaux inhibiteurs provenant du
microenvironnement tumoral, 1’insuffisance de nutriments et d’oxygeéne et la concentration
¢levée en métabolites tumoraux (tels que le lactate).(49)

- Les polynucléaires neutrophiles : il s’agit des cellules de I’immunité innée initiant quasi
immédiatement la réponse immunitaire dans les 1ésions tissulaires aigués et dans les infections.
Leur role dans le microenvironnement immunitaire tumoral fait I’objet de nombreuses études et
semble variable. Plusieurs fonctions leur ont été attribuées et ainsi plusieurs phénotypes ont été
individualisés : les phénotypes N1 et N2 et les cellules PMN-MDSCs (polymorphonuclear
neutrophil myeloid-derived suppressor cells). Ces cellules correspondent a des TAN (tumor-
associated neutrophils). Les cellules N1 ont des fonctions pro-inflammatoires et anti-tumorales
et les cellules N2 ont des fonctions pro-tumorales. Enfin, les cellules PMN-MDSCs
correspondent a des cellules my¢loides immatures et ont ét¢ détectées dans plusieurs types de
tumeurs. Il s’agit d’une population hétérogene présentant des propriétés immunosupressives.
(50)

- Cellules lymphoides innées (ILCs) : il s’agit d’une catégorie récemment décrite dans les
cellules de I'immunité innée. Elles sont divisées en cinq catégories : les cellules NK (Cf ci-
dessus), ILC1, ILC2, ILC3 et LTi (lymphoid tissue inducer cells). Les cellules ILC1 sont le
pendant inné¢ des lymphocytes T CD4+ Thl et produisent de I'IFN vy et activent les
macrophages. Les cellules ILC2 sont impliquées dans la réponse innée aux parasites tels que les
helminthes. Elles ont la méme signature cytokinique que les lymphocytes T CD4+ Th2. Enfin,
les cellules ILC3 sont impliquées dans la réponse immunitaire innée contre les bactéries extra-
cellulaires et les germes fungiques grace a la production d’interleukine 17 et 22 (IL-17 et IL-
22).(51,52). Ces cellules semblent étre impliquées dans la réponse immunitaire anti-tumorale
mais leur réle exact est en cours d’investigations. (52)

11.1.2  Implication des acteurs de I’'immunité adaptative dans la réponse anti-tumorale

Les lymphocytes T sont au cceur de I’immunité adaptative anti-tumorale. Le développement
des lymphocytes T a lieu dans un premier temps dans le thymus. Les cellules T progénitrices (dits
thymocytes) entrent dans une phase de sélection avant de rejoindre la circulation lymphoide. Tout
d’abord, ils subissent des processus de réarrangements des génes du récepteur des cellules T (TCR).
L’expression d’un complexe TCR fonctionnel permet aux lymphocytes d’étre sélectionnés une
premiere fois sur leur capacité a reconnaitre le complexe d’histocompatibilit¢é (CMH) du soi. Une
fois cette étape passée, les cellules T réagissant trop fortement avec le CMH du soi sont éliminés. Ils
subissent alors ensuite une étape de maturation avec expression du CD4 ou du CDS8 (lymphocytes T

af).

Ces lymphocytes matures, mais naifs (car n’ayant jamais ét¢ en contact avec des antigenes
du non soi) sont relargués dans la circulation et rejoignent les organes lymphoides secondaires tels
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que la rate, les ganglions lymphatiques ou bien les tissus lymphoides associés aux muqueuses. Ils
peuvent alors interagir avec les cellules présentatrices d’antigenes (CPA).

Dans les tissus périphériques, les CPA, notamment les cellules dendritiques présentes
captent les antigénes du non soi et peuvent les présenter aux lymphocytes T CD4+ ou CD8+ via les
molécules du CMH de classe I ou de classe II. Ces cellules effectrices entament alors un processus
de différenciation et de polarisation cytokinique selon les cytokines produites par les cellules
dendritiques a proximité et s’orientent vers une réponse T cytotoxique CD8+ ou bien une réponse T
auxiliaire CD4+ active de phénotype Thl, Th2 ou Th 17 ou bien mémoire.

Figure 9: La différenciation lymphocytaire T. Issu de Immunology 1V: Clinical Applications in
Health and Disease ; Bellanti JA ; I Care Press, Bethesda, MD, 2012.

Le microenvironnement tumoral comprend des cellules présentatrices de 1’antigéne qui sont
capables de capter des antigenes a partir des protéines libérées par les cellules tumorales (par
apoptose ou par nécrose). Elles migrent alors vers les organes lymphoides secondaires et vers les
structures lymphoides tertiaires. Il s’agit d’agrégats de lymphocytes présents au sein du
microenvironnement tumoral et constitué d’une zone B formant parfois un centre germinatif et
d’une zone T riche en cellules dendritiques.

Ces organes permettent alors les intrications entre les lymphocytes T CD4+ naifs et les CPA
exprimant un CMH de classe II/peptide antigénique. Ces interactions permettent 1’activation et la
différenciation des lymphocytes T en cellule effectrice qui peuvent alors effecteur leur activité
effectrice au cceur de la 1ésion tumorale.
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Figure 10: Le cycle de l'immunité anti-tumoral. Issu de Chen & al, 2013.

1.2 La réponse immunitaire anti tumorale dans les cancers pulmonaires

11.2.1  Le systeme immunitaire normal dans le tissu pulmonaire

Le poumon est un organe « barricre» au cceur des relations entre [’organisme et
I’environnement et ses roles principaux, la captation d’oxygene et le relargage de dioxyde de
carbone le rendent de fait exposé a de nombreuses particules inhalées, telles que des pathogénes ou
des toxines.
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Figure 11: le microenvironnement pulmonaire normal. Issu D Altorki & al, 2019.ECM : matrice
extra-cellulaire.

Le poumon comporte schématiquement des voies respiratoires proximales, représentées par
les bronches et les bronchioles et des voies respiratoires terminales ou les échanges gazeux ont lieu,
les alvéoles pulmonaires. Les voies respiratoires proximales sont constituées de cellules ciliées, de
cellules caliciformes, de cellules basales peu différenci¢es et de cellules endocrines. A distance
I’épithélium s’aplatit et on peut y observer la présence de cellules de Clara sécrétrices. Les alvéoles
sont quant a elles tapissées par des pneumocytes de type I, jointifs et comportent quelques
pneumocytes de type II responsables de la syntheése de surfactant. Les autres types cellulaires
présents sont les fibres musculaires lisses, les fibrobroblastes et les cellules endothéliales.

Dans cet organe au cceur des échanges avec le milieu extérieur, il existe aussi des cellules
immunitaires résidentes dans le poumon responsable de I’immunité locale (53) :

- Les macrophages : on distingue les macrophages alvéolaires résidant dans la lumiére des
alvéoles, des macrophages interstitiels. Les premiers présentent plusieurs fonctions mais sont
principalement associés a des fonctions anti-inflammatoires et sont constamment exposées aux
particules exogenes qu’elles phagocytent, d’ou leur aspect « poussiéreux » (« dust » cells). Les
macrophages interstitiels sont considérés comme un état provisoire entre les macrophages
nouvellement recrutés et les macrophages alvéolaires considérés comme résidents. Toutefois, il
semble exister une population stable aux propriétés immuno-régulatrices.(53)

- Cellules lymphoides innées (ILCs): elles partagent de nombreuses fonctions avec les
lymphocytes T mais ne disposent pas de TCR et sont sensibles aux cytokines sécrétées
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localement. Elles participent & I’immunité locale contre les pathogénes et les parasites et sont
impliquées dans la réparation tissulaire.

- Les cellules NK : dans le poumon, les cellules NK résidentes présentent un phénotype CD56
diminué CD16+. Leur rdle précis reste non élucidé par rapport aux cellules NK circulantes.

- Les cellules dendritiques : ce sont des cellules présentatrices d’antigénes et dans le poumon,
leur role principal est la cartographie précise des pathogenes inhalés avant leur migration vers
les structures lymphoides tertiaires ou elles présentent les antigénes aux lymphocytes T.

- Les polynucléaires neutrophiles : ce sont des cellules de I’immunité innée et leur role est
principalement décrit dans les processus aigus infectieux. Dans le poumon, cette population
résiderait dans de petits capillaires, adhérante a 1’endothélium, au plus proche des alvéoles et
serait capable d’intervenir rapidement deés la sécrétion de molécules associées aux agents
pathogenes (comme le liposaccharide, LPS, associé aux bactéries Gram-négative). (54)

Figure 12: Homéostasie immunitaire dans le tissu pulmonaire normal. Issu de Lloyd & al, 2017.

Des états d’inflammation chronique tel que la Bronchite Pulmonaire Chronique Obstructive
(BPCO) peuvent moduler le systtme immuntaire pulmonaire normal et exhiber des caractéristiques
en faveur de la carcinogénese. Ces patients présentent un risque relatif plus élevé que la population
générale de développer un cancer pulmonaire (55) : le remodelage des voies aériennes et les
altérations des cellules immunitaires résidentes du poumon dont les macrophages, les
polynucléaires neutrophiles et les monocytes produisant des taux élevés de médiateurs pro-
inflammatoires favorisent la carcinogénése.

11.2.2  Particularités de la réponse immunitaire anti-tumorale dans les carcinomes pulmonaires

Le développement tumoral ne passe pas inapercu vis-a-vis du systéme immunitaire qui a la
capacité¢ de reconnaitre spontanément les antigénes associés au cancer (Tumor-associated-antigens
TAA), particuliecrement dans les carcinomes pulmonaires. Ainsi en témoigne I’existence de
nombreux syndromes paranéoplasiques médiés par des éléments du systétme immunitaire, tels que
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les réponses immunitaires contre les protéines Hu ou bien la présence d’anticorps anti-SOX dans le
sérum des patients atteints d’un cancer pulmonaire. (56,57)

Les tumeurs pulmonaires sont donc immunogénes et peuvent induire différentes réponses
immunitaire. Au sein méme de la tumeur, plusieurs acteurs du systéme immunitaire adaptatif et inné
sont présents. Ils s’organisent en structures lymphoides tertiaire (TLSs). Ces structures
immunitaires intra-tumorales sont composées de follicule B contenant des cellules T follicular
helper (TFH), des macrophages a corps tingibles et un réseau de cellules folliculaires dendritiques
ainsi qu’une zone T contenant des cellules dendritiques matures accompagnées par un réseau de
structures vasculaires (figure ci-dessous).

Figure 13: Le micro-environnement immunitaire dans les CPNPC. Ab = anticorps, B = lymphocyte
B, FDC = cellule folliculaire dendritique; M = mastocyte; mB = [ymphocyte B mémoire; mDC =
cellule dendritique mature; N = polynucléaire neutrophile; PC = plasmocyte; T = lymphocyte T ;
TAAs = antigene associé au cancer ; Try = lymphocyte T folliculaire helper. Issu de Remark & al,

2015.
Le recrutement des cellules T dans le flux sanguin s’effectue grace a la production de nombreuses

intégrines, des molécules d’adhésion et des chemokines.

Mais, le systéme immunitaire au sein du microenvironnement tumoral comporte une activité
tantdt pro-tumorale tantot anti-tumorale dans les carcinomes pulmonaires et les fonctions de
plusieurs types cellulaires peuvent étre modifiées. (43,58) Ainsi, les cellules myéloides
appartiennent a I’immunité innée et leur réle dans la carcinogénese s’étoffe de jours en jours. (59)

Elles peuvent également participer a I'immunité¢ adaptative en contrdlant la composition de
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I’infiltrat intra-tumoral T (TILs). (60) Les cellules dendritiques dérivent de précurseurs myéloides et
sont initialement reconnues comme des cellules centrales de I'immunité anti-tumorale via leur
capacité de cellules présentatrices d’antigénes dans les structures lymphoides. Néanmoins, dans les
CPNPC, les cellules dendritiques peuvent exprimer des signaux inhibiteurs tel que B7-H3 (ou
CD276) manquant ainsi d’activer les cellules T effectrices. (61) Elles peuvent sécréter le TGF- qui
induit la différenciation de cellules T CD4+ en cellules T régulatrices (Tr.,) CD4+ CD25+ FOXP3+
limitant ainsi la prolifération de cellules T. (62)

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM, tumor associeted macrophages) sont des composants
abondants dans [Dinfiltrat inflammatoire des CPNPC. II présente schématiquement deux
phénotypes : le phénotype M1 (avec une activité¢ anti-tumorale et pro-inflammatoire) et le
phénotype M2 (activé par la voie alternative et comportant une activité pro-angiogénique et
immunosurppressive pro-tumorale). Il semble s’agir toutefois d’un continuum et face a ces deux
phénotypes antogonistes, leur impact pronostique dans les CPNPC reste a ¢lucider. Plusieurs études
se sont également portées sur le role des cellules NK au sein des CPNPC, méme si leur rdle précis
reste peu ¢€lucidé. Dans les adénocarcinomes, il semble que deux populations de cellules NK
cohabitent (CD16+ et CD16-) et la proportion de cellules NK est réduite par rapport au tissu
pulmonaire non tumoral. (63) Toutefois, la population immunitaire majoritaire dans les infiltrats
inflammatoires des CPNPC correspond aux lymphocytes T. Plusieurs études ont mis en évidence
une proportion élevée de cellules T CD3+ dont I’influence sur le pronostic reste controversée.
(63,64). L’infiltrat immunitaire dans les CPNPC comporte également de nombreux polynucléaires
neutrophiles. Leur rdle précis reste a déterminer dans les CPNPC. Dans les adénocarcinomes
Iépidiques (anciennement bronchilo-alvéolaire), un nombre augmenté de polynucléaires
neutrophiles a été retrouvé dans les lavages bronchio-alvéolaire de ces patients et semble constituer
un facteur prognostique indépendant. (65)

11.2.3  Mécanismes d’échappement des cellules tumorales au systéeme immunitaire dans les CPNPC

. ) immunitaire, u u
Face a cette pression immunitaire, les cellules tumorales sont capables de s’adapter et
développent plusieurs mécanismes d’échappement au systéme immunitaire.

11.2.3.1  Le point de contréole immunitaire PD-1/PD-LI

Le mécanisme d’échappement tumoral le plus connu est I’axe PD-L1/PD-1 qui a fait I’objet
de nombreux travaux dont le prix Nobel de Médecine en 2018. De nombreuses thérapies ont été
mises au point et révolutionnent maintenant le traitement des patients. Le PD-1 (programmed cell
death protein 1) est un récepteur inhibiteur appartenant a la famille des immunoglobulines et faisant
partie de la famille des co-recepteurs CD28 régulant I’équilibre entre 1’activation des lymphocytes T
et la tolérance immunitaire dans les tissus. Il est exprimé notamment par les lymphocytes T activés.
Ses ligands sont le PD-L1 et le PD-L2 (programmed death-ligand 1 et 2), exprimées a 1’état normal
par respectivement les cellules hématopoiétiques, les cellules endothéliales, les kératinocytes, les
cellules des 1l6ts pancréatiques, les astrocytes d’une part et par les macrophages, les mastocytes et
les cellules dendritiques pour le PD-L2. Le PD-L1 correspond & une protéine transmembranaire
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ayant un rdle physiologique dans la régulation de I’'immunité adaptative. Sa liaison avec le PD-1,
notamment a la surface des lymphocytes T auxiliaires CD4+ et/ou des lymphocytes T CD8+
entraine un signal inhibiteur via la phosphorylation des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif) et ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch motif) par la famille des
kinases Src. L’activation du PD-1 par le PD-L1 perturbe I’activité¢ des cellules T et inhibe la
prolifération, la survie, la production cytokinique et d’autres fonctions effectrices de ces
cellules.(66) Dans les tumeurs, PD-1 est présent a la surface de nombreux lymphocytes intra-
tumoraux (TILs ; tumor-infiltrating lymphocytes) tant au sein des TILs CD4+ qu’au niveau des
TILs CD8+ reflétant ainsi un « épuisement immunitaire ». (67-69) D’autre part, PD-L1 est
fréquement surexprimé par les cellules tumorales dans les CPNPC. Ainsi, cette surexpression est a
I’origine d’une inhibition immunitaire au sein du microenvirronement tumoral via I’inhibition des
cellules T effectrices et régulatrices. (69)

11.2.3.2  La perte d’expression des molécules HLA

Dans le cancer du poumon mais également dans d’autres types de cancers solides, un des
mécanismes d’échappement au systéme immunitaire est la perte d’expression des molécules HLA
de classe 1. (70-72) Cette perte d’expression permet aux cellules cancéreuses de passer inapergue
vis-a-vis des cellules immunitaires circulantes, notamment des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
lesquels présentent une activité cytotoxique a médiation cellulaire immédiate via la reconnaissance
a la surface des cellules visées des antigénes associés au cancer (TAA ; Tumor-associated-antigens).
(73,74) D’autre part, dans les CPNPC, il a été démontré que la perte d’expression des molécules
HLA de classe I conduisait a une densité en lymphocytes T CD8+ diminuée par rapport aux CPNPC
ayant conservé cette expression. (75) Cette perte d’expression était également un facteur
indépendant de mauvais pronostic en analyse multivariée chez les patients de stade I mais pas chez
les patients de stade plus avancé. Cependant, bien que la littérature soit unanime quant a la forte
prévalence de la perte d’expression des molécules HLA de classe I dans les CPNPC, il semble que
son implication pronostique reste encore a prouver.

11.2.3.3  Autres systemes d’échappement au systeme immunitaire

Depuis I’avenement de I’'immunothérapie et notamment des molécules ciblant I’axe PD-
1/PD-L1, d’autres mécanismes d’échappement tumoral au systtme immunitaire ont été découvert,
et notamment d’autres points de contrdle immunitaire. Ainsi, LAG-3 (Lymphocyte activating 3
gene) est un point de contrdle dont le role dans les CPNPC est sujet a de nombreux travaux. Il est
présent a la surface de nombreuses cellules immunitaires dont des lymphocytes NK, des
lymphocytes B, ... Il est exprimé par les TILs dans certains CPNPC et son expression est corrélée a
celle de I’axe PD-1/PD-L1. D’autre part, il semble jouer un rdle dans la récidive de la maladie
tumorale et serait un facteur de mauvais pronostic.(76)

De méme, TIGIT (T cell immunoglobulin and ITIM domain) est un nouveau point de contrdle

prometteur. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire co-inhibitrice. Il a été décrit pour la

premicre fois en 2009 a la surface des cellules T et NK. (77,78) 1l est exprimé exclusivement par les

cellules T dont les lymphocytes T CD4+ et CD8+, les lymphocytes Tgy. De plus, dans de nombreux
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processus tumoraux, il est exprimé par les lymphocytes intra-tumoraux (TILs). (79) Les voies de
signalisation intra-cellulaire associées a ce point de contrdle ne sont pas encore tout a fait ¢lucidées
mais il semble qu’elles inhibent I’activité lymphocytaire T via I’inhibition du récepteur des cellules
T (TCR (T cell receptor)). Il pourrait dont jouer un réle majeur dans I’inhibition de la réponse
immunitaire contre les cellules tumorales.

I11. Nouvelle piste dans ’immunothérapie : le point de controle immunitaire HLA-
E/B2microglobuline

Les cellules tumorales sont soumises en permanence a la pression du systéme immunitaire et
de nombreuses voies d’échappement sont ainsi favorisées. Une des voies connue au sein des
processus tumoraux est 1’échappement des cellules tumorales au systéme immunitaire et plus
particulierement aux cellules T CD8+ effectrices via I’absence d’expression des molécules HLA
classique du CMH de classe 1 (HLA-A, HLA-B et HLA-C) a leur surface leur permettant ainsi une
absence de reconnaissance par les cellules T effectrices CD8+.(80) Si cette voie est aujourd’hui
largement étudiée, il semble également que les cellules tumorales soient également capables
d’exploiter le role des molécules HLA du CMH de classe 1 dits non classique, telles que HLA-E.

III.1  Le ligand HLA-E-f2m et réle physiologique

La molécule HLA-E, Human Leukocyte antigen-E appartient au complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Ib, dit non classique. Elle est codée par le gene HLA-E
présent sur le chromosome 6 et comprenant 8 exons. La molécule HLA-E est une protéine
transmembranaire de 45 kDa et comporte 358 acides aminés. Elle est caractérisée par un
polymorphisme limité et est ancrée a la membrane cytoplasmique des cellules sous la forme d’un
hétérodimere constitué d’une chaine lourde a et d’une chaine légére, la B2-microglobuline. En effet,
elle n’est fonctionnelle que sous la forme de cet hétérodimere.

A I’état physiologique, le couple HLA-E/ B2-microglobuline est exprimé notamment par les cellules
endothéliales et certaines cellules du systeme immunitaires. Néanmoins, son expression n’est pas
spécifique et peut €tre constatée dans tous les tissus. (81)
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Figure 14: profil d'expression de la molécule HLA-E dans le corps humain(§1)

Les molécules du CMH de classe I non classique, contrairement aux molécules du CMH de
classe I classique qui interviennent dans I’immunité adaptative et interagissent avec le TCR (T cell
receptor) des lymphocytes T CD8+, sont treés peu polymorphes (la protéine HLA-E ne compote que
deux isoformes protéiques efficients) et jouent un role majeur dans I’immunité innée. En effet, elles
interagissent avec les cellules de I’immunité innée, telles que les cellules NK via la famille des
récepteurs de type lectine-C CD94/NKG2. Il s’agit d’hétérodimeres formés par une protéine
invariable CD94 a laquelle s’associent une glycoprotéine NKG2 soit inhibitrice, NKG2a, soit
activatrice NKG2c. Ces récepteurs sont exprimés par les cellules NK, mais aussi par une sous-
population de lymphocytes TCD8+ et par des lymphocytes dit NKT (ces lymphocytes expriment a
la fois les récepteurs NK et le TCR et peuvent sécréter des cytokines).
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Figure 15: Interations entre le ligand HLA-E/f2m et son récepteur CD94-NKG2(82)

A T’état physiologique, le ligand HLA-E/B2m est principalement un médiateur de
I’immunité innée et participe a l’activation ou I’inhibition des cellules NK.(83,84) En effet,
I’affinité d’HLA-E/ B2m pour son récepteur inhibiteur CD94/NKG2A est six fois supérieure a celle
pour son récepteur activateur CD94/NKG2C. Ainsi, il semble jouer un rdéle prépondérant dans la
tolérance au soi et 'immunorégulation des réponses immunitaires. Des modifications peptidiques
d’HLA-E ont un impact majeur sur sa capacité a se lier a ses récepteurs et certains pathogenes, tels
que les virus, sont capables de modifier I’expression des molécules d’HLA-E a la surface des cel-
lules infectées et modifient ainsi son interaction avec les cellules NK. (85)

De plus, le couple HLA-E/ f2m est également capable d’interagir avec une sous-population de cel-
lules T CD8+ via I’activation du récepteur CD94/NKG2 exprimé par ces lymphocytes T non con-

ventionnels.(86)

I1IL.2  Implication du point de contréole HLA-E/ f2m — CD94/NKG2A dans la régulation de la réponse
immunitaire anti-tumorale

Récemment, de nombreuses études ont mis en évidence le role d’HLA-E dans la régulation
de la réponse immunitaire anti-tumorale dans différents types de cancers (Cf tableau 3), plus
précisément, I’expression aberrante d’HLA-E par les cellules tumorales pour échapper a la réponse
immunitaire. Différents travaux, ont montré que cette expression aberrante du ligand HLAE/B2m
induisait I’inhibition des cellules NK ou T CDS8+ via D’activation du récepteur inhibiteur
CDY94/NKG2A avec un impact pronostique, notamment dans les cancers colo-rectaux (87,87,88)
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Tableau 3: Particularités de l'expression du ligand HLA-E/ f2m dans différents tissus tumoraux

Cancer

Particularités de I’expression du ligand HLA-E/ 2m

Tumeurs gliales (89)

- surexpression significative dans les gliomes de haut grade versus les
gliomes de bas grade

- surexpression plus importante dans les astrocytomes diffus versus les
oligodendrogliomes.

- Pexpression HLA-E est un marqueur pronostic indépendant péjoratif

Cancer de I’ovaire (90)

- Surexpression d’HLA-E corrélée a un pronostic défavorable dans les
carcinomes séreux ovariens

Cancer du sein (91)

- surexpression d’HLA-E dans 50% des carcinomes mammaires dans
une cohorte de 677 patients

- impact pronostique significatif de la surexpression d’HLA-E dans les
carcinomes mammaires chez les patients avec une perte de I’expression
tumorale des molécules du CMH de classe 1 classique

Cancer colorectal (CCR) (92-94)

- Surexpression par les cellules tumorales des CCR du couple HLA-
E/B2m, particuliérement dans les carcinomes en bague a chatons, les
adénocarcinomes mucineux et les adénocarcinomes médullaires

- association significative entre la surexpression du couple HLA-E/B2m
et la densité de I’infiltrat immunitaire cytotoxique CD8+CD94+ intra-
épithélial (IEL-TIL)

- surexpression d’HLA-E/B2m statistiquement associé a un pronostic
défavorable dans les CCR.

Cancer du pancréas
(adénocarcinome) (95)

- Surexpression HLA-E et HLA-G significativement associé a un
pronostic défavorable

- role favorisant de I’IFNy.

Cancer rénal (96)

- Expression hétérogéne d’HLA-E au sein des carcinomes rénaux avec
une prédominance nette dans les carcinomes chromophobes

- Absence d’association entre 1’expression d’HLA-E et la densité en
cellules immunitaires CD3+,CD8+,CD4+ et FOXP3+

- Corrélation inverse entre 1’expression d’HLA-E et la densité en cellule
CD56+

- ’expression d’HLA-E n’est pas statistiquement corrélée a diminution
de la survie dans les carcinomes rénaux

Me¢élanome (97)

- Expression ex-vivo d’HLA-E intracellulaire dans des lignées
cellulaires de mélanomes, sans expression membranaire

- Production d’une forme soluble d’HLA-E par ces cellules

- Surexpression par des mélanocytes tumoraux d’HLA-E sur des
sections tumorales
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D’autre part, cette surexpression s’associe a une densité augmentée des TILs CD8+ CD94+
dans les cancers de 1’ovaire et le cancer colo-rectal. Certaines de ces études montrent également que
les TILs CD8+ expriment le récepteur inhibiteur CD94/NKG2a. Ces ¢léments sont a mettre en
parallele avec le fait que la surexpression d’HLA-E est associée a un pronostic défavorable
notamment dans les cancers de I’ovaire (90) et dans les cancers colo-rectaux (93,94)

Ainsi ces travaux laissent entrevoir un probable mécanisme d’échappement tumoral au
systéeme immunitaire via la surexpression d’HLA-E/B2m et I’inhibition des cellules immunitaires du
microenvironnement tumoral via le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A.

Figure 16: Mécanismes d’inhibition du systeme immunitaire intra-tumoral par la surexpression du
ligand HLA-E/B2m par les cellules tumorales. Issu de Von Hall & al, 2019.

II1.3  Perspective de traitement : le Monalizumab et essais en cours

Récemment, un anticorps a été mis au point et commercialisé, le Monalizumab. Celui-ci
cible la chaine NKG2A du récepteur inhibiteur CD94/NKG2A et bloque donc son effet inhibiteur. Il
est actuellement testé dans plusieurs essais cliniques de phase II.
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Tableau 4: Essais impliquant le Monalizumab

Cancer

Essai

Résultats préliminaires

Carcinome colorectal (CCR)

Novel Oncology Therapies in
Combination With Adjuvant
Chemo in High-risk MSS-CRC

Essai interrompu

Cancer ORL

- Phase 2 INTERLINK-1 :
évaluation de la tolérance du
traitement Cetiximab +
Monalizumab chez des patients
présentant un carcinome
épidermoide de la téte et du cou
récurent ou métastatique apres
chimiothérapie par platines et
apres traitement par anti-PDL-1

- Efficacy Study of Pre-operative
IPH2201 in Patients With
Squamous Cell Carcinoma of the
Oral Cavity

- profil de tolérance bon

- résultats encourageants dans les
R/M SCCHN apres

chimiothérapie a base de platines
et post-traitement par anti-PDL-1

- Phase 3 en cours : essai clinique
randomisé combinaison
Monalizumab+Cetuximab vs
Cetiximab + Placebo chez des
patients présentant un CE de la
téte et du cou récurent ou
métastatique apres chimiothérapie
par platines et apres traitement par
anti-PDL-1.

Tumeurs solides avancées

A Study of Durvalumab
(MEDI4736) and Monalizumab in
Solid Tumors

Etude en cours

Cancers gynécologiques

A Dose-Ranging Study of
IPH2201 in Patients With
Gynecologic Malignancies

58 patients évaluables avec bonne
tolérance du Monalizumab et une
stabilisation a court terme

Cancers pulmonaires

- Durvalumab Alone or in
Combination With Novel Agents
in Subjects With NSCLC

- Precision Immuno-Oncology for
Advanced Non-small Cell Lung
Cancer Patients With PD-1 ICI
Resistance

Etude en cours

Inclusion en cours

Concernant le CPNPC, peu d’études se sont penchées sur 1’expression d’HLA-E/B2m par les

cellules tumorales des CPNPC et son interaction avec les TILs du microenvironnement tumoral.

Ce récepteur CD94/NKG2A étant une cible thérapeutique trés intéressante, il parait

indispensable d’analyser précisément le statut de ce couple dans les cancers pulmonaires non a

petites cellules en fonction des caractéristiques cliniques, morphologiques et moléculaires des

cellules tumorales afin d’améliorer la réponse a I’immunothérapie notamment.
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https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02671435?term=IPH2201&draw=2&rank=7

But de I’étude

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail sont de déterminer :

- L’expression du ligand HLA-E/ B2m par les cellules tumorales en fonction des caractéristiques
clinico-pathologiques et moléculaires,

- La corrélation entre 1’expression du couple HLA-E/ f2m et la densité en TIL intra-épithéliaux
(IEL) CD3+, CD8+ NKp46+ ou NKG2A+,

- L’impact pronostique de la surexpression de HLA-E/ f2m et de la densité en TIL-IEL.
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I.

II.

Patients et méthodes

Patients

Cette étude est basée sur une cohorte de 42 patients opérés d’'un CPNPC (adénocarcinome ou
carcinome ¢épidermoide) résécable au diagnostic au Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de
Nantes entre 2005 et 2015 et pour lesquels nous disposions d’échantillons conservés en paraffine de
tumeur et de parenchyme pulmonaire indemne appariés et archivés au sein du service d’anatomie
pathologie du CHU de Nantes.

Tous les patients inclus ont signé un consentement a 1’utilisation de leurs prélévements a visée

de recherche.

Criteres d’inclusion et d’exclusion

Figure 17:Flowchart de I’étude
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I11.

Dans un premier temps, les patients ont été¢ sélectionnés a partir d’une base de données de
patients pris en charge au CHU de Nantes dans le cadre d’une pathologie thoracique tumorale ayant
signé un consentement a 1’utilisation de leur prélévements a visée de recherche.

Etaient exclus de I’étude les patients pour lesquels le type histologique n’était ni un
adénocarcinome, ni un carcinome ¢épidermoide pulmonaire, dont le caractére invasif de la
prolifération tumorale n’était pas confirmé et ceux dont le matériel tissulaire disponible pour les
¢tudes immunohistochimiques était insuffisant (biopsies ou matériel insuffisant). Sur les 147
patients inclus, seuls 42 ont fait ’objet de cette étude ; 105 d’entre eux ne présentant pas un
consentement conforme.

Recueil des données cliniques
Pour chaque patient, les caractéristiques cliniques suivantes étaient recueillies :

e Age

® sexe

e la consommation de tabac, son sevrage ainsi que 1’estimation en PA de la consommation

e les antécédents néoplasiques, la localisation de la néoplasie antérieure et le traitement mis
alors en place (chimiothérapie, radio-chimiothérapie, radiofréquence, hormonothérapie)

e les pathologies pulmonaires préexistantes (emphyseéme, BPCO, exposition a I’amiante do-
cumentée dans le dossier, ...)

e le caractere symptomatique ou non au diagnostic

e le mode de diagnostic (biopsies bronchiques sous fibroscopie bronchique, biopsie sous
TDM, examen extemporané, diagnostic sur piece opératoire, ...)

e la chirurgie proposée, associée ou non a un curage ganglionnaire et la nécessité ou non
d’une résection complémentaire

e [|’administration d’une chimiothérapie post-opératoire immédiate

e la date de récidive ou de déces et la date de derniére visite

Pour les analyses de survie, la survie globale correspond a la durée entre la date d’intervention
et le déces ou la date de censure. La survie sans progression correspond a la durée entre la date
d’intervention et la date de récidive ou de métastases ou de décés. La durée de suivi a été censurée a
5 ans.
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IV.

V.

Etude morphologique

Pour chaque patient inclus dans 1’étude, les lames ayant permis le diagnostic initial ont été
relues par un pathologiste débutant. Le type histologique et le sous-type histologique ont été
déterminés selon la classification OMS 2015.

Pour les adénocarcinomes, la présence d’un contingent micropapillaire (exprimé en proportion de la
surface tumorale examinée) a été recueillie. De méme, pour les carcinomes épidermoides, le
caractere kératinisant ou non de la prolifération tumorale était recueilli.

Le stade pTNM a été recueilli a partir du compte-rendu définitif anatomopathologique et a été
révisé selon la 8™ édition de la classification des tumeurs publiée par I'UICC (Union
Internationale Contre le Cancer).

Etude phénotypique
V.1 Sélection des zones d’intérét

Pour chaque patient, la relecture des lames utilisées pour le diagnostic initial a permis de
sélectionner deux blocs d’intérét : un bloc représentatif de la tumeur, englobant le front d’invasion
et un bloc de parenchyme pulmonaire normal a distance de la tumeur.

V.2 Technique immunohistochimique

Les études immunohistochimiques ont été réalisées sur un automate (Dako, Autostainer Link
48) sur des coupes déparaffinées de 4um issus des blocs sélectionnés préalablement.

Les anticorps suivants ont été utilisés :

e HLA-E (anticorps monoclonal de souris, clone MEM-E/02, 1/200°™, Serotec)

e P2-microglobuline (anticorps monoclonal de souris, clone SC11.1, 1/200°™)

e CD 8 (anticorps monoclonal de souris, clone C8/144B, 1/ IOOéme, Dako), marqueur des
lymphocytes T cytotoxiques

e (D 3 (anticorps monoclonal de lapin, 1/ 100°™, Dako), marqueur des lymphocytes T

e NKp46 (anticorps monoclonal de souris, clone 195314, I/SOéme, R&D Systems), marqueur
spécifique des cellules NK

e NKG2A (anticorps monoclonal de lapin, 1/50°™, Abcam)

e PDI (anticorps monoclonal de souris, clone NAT105, 1/200°™, Abcam)

e PDLI (anticorps monoclonal de souris, clone 22C3, 1/50°™, Agilent)
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V.3 Evaluation de ’expression des anticorps

V.3.1 PD-L1

L’expression du PD-L1 était évaluée par un pathologiste (NL) par une méthode semi-
quantitative selon les recommandations établies par les différentes sociétés savantes.(98) Un score
TPS (Tumor Proportion Score) a été établi : il correspond a la proportion de cellules tumorales
viables présentant un marquage membranaire partiel ou complet avec un degré d’intensité de 1+ a
3+ parmi toutes les cellules tumorales viables présentes sur la lame d’immunohistochimie.

nombre de cellules tumorales viables PDL1 positives

TPS = — ——— x 100
nombre de cellules PDL1 positives + nombre de cellules PDL1 négatives

Un seuil de positivité de supérieur ou égal a 1% a été retenu dans cette étude.

V.3.2  HLA-E et f2m

L’expression de HLA-E et de la f2m était évaluée conjointement par 2 pathologistes (CB et
NL) par une méthode semi-quantitative utilisée dans les travaux antérieurs. (93) Briévement, nous
avons considéré l’intensit¢ du marquage et le pourcentage de cellules tumorales positives par
incrément de 5%, le seuil de positivité retenu étant 10% de cellules tumorales HLA-E positives.
L’expression d’HLA-E et B2m était également évalués dans les tissus sains appariés (€pithélium
bronchique et épithélium pneumocytaire).

La grille suivante a été utilisée :
0 : pas d’expression de I’antigéne par les cellules tumorales.

1 : Marquage cytoplasmique et membranaire minime a modéré, dont 1’intensité est comparable a
celles des cellules épithéliales normales de I’épithélium bronchique et des pneumocytes.

2 : Marquage cytoplasmique et membranaire modéré a intense, dont I’intensité est supérieure a

celles des cellules ¢épithéliales normales de 1’épithélium bronchique et des pneumocytes
(surexpression aberrante).
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Tableau 5: Exemples de quantification de [’expression d’HLA-E et de la p2-microglobuline.
Grossissement x20, lames d’immunohistochimie avec les anticorps anti-HLA-E et anti-

[2microglobuline

HLA-E B2m

Les témoins internes positifs pris en compte pour I’expression d’HLA-E étaient les cellules
endothéliales et les lymphocytes.

Pour qualifier une surexpression du couple HLA-E/ 2m, un score 2 pour HLAE (pour au moins
10% des cellules tumorales) était requis avec une expression conjointe de f2m (score 1 ou 2).
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V.3.3 Marqueurs lymphocytaires

Les lames d’immunohistochimie anti-CD3, CD8, NKG2A et NKP46 ont été numérisées sur
la plateforme Micropicell avec le scanner de lames Nanozoomer HAMAMATSU et ont été
analysées grace au logiciel Qpath. Deux zones de hot spot de 1 mm? (une au niveau du front
d’invasion et une au centre de la tumeur) par lames ont été sélectionnées pour chacune. Les secteurs
intra-épithéliaux ont ensuite été contourés grace aux outils disponibles dans le logiciel Qpath. Pour
le compte des cellules immunitaires, seules les cellules en contact avec les cellules tumorales
épithéliales, c’est-a-dire les lymphocytes intra-tumoraux intra-€pithéliaux (TIL-IELs) étaient prises
en compte. Les ¢léments immunitaires présents dans le stroma n’étaient pas comptés.

Un compte des cellules positives étaient alors réalisées via 1’outil « positive cell detection »
avec des paramétres ajustés pour chacune des lames analysées et le rapport entre le nombre de
cellules positives et le nombre de cellules intra-épithéliales était alors recueilli. Un controle visuel
par un pathologiste des cellules considérées comme positives par le logiciel était réalisé.

Figure 18: Exemple de compte des TIL-IELs a [l'aide du logiciel Qpath. Rectangle rouge :
délimitation Imm?; délimitation des massifs tumoraux en rouge. Un cercle bleu correspond a une
cellule considérée comme négative et un cercle jaune, orange ou rouge correspond a une cellule
considérée comme positive.
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VI

VII.

Détermination du statut EGFR

Le statut EGFR de chaque patient a été déterminé en biologie moléculaire. L’ADN tumoral de
chaque échantillon a été extrait pour I’ensemble de la cohorte a partir de matériel tissulaire formolé
et inclus en paraffine. Le bloc d’intérét et la zone tumorale ont été sélectionnés par un pathologiste
expert puis la zone tumorale d’intérét délimitée par calque sur lames blanches comportant les
coupes ¢€paisses de 10um du bloc d’intérét. Les lames ainsi sélectionnées ont été prise en charge par
la plateforme de biologie moléculaire du CHU de Nantes. La recherche du statut EGFR a été
effectuée apres extraction de I’ADN tumoral : une recherche de la délétion de 1’exon 19 et des
mutations L858R et L861Q (exon 21) du géne EGFR a été réalisée grace a des techniques de PCR
spécifique d’alléle (exon 21) ou de PCR et analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide
(exon 19).

Cytométrie en flux — analyse phénotypique des TIL

Une caractérisation phénotypique des TIL ex vivo a pu étre réalisée dans 6 cas de cancer du
poumon non a petites cellules, sur des fragments de tumeur. Les caractéristiques clinico-
pathologiques de ces 6 patients opérés au CHU de Nantes sont mentionnées dans le tableau 6.

Tableau 6 : données clinico-pathologiques des cancers du poumon non a petites cellules dont la
tumeur a été étudiée en cytométrie en flux

La tumeur (0,5 a 1cm3), prélevée a 1’état frais par un pathologiste du CHU de Nantes, est
découpée en petits fragments qui sont congelés dans une solution de DMSO (dimethylsulfoxyde)
10% dans du SVF (sérum de veau foetal), dans un tube de 2ml, et stockés a -80°C. Cette technique
de congélation n’altere pas la viabilité des TIL (voir chapitre résultats). Pour la décongélation des
¢chantillons, les tubes sont placés pendant 1 a 2 minutes au bain-marie a 37°C et le contenu lavé
dans 30mL de milieu RPMI puis centrifugé. Plusieurs sont alors nécessaires :

e Dissociation mécanique de la tumeur : Les fragments de tumeur sont émincés a 1’aide de
scalpels dans une boite de Pétri dans du milieu RPMI. Le broyat (4mL) est soumis a une
dissociation mécanique dans un tube Gentle Macs a 1’aide du dissociateur Gentle MacsTM
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(Miltenyi Biotec; 2 cycles de 30sec). La dissociation mécanique est préférée a la
dissociation enzymatique, qui altére certains épitopes membranaires. L’homogénat est filtré
sur un tamis cellulaire de 40mm (ClearLine cell strainer, Dutscher). Le nombre de cellules
présent dans la suspension cellulaire obtenue est évalué a I’aide d’une cellule de Malassez.

e Panels de multimarquage des TILs ex vivo et analyse en cytométrie en flux : afin de
caractériser et quantifier certaines populations présentes dans le microenvironnement
tumoral, notamment les lymphocytes T, les cellules CD94/NKG2A+, les cellules NK et
NK-T, nous avons utilisé 2 multimarquages (MM, 10 a 11 fluorochromes) : I’'un (MM1),
préalablement utilis¢ dans le laboratoire dans le cancer du cdlon, réalisé sur la tumeur des
patients P1 a P3 ; ’autre (MM2), mis au point dans cette étude avec 1’aide de la plateforme
Cytocell, pour caractériser plus finement certaines sous-populations dans le cancer du
poumon (CD4/CD8, NKG2A/NKG2C notamment), réalis¢ sur la tumeur des patients P4 a
Pé.

Les cellules issues de la dissociation de la tumeur sont reprises dans du PBS/BSA 0.01% et
réparties dans une plaque 96 puits a fond V (106 cellules par puits). Les cellules sont ensuite
incubées dans un mélange contenant un marqueur de viabilité et 1) des anticorps couplés a
différents fluorochromes ou 2) leurs isotypes contrdles correspondants, pendant 30 minutes a 4°C,
dans 50mL de tampon «Brilliant Stain Buffer» (Becton Dickinson). La composition du mélange
d’anticorps pour les 2 multimarquages utilisés est précisée dans les tableaux ci-dessous.

Tableau 7: Anticorps utilisés dans les 2 multimarquages pour la cytométrie en flux (FVS : fixable
viability stain ; BD : Becton Dickinson ; TCR : T cell receptor ; APC : allophycocyanine ; PE :
phycoérythrine ; FITC : fluoresceine isothiocyanate, BV brilliant blue ; BUV : brillant ultraviolet)

Puis, apres 3 lavages dans du PBS / BSA (sérum albumine bovine) 0.01%, les cellules sont reprises
dans 150ml de PBS, transférées dans des tubes de cytométrie et passées au cytométre BD LSR-
Fortessa X-20 sur la plateforme Cytocell (SFR Bonamy, Nantes). L’analyse des données obtenues
est effectuée avec le logiciel BD FACSDiva. La stratégie de «gating» utilisée, ainsi que la
hiérarchisation permettant de caractériser les sous-populations d’intérét sont mentionnées dans la
Figure 17. Brievement, les cellules viables (FVS négatives, excluant le marqueur de viabilité)
présentes dans la fenétre contenant les lymphocytes, sont acquises (au moins 20 000 cellules
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VIII.

viables). Puis les populations suivantes sont recherchées : 1) lymphocytes T CD3+ ainsi que leurs
sous-populations CD4/CD8 et TCRafB/TCRy?d, 2) cellules CD94/NKG2A et 3) cellules NK (CD3-
CD56+) et iNKT [une sous-population de lymphocytes T innés appelés NKT, présents dans les
tumeurs, qui possédent une chaine alpha du récepteur TCR invariante (TCR024)].

Figure 19: Stratégie de hiérarchisation utilisée en cytométrie pour caractériser et quantifier les
lymphocytes T, les cellules CD94/NKG2A et les cellules NK / iNK-T

Analyses statistiques

L’ensemble des données anatomo-cliniques, immunohistochimiques et moléculaires a été
incrémenté dans une base de données codées et sécurisées en accord avec les recommandations de
la CNIL (Commission Nationale de I’ Informatique et des Libertés).

Les variables qualitatives sont présentées selon les effectifs et pourcentages et les variables
quantitatives selon les moyennes, minimums et maximums.

Les relations entre les caractéristiques cliniques, morphologiques et phénotypiques ont été analysées
a ’aide d’un test de Fisher (I’effectif limité ne permettant pas d’utiliser un test du Chi2) et a ’aide
d’un test de Kruskall Wallis. D’autre part, les corrélations entre les densités en cellules
immunitaires et les variables quantitatives ont été réalisées a 1’aide d’un test de Spearman.

Enfin, les courbes de survie ont été construites selon la méthode de Kaplan-Meier et le test du log
rank a été utilisé pour comparer les différents groupes.

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du site en ligne « pvalue.io » utilisant le logiciel
statistique R.

Un p<0.05 était considéré comme statistiquement significatif, soit un seuil de significativité fixé a
5%.

Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du site en ligne « pvalue.io » utilisant le logiciel
statistique R.
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IX. Ethique et financement

Tous les patients inclus ont signé un consentement a 1’utilisation de leurs prélévements a des
visées de recherche.

Cette ¢tude a bénéficié d’une bourse de recherche allouée par le pole de biologie PHU7 du
CHU de Nantes.
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Résultats

I. Caractéristiques anatomo-cliniques des patients inclus dans la cohorte

Les caractéristiques cliniques et morphologiques sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 8: Caractéristiques cliniques et morphologiques de la cohorte

Total (n=42)
Age au diagnostic, en année — moyenne 62,4 [55,1 ; 69,7]
Sexe :
e Femme —n (%) 18 (43)
e Homme —n (%) 24 (57)
Tabac :
e Consommation — n (%) 37 (88)
e  Quantité (en P-A) - moyenne 46,9 [30,0 ; 58,8]
e Sevrage —n (%) 23 (62)
Antécédents pneumologiques - n-(%) - 15 (36)
e BPCO-n (%) 9 (60)
e  Emphyseme - n (%) 2 (13,4)
e  Pneumothorax - n (%) 1(6,7)
e  Asthme - n (%) 2 (13,4)
e  Exposition a I’amiante - n (%) 1(6,7)
Antécédents carcinologiques - n (%)
e Aucun 25(60)
e Au moins un antécédent 17(40)
Symptomes au diagnostic :
e Présent - n (%) 21 (50)
e Absent - n (%) 21(50)
Mode de diagnostic :
e Examen extemporané - n (%) 14 (33,3)
e Ponction sous scanner - n (%) 14 (33,3)
e  Fibroscopie bronchique - n (%) 5(12)
e  Diagnostic sur piéce - n (%) 4(9,4)
e Non connu - n (%) 5(12)
Type histologique :
e Carcinome épidermoide - n (%) 11 (26)
e  Adénocarcinome - n (%) 31 (74)
Sous-type histologique :
e  Carcinome épidermoide (n=11)
o Non kératinisant - n (%) 7 (63,6)
o Kératinisant- n (%) 4(36,4)
e  Adénocarcinome (n=31)
Lépidique - n (%) 9(29)
o Acineux - n (%) 16 (51,6)
o Solide - n (%) 4 (12,9)
o Mucineux - n (%) 1(3,2)
o AIM-n (%) 1(3,2)
Adénocarcinome (n=31) :
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e  Mucosécrétion - n (%)

e Adénocarcinome TTF1+ - n (%) 26 (84)

e  Contingent micropapillaire - n (%)
e  Mutation EGFR :

o Muté - n (%)

o Non muté - n (%)

o Non connu - n (%)

Thrombose :
e  Absente - n (%)
e Présente -n (%)

-

Embole :
e Absent - n (%)
e Présent - n (%)

9

Taille, en mm - moyenne [min ; max]

e Non connu - n (%)

Stade :

e [Al-n(%)
e [A2-n(%)
e [A3-n(%)
e IB-n(%)
e ITA-n(%)
e [IB-n(%)
o [MA-n (%)
e [IIB-n(%)

Stade pT :
. la-n(%)
e 1b-n(%)
e lc-n(%) 6 (14,3)
e 2a-n(%)
e 2b-n(%) 3(7,1)
e 3-n(%)
o 4-n(%) 6(14,3)
Stade pN :
e 1-n(%) 6 (14,5)
e 2-n(%)
1(2,2)

Chimiothérapie post-opératoire :
e  Oui-n (%)

e Non-n (%)
e  Statut non connu - n (%)

Survie :
Rechute a 5 ans :

o Oui-n (%)
o Non-n (%)
o  Statut non connu - n (%)

o DécésasSans:
o Oui-n (%)
o Non-n (%)

e Survie moyenne sans progres-

sion (en mois) [min; max]|

e Survie moyenne globale a 5 ans

-
-

32,2[4,3; 60]
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I1.

Les données descriptives de la cohorte nous permettent de distinguer qu’il s’agit
majoritairement d’hommes, d’age moyen 62 ans au diagnostic, tabagiques, le plus souvent sevrés.
Ils présentent des antécédents non négligeables : 36% d’entre eux présentent un antécédent
pneumologique dont le plus fréquent est la BPCO et 40% d’entre eux présentent un antécédent
carcinologique (considéré comme en rémission au diagnostic du CPNPC). Le diagnostic a été établi
préférentiellement a partir d’un prélévement préopératoire ou peropératoire (biopsie sous scanner
ou examen extemporané). Il s’agit le plus souvent d’adénocarcinome TTF1+, de sous-type
histologique acineux sans mucosécrétion réalisant des Iésions majoritairement au moins pT2, le plus
souvent sans métastase ganglionnaire retrouvée au curage hilaire et médiastinal. Un des patients de
la cohorte n’a pas bénéfici¢ de curage ganglionnaire. Seuls 36% des tumeurs présentent des
thromboses visibles et 17% d’entre elles réalisent des emboles tumoraux. 46% des patients ont
bénéfi¢ d’une chimiothérapie post-opératoire et 38,1 % ont présenté une rechute dans les 5 ans
suivant la chirurgie. La survie moyenne sans progression est de 32,2 mois (survie médiane sans
progression de 21 mois) tandis que la survie globale a 5 ans est de 45,9 mois (avec une médiane de
60 mois).

Profil d’expression tissulaire des ligands HLA-E/B2m et PDL1

II.1  Profil d’expression du ligand HLA-E/ 2m dans le tissu pulmonaire normal

Les cellules de I’épithélium bronchique et les pneumocytes expriment peu ou pas ’'HLA-E :
57,1% présentent un score 1 tandis que 42,9% d’entre eux présentent un score 0. Elles n’expriment
pas la f2m.

Figure 20: exemples de deux cas présentant un score HLA-E 0 (a gauche) et un score HLA-E 1+ (a
droite) au niveau du tissu pulmonaire normal. Grossissement x20. Lames d'immunohistochimie avec
l'anticorps anti-HLA-FE.
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Figure 21: exemple d'un cas présentant un score [2-microglobuline 0 au niveau du tissu
pulmonaire normal. Grossissement x20. Lame d'immunohistochimie avec ['anticorps anti-
p2microglobuline. NB : la fleche correspond a un follicule lymphoide (témoin interne)

1.2 Profil d’expression des ligands HLA-E/ 2m et PDLI dans les carcinomes pulmonaires non a
petites cellules en fonction des caractéristiques anatomo-cliniques

11.2.1  Profil d’expression des ligands HLA-E/ f2m et PDLI

Dans cette cohorte de 42 tumeurs, 26,2% (11/42) des tumeurs surexpriment ’'HLA-E et
35,7% (15/42) surexpriment la f2m + par les cellules tumorales. Si on considére 1’expression
conjointe d’HLA-E et de la f2m +, seules 5 (soit 11.9%) tumeurs surexpriment le ligand HLA-E/
B2m + par rapport au tissu sain apparié.

Tableau 9: Expression de la p2microglobuline et de I'HLA-E dans la cohorte

B2m - B2m + Total
HLAE- 21 (50%) 10 (23,8%) 31 (73.8%)
HLAE+ 6 (14.3%) 5 (11,9%) 11 (26.2%)
Total 27 (64,3%) 15 (35,7%) 42

Concernant I’expression du ligand PDL1, 10 tumeurs (soit 23.8%) présentant une surexpression du

ligand PDL1.

Tableau 10: expression du PD-L1 dans la cohorte

Expression du ligand PDL1+ PDL1- Total
PDLI1
Tumeurs 10 (23,8%) 32 (76.8%) 42
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Une co-expression des ligands HLA-E/ f2m était noté dans 4 tumeurs soit 9,5 % des tumeurs.

Tableau 11: co-expression des ligands HLA-E/f2m et PD-L1 dans la cohorte

Expression des ligands HLA-E/ B2m + et PDL1 Tumeurs
HLA-E/ B2m + 5 (11,9%)
PDL1+ 10 (23,8%)
HLA-E/ 32m + et PDL1+ 4 (9,5%)

1122 Corrélation avec les caractéristiques anatomo-cliniques

Tableau 12: Corrélation de l'expression du ligand HLA-E/B2m avec les caractéristiques cliniques et
morphologiques

Non ou simple expresseur Double expresseur P
HLA-E/ f2m (n =37) HLA-E/ f2m (n =5)
Age au diagnostic, en année — médiane 62,2 [54,9; 69,0] 63,2 [55.8; 73.2] 0,64
[min ; max]
Sexe : 1
e Femme —n (%) 16 (43) 2 (40)
e Homme —n (%) 21 (57) 3 (60)
Tabac :
e Tabac 0,49
o  Oui- n (%) 33 (89) 4 (80)
o Non- n (%) 4 (11) 1 (20)
e  Quantité (en P-A) - moyenne 48,8 (£33,2) 35,0 (£9,13) 0,52
e Sevrage 0,14
o  Oui—n (%) 22 (67) 1 (25)
o Non-n (%) 11 (33) 3(75)
Antécédents pneumologiques : 1
e Absent - n-(%) 24 (65) 3 (60)
e Présent - n-(%) - 13 (35) 2 (40)
Antécédents carcinologiques : 0,63
e Aucun-n (%) 21 (57) 4 (80)
e  Aumoins un antécédent - n (%) 16 (43) 1 (20)
Type histologique : 1
e Adénocarcinome - n (%) 27 (73) 4 (80)
e Carcinome épidermoide - n (%) 10 (27) 1 (20)
Sous-type histologique : 0,96
e Carcinome épidermoide (n=11)
o Non kératinisant - n (%) 6 (16) 1 (20)
o Kératinisant- n (%) 4 (11) 0(0)
e Adénocarcinome (n=31)
o Lépidique - n (%) 8(22) 1 (20)
o Acineux - n (%) 14 (38) 2 (40)
o Solide - n (%) 3(8,1) 1 (20)
o Mucineux - n (%) 1(2,7) 0 (0)
o AIM-n (%) 1(2,7) 0 (0)
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Adénocarcinome (n=31) :
e Mucosécrétion :
o Non-n (%) 21 (78) 4 (100) 0,56
o Oui-n (%) 6 (16) 0 (0)
e Adénocarcinome TTF1+ :
o Non-n (%) 4 (15) 1(25) 0,52
o  Oui-n (%) 23 (85) 3(75)
e Contingent micropapillaire :
o Non-n (%) 25(93) 3(75) 0,35
o Oui-n (%) 2(7,4) 1 (25)
e Mutation EGFR :
o Non muté - n (%) 22 (83) 3 (100) 1
o Muté—n (%) 2 (8,3) 0 (0)
Thrombose :
e Absente - n (%) 25 (68) 2 (40) 0,33
e Présente - n (%) 12 (32) 3 (60)
Embole :
e Absent - n (%) 30 (81) 5 (100) 0,57
e  Présent - n (%) 7(19) 0(0)
Taille, en mm - moyenne [min ; max] 25,0 [15,0; 45,0] 40.0 [24,0; 42,0] 0,34
Statut PD-L1 :
o Négatif - n (%) 31 (84) 1 (20) <0,01
e Positif - n (%) 6 (16) 4 (80)
Score TPS PD-L1, en %, moyenne 5,95 22,5 <0,01
Stade pT : 0,15
e la-n(%) 1(2,7) 0 (0)
e 1b-n(%) 7 (19) 0(0)
e lc-n(%) 6 (16) 0 (0)
e 2a-n(%) 12 (32) 2 (40)
e 2b-n(%) 1(2,7) 2 (40)
e 3-n(%) 5014 0(0)
e 4-n(%) 5(14) 1 (20)
Stade pN :
e 0-n(%) 23 (64) 3 (60) 0,15
e 1-n(%) 4(11) 2 (40)
e 2-n(%) 9 (25) 0 (0)
Stade :
o JAl-n(%) 1(2,7) 0 (0) 0,75
o JA2-n(%) 6 (16) 0(0)
o IJA3-n(%) 3 (8,1) 0 (0)
e IB-n(%) 7(19) 1(20)
o IIA-n(%) 2 (5,4) 1 (20)
e IIB-n(%) 6 (16) 2 (40)
o IIMA-n(%) 7 (19) 1 (20)
e IIIB-n(%) 5(14) 0(0)

D’un point de vue clinique, les patients atteints d’un CPNPC présentant une surexpression
du ligand HLA-E/ B2m correspondaient principalement a des patients masculins (60% d’hommes,
d’age moyen 63,2 ans), le plus souvent sans antécédent carcinologique ou pneumologique. Ce sont
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majoritairement des patients tabagiques (80%) sevrés, avec une consommation moyenne estimée a
35 P-A.

D’un point de vue morphologique, les tumeurs HLA-E/ B2m correspondent majoritairement
a adénocarcinomes TTFI1+ de type acineux et de stade au moins pT2a, avec une taille tumorale
médiane de 40 mm. En raison du nombre restreint de tumeurs HLA-E/ B2m, la portée et la
pertinence de I’analyse statistique entre les deux groupes sont limitées.

D’un point de vue phénotypique, la majorité¢ des tumeurs HLA-E/ f2m + expriment aussi
PDL1 : on note une surexpression du ligand PDLI1 dans les CPNPC HLA-E/ 2m +: 4 patients
(80%) HLA-E/ B2m+ présentent une surexpression de PDL1 avec un TPS moyen de 22.5% contre
6 patients (16%) avec un TPS moyen de 5,95%.

I11. Caractérisation des cellules immunitaires dans les carcinomes non a petites
cellules

III.1  Densité des cellules immunitaires intra-épithéiales dans les CPNPC en immunohistochimie

Dans les carcinomes pulmonaires, nous avons noté une densité élevée en lymphocytes CD3+
intra-épithéliaux, et notamment au niveau du front d’invasion ou la densité en lymphocytes CD3+
est plus importante que dans le tissu tumoral au centre de la tumeur (densité moyenne de 0,0934 au
niveau du front d’invasion vs 0,0495 au niveau du centre tumoral). La méme tendance est notée
pour les lymphocytes T CD8+ et pour les lymphocytes NKG2A (cf tableau 13).

A Pinverse, on note une densité plus ¢élevée en lymphocytes NKP46+ au centre tumoral qu’au
niveau du front d’invasion.

Ces résultats montrent qu’il existe d’avantage de lymphocytes T CD3+ au niveau du front
d’invasion qu’au centre de la tumeur et qu’il existe une corrélation monotone croissante entre ces
deux variables. Ce profil est également applicable aux lymphocytes T CD8+.

D’autre part, la densité des cellules NK NKp46+ est beaucoup moins importante par rapport a celle
des lymphocytes T CD3+ et CD8+ tant au niveau du front tumoral qu’au centre de la tumeur et il
n’existe pas de corrélation statistiquement significative entre ces éléments.

Enfin, la densité de cellules NKG2A+ est trés faible par rapport a celles des cellules NK NKp46+ et
des lymphocytes T CD3+ et CD8+.

59



Tableau 13: densité en cellules immunitaires intra-épithéliales (IEL) dans la cohorte

Nombre de cellules
immunitaires / nombre de

cellules tumorales sur lmm?

Médiane (minimum ; maximum)

Coefficient de corrélation,

P value et test

CD3:

e centre tumoral

e front d’invasion

0.034,7 [0.0186; 0.0602]

0.0553 [0.0283; 0.107]

0.756 ; <0.001, test de
Spearman

CDS :

e centre tumoral

e front d’invasion

0.0243 [0.0153; 0.0556]

0.0457 [0.0199; 0.0695]

0.789 ; <0.001, test de
Spearman

NKP46

e centre tumoral

e front d’invasion

0.00555 [0.00287; 0.0117]

0.00483 [0.00258; 0.00840]

0.583 ; <0.001, test de
Spearman

NKG2A :

e centre tumoral

e front d’invasion

0,000910 [0.000367; 0.00222]

0.00260 [0.000936; 0.00546]

0.649 ; <0.001, test de
Spearman

I1I1.2  Corrélation entre la densité en cellules immunitaires et les caractéristiques cliniques

Les relations entre les densités en cellules immunitaires avec les 4 marqueurs et les
caractéristiques cliniques sont présentées dans le tableau suivant.
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Tableau 14: corrélation entre la densité immunitaire et les caractéristiques cliniques et morphologiques dans la cohorte

Caractéristiques

CD3

CD8

NKP46

NKG2A

Meédiane [min; max] (ou coefficient

de corrélation)

Meédiane [min; max] (ou coefficient
de corrélation)

Meédiane [min; max] (ou coefficient de
corrélation)

Médiane [min; max] (ou coefficient
de corrélation)

Quantité de tabac (en 0,242 0,2 0.459 0,01 0,145 0,45 0,105 0,58
P-A):
Type histologique : 0,16 0,55 0,31 0,65
e  Adénocarci- 0,057 [0,004- 0,635] 0,040 [0,002- 0,354] 0,005 [0,001 — 0,025] 0,002 [0- 0,033]
nome
e Carcinome 0,032 [0,000810- 0,108] 0,038 [0,001 - 0,115] 0,006 [0,001 — 0,045] 0,002 [0 - 0,012]
épidermoide
Classification : 0,02 0,12 0,89 0,2
e  Non kératini- 0,028 [0,001- 0,042] 0,041 [0-0,115] 0,005 [0,001- 0,043] 0,002 [0 - 0,010]
sant
e  Kératinisant 0,081 [0,018- 0,108] 0,032 [0,021- 0,038] - 0,014 [0,003 — 0,045] 0,003 [0,002- 0,012]
o Lépidique 0,038 [0,014- 0,118] 0,042 [0,009- 0,076] - 0,005 [0,001 — 0,015] 0,002 [0 - 0,005]
e Acineux 0,057 [0,004- 0,164] 0,036 [0,002- 0,143] - 0,006 [0,002- 0,011] 0,002 [0- 0,009]
e Solide 0,156 [0,098- 0,635] 0,104 [0,050- 0,354] - 0,010 [0,002 — 0,024] 0,024 [0,001- 0,033]
e AIM 0,01310,013 - 0,013] 0,010 [0,010-0,010] - 0,004 [0,004 — 0,004] 0[0-0]
e  Mucineux 0,026 [0,026 — 0,026] 0,012 0,012 -0,012] - 0,006 [0,006 — 0,006] 0,002 [0,002 — 0,002]
Stade 0,33 0,32 0,69 0,34
o IAl 0,01310,013 —0,013] 0,010[0,010-0,010] 0.004 [0.004 - 0.004] 0[0-0]
o IA2 0,04510,018 - 0,071] 0,024 [0- 0,142] 0,005 [0,001 — 0,008] 0,001 [0 - 0,003]
o IA3 0,052 10,042 — 0,061] 0,050 [0,041- 0.076] 0,008 [0,003 — 0,011] 0,002 [0- 0,002]
e IB 0,061 [0,039 — 0,100] 0,034 [0,016- 0,115] 0,0077 [0,004 — 0,022] 0,004 [0,001- 0,010]
o TIIA 0,134 10,086 — 0,149] 0,103 [0,048- 0,143] 0,006 [0,006 — 0,015] 0,004 [0- 0,005]
e 1IIB 0,026 [0,015 — 0,048] 0,034 [0,002- 0,079] 0,004 [0,002 — 0,043] 0,003 [0 — 0,026]
o IIIA 0,054 10,026 — 0,116] 0,058 [0,010- 0,354] 0,007 [0,001 — 0,025] 0,002 [0- 0,033]
e IIIB 0,057 [0,035 — 0,086] 0,038 [0,018- 0,050] 0,0038 [0,001 — 0,045] 0,002 [0- 0,006]
Taille, en mm 0,107 0,5 0,100 0,53 0,106 0,5 0,289 0,06

Statut ganglionnaire :




e NO 0,054 [0,001- 0,635] 0,34 0,040 [0- 0,354] 0,8 0,007 [0,001 — 0,025] 0,17 0,002 [0- 0,033] 0,57
e N+ 0,035 [0,0042- 0,101] 0,038 [0,002- 0,075] 0,004 [0,001 — 0,045] 0,002 [0-0,012]
Mutation EGFR
e EGFR muté 0,332 [0,030- 0,635] 0,46 0,188 0,021 - 0,354] 0,41 0,008 [0,001 —0,016] 0,89 0,017 [0,001- 0,033] 0,55
e EGFR non 0,057 [0,004- 0,163] 0,039 [0,002 - 0,142] 0,005 [0,001 — 0,025] 0,002 [0- 0,026]
muté
Statut HLA-E/f2m
o Négatif 0,042 [0,001- 0,635] 0,19 0,038 [0- 0,354] 0.08 0,005 [0,001 — 0,045] 0,34 0,002 [0- 0,033] 0,17
e Positif 0,097 [0,023- 0,163] 0,058 [0,034- 0,130] 0,007 [0,003 — 0,025] 0,004 [0,001 —0,021]
Statut PDL1
o Négatif 0,040 [0,001- 0,164] 0,1 0,036 [0,0003- 0,143] 0.12 0,005 [0,001- 0,043] 0,1 0,002 [0- 0,026] 0,19
e Positif 0,088 [0,007- 0,635] 0,045 [0,007- 0,354] 0,011 [0,001- 0,045] - 0,003 [0,001- 0,033]
Double expresseur
HLA-E/p2m et
PDL1+
e  Négatif 0,040 [0,001- 0,635] 0,04 0,038 [0- 0,354] 0,13 0,005 [0,001- 0,045] 0,11 0,002 [0—0,033] 0,19
e Positif 0,116 [0,045-0,163] 0,076 [0,034- 0,130] 0,011 [0,006- 0,025] - 0,004 [0,001 —0,021]

62




Pour les analyses de corrélation entre la densit¢ des cellules immunitaires et les
caractéristiques cliniques, nous avons regroupés les densités en cellules immunitaires du front et du
front tumoral pour les quatre marqueurs (la moyenne entre les deux densités pour chaque marqueur
a été utilisée).

D’un point de vue clinique, ces résultats ne mettent pas en ¢évidence de corrélation
significative entre la densité des cellules immunitaires CD, CD8, NKp46 et NKG2A et I’age, le sexe
et le statut tabagique. Néanmoins, la densité¢ de cellules immunitaires CD8+ est corrélée de facon
significative a la quantité de tabac consommée.

D’un point de vue morphologique, la densité des cellules immunitaires CD3 ; CDS8 ; NKp46
ou NKG2A n’est pas significativement différente selon le type histologique. Seule la densité en
cellules immunitaires CD3+ est plus €levée dans les adénocarcinomes de type solide. De méme, la
densité des cellules immunitaires n’est pas statistiquement significative selon la taille tumorale, le
statut ganglionnaire, le stade et la présence d’une mutation EGFR.

Enfin, ces résultats montrent que I’infiltrat immunitaire en cellules CD3+ est plus dense
dans les tumeurs HLA-E/B2m + et PDL1+ que les tumeurs simples ou non expresseurs de ces deux
ligands.

II1.3  Caractérisation des cellules immunitaires intratumorales en cytométrie en flux

Pour ces analyses, nous avons pris en comptes les cellules immunitaires intratumorales intra-
¢pithéliales et stromales (contrairement aux analyses immunohistochimiques ou seules les TIL
intra-épithéliaux étaient comptés).

Afin de préciser le phénotype des TIL, des expériences préliminaires de cytométrie en flux
ont été réalisées sur des tumeurs congelées de 6 patients, en utilisant 2 multimarquages (MM)
complémentaires (MM1 en bleu et MM2 en jaune dans les tableaux ci-dessous). La congélation de
la tumeur, nécessaire car il était difficile de procéder a toutes les étapes de dissociation / marquage /
acquisition en cytométrie a la réception des échantillons frais, n’altére pas la viabilité des TIL. En
effet, comme le montre le tableau de la Figure 20, en moyenne 85% des cellules présentes dans la
fenétre contenant les cellules lymphoides sont viables (cellules non marquées par le marqueur de
viabilit¢ FVS). Le MM2, plus complet car permettant de quantifier des sous-populations CD4/CDS8
parmi lymphocytes T, ainsi que les cellules NKG2A/NKG2C parmi les CD94+, récemment mis au
point avec I’aide de la plateforme Cytocell, n’a pu étre réalisé que sur 3 tumeurs, dont une (P5) a
été tres difficile a analyser en raison du faible nombre de TIL viables présents dasn la fenétre des
cellules lymphoides.

La proportion et le phénotype des sous-populations suivantes ont été recherchés :
lymphocytes T, cellules CD94/NKG2A, cellules NK/iNK-T et sont détaillés successivement.



Lymphocytes T : ces expériences préliminaires montrent la présence de lymphocytes T CD3+ dans
les tumeurs du poumon, de phénotype a la fois CD4+ (environ 50% en moyenne, n=3) et CD8+
(environ 40%) (valeur de p non significative dans ces expériences préliminaires). De plus, la grande
majorité des lymphocytes T CD3+ expriment le récepteur TCRaf (94% en moyenne, n=6) ; trés peu
expriment le TCRyd 2.3%) (Figure 20). Il en est de méme pour les sous-populations CD4 et CD8.
Il existe également 2 sous-populations minoritaires de lymphocytes T CD3+ double positives CD4+
CD8+ et double négatives CD4- CDS8- (Figure ...), ces derni¢res exprimant préférentiellement le
TCRof lorsqu’il est présent (observé sur P6).

Figure 22 : Analyse des sous-populations de lymphocytes T dans les tumeurs du poumon non a
petites cellules par cytométrie en flux. Tableau récapitulatif de toutes les tumeurs étudiées et
cytogrammes d’'un exemple représentatif : tumeur du patient P4. P5* : tumeur qui contenait peu de
cellules [ymphoides ; certaines sous-populations n’ont pu étre correctement analysées dans cette
tumeur du fait du faible nombre de TIL au départ. ND : non déterminé

Cellules CD94/NKG2A : Comme le montre la Figure 21, les cellules CD94+ représentent environ
8% (3,5 a 12%, n=5) des cellules lymphoides de la tumeur. Ces cellules expriment en grande
majorité le récepteur inhibiteur NKG2A (environ 90% des cellules CD94+ sont NKG2A+). Environ
1/3 de ces cellules CD94+ NKG2A+ sont des lymphocytes T CD3+, qui sont presque
exclusivement de phénotype cytotoxique CD8+ (Figure 21).
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Figure 23 : Mise en évidence des cellules CD94/NKG2A dans les tumeurs du poumon non a petites
cellules par cytométrie en flux. Tableau récapitulatif de toutes les tumeurs étudiées et cytogrammes
d’un exemple représentatif : tumeur du patient P4. P5* : tumeur qui contenait peu de cellules
lymphoides ; les cellules CD94/NKG2A n’ont pu étre analysées dans cette tumeur du fait du faible
nombre de TIL au départ. ND : non déterminé

Cellules NK et iNK-T : Comme mentionné dans la Figure 22, les cellules NK de phénotype CD3-
CD56+ représentent une sous-population minoritaire dans le cancer du poumon non a petites
cellules (3% en moyenne, 2,4 a 4%, n=5). La sous-populations de lymphocytes T de type NK (NK
T) de type I, appelés iNKT car ils expriment une chaine invariante du TCR alpha mise en évidence
avec l’anticorps anti-TCRa24, est faiblement représetnée dans les tumeurs étudiées (1.3% en

moyenne, 0.6 a 3.4%, n=5) (Figure 22).
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Figure 24 : Cellules NK et iNK-T dans les tumeurs du poumon non a petites cellules par cytométrie
en flux. Tableau récapitulatif de toutes les tumeurs étudiées et cytogrammes d’un exemple
représentatif : tumeur du patient P4. P5* : tumeur qui contenait peu de cellules lymphoides ; les
cellules NK et NK-T n’ont pu étre analysées dans cette tumeur du fait du faible nombre de TIL au
départ. ND : non déterminé

Nous avons ¢également recherché la proportion de cellules exprimant le récepteur
CD94/NKG2A parmi les cellules NK / iNK-T en comparaison avec les lymphocytes T
conventionnels CD3+. Comme la Figure 23 le montre, les cellules CD94+ NKG2A+, minoritaires
dans les lymphocytes T CD3+ sont prépondérantes dans la population de cellules NK (moyenne
53%, n=5). Environ 25% des iNK-T sont CD94+ NKG2A+ sur les 2 tumeurs analysables contenant
suffisamment de cellules iNKT (>1% P4 et P6)).
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Figure 25 : Proportion de cellules exprimant le récepteur CD94/NKG2A parmi les lymphocytes T,
les cellules NK et iNK-T dans les tumeurs du poumon non a petites cellules par cytométrie en flux.
Tableau recapitulatif de toutes les tumeurs étudiées et cytogrammes d’'un exemple représentatif :
tumeur du patient P4. P5* : tumeur qui contenait peu de cellules lymphoides donc pas analysable
du fait du faible nombre de TIL au départ. ** : % de cellules iNKT trop faible (<1%) pour évaluer
les double positifs CD94+ NKG2A+.

IV. Influence pronostique des marqueurs de I’immunité anti-tumorale et de
I’expression du ligand HLA-E/B2m

IV.1  Survie globale des patients inclus

Le taux de survie sans progression a 5 ans est de 18.5% avec une médiane a 21 mois et le
taux de survie a 5 ans est de 47.6% avec une médiane a 60 mois.

Tableau 15: Survie sans progression et globale a 5 ans des patients inclus dans la cohorte.

Médiane [min ; max] Taux de survie (IC 95%)
Survie sans progression a 5 ans (en mois) 2114,3;60] 18,5% (8,38% ; 40,9%)
Survie globale a 5 ans (en mois) 60 [7;60] 47,6% (34,7% ; 65,4%)
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Figure 26: Survie sans progression a 5 ans dans la cohorte

Figure 27: Survie globale a 5 ans dans la cohorte

IV.2  Survie en fonction de ’expression du ligand HLA-E/2m et du PDL1

1V.2.1  Survie en fonction de [’expression du ligand HLA-E/2m

En comparant les patients exprimant le ligand HLA-E/B2m et ceux sans expression, on ne

trouve pas de différence significative tant en terme de survie sans progression que de survie globale
(tableau 16).
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Tableau 16: Comparaison de la survie sans progression et de la survie globale a 5 ans chez les
patients HLA-E/B2m + et HLA-E/B2m-.

Survie sans progression a 5 ans

Meédiane (IC 95%) Taux de survie (IC 95%) p test

HLA-E/B2m | Négatif | 30,5 (4,3; 60) 17,4% (7,14%; 42,4%) 0,65 | Logrank

Positif 13,1 (9,1; 60) 25,0% (4,58%; 100,0%) - -

Survie globale a 5 ans

HLA-E/B2m | Négatif | 60 (7; 60) 48.6% (34,9% ; 67,7%) 0,43 | Logrank

Positif | 26 (10 ; 60) 40,0% (13,7% ; 100,0%) - -

Figure 28: Survie sans progression a 5 ans en fonction du statut HLA-E/2m
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Figure 29: Survie globale a 5 ans en fonction du statut HLA-E/B2m

1V.2.2  Survie en fonction de [’expression du PDLI

De méme, les résultats sur cette cohorte ne mettent pas en évidence de différence
significative entre les patients PDL1+ et PDLI1- (tableau 17).

Tableau 17: Comparaison de la survie sans progression et de la survie globale a 5 ans chez les
patients PD-L1+ et PD-L1-.

Survie sans progression a 5 ans

Meédiane (IC 95%) Taux de survie (IC 95%) P test
PD-L1 Négatif | 33,5 (4,3 ; 60) 18,2% (7,49% ; 44,1%) 0,46 | Logrank
Positif 13,1 (9,1 ; 60) 20,0% (3,46% ; 100%) - -

Survie globale a 5 ans

PD-L1 Négatif | 60 (7 ; 60) 50,0% (35,4% ; 70,7%) 0,50 | Logrank

Positif 51,5 (10 ; 60) 40,0% (18,7% ; 85,5%) - -

70



Figure 30: Survie sans progression a 5 ans en fonction du statut HLA-E/[2m

Figure 31: Survie globale a 5 ans en fonction du statut HLA-E/2m

71



IV.3  Survie en fonction des marqueurs de I’immunité anti-tumorale

Enfin, les analyses de survie en univariée en fonction de la densité de I’infiltrat immunitaire
ne mettent pas en évidence de différence statistiquement significative en considérant la densité des

lymphocytes CD3+ ; CD8+ ; NKP46+ et NKG2A tant au niveau du centre tumoral qu’au niveau du
front d’invasion.

L’effectif limité de cette cohorte ne nous a pas permis de réaliser d’analyse multivariée.
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Discussion

Cette ¢tude se place dans la suite de travaux visant a préciser I’expression du ligand HLA-
E/B2m dans le microenvironnement des carcinomes colorectaux. (93) Elle a pour objectif par une
approche multiparamétrique d’immunohistochimie et de cytométrie en flux de préciser le profil
d’expression du ligand et de ses récepteurs dans le microenvironnement des CPNPC, puisque les
données de la littérature sur le sujet sont peu nombreuses et parcellaires, et ainsi apporter
d’éventuelles pistes pour compléter les stratégies d’immunothérapie. Nos résultats montrent pour la
premicre fois que le ligand HLA-E/B2m est exprimé de fagon aberrante par les cellules tumorales
dans 11,9% (5/42) des CPNPC, sans association significative avec les différentes caractéristiques
cliniques ou morphologiques, sous réserve du faible effectif de cette étude préliminaire.

Toutefois, il semble exister une association entre la densité de 1’infiltrat immunitaire T et NK intra-
¢épithélial exprimant le récepteur inhibiteur NKG2A et I’expression du ligand HLA-E/B2m : en effet,
I’infiltrat lymphocytaire T CD3+, CD8+ et NKp46+ et NKG2A+ semble étre plus dense dans les
CPNPC HLA-E/B2m+ que dans les CPNPC HLA-E/B2m-. De plus, les analyses en cytométrie de
flux de tumeurs incluses prospectivement montrent que le récepteur préférentiel des cellules
immunitaires est le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A plutot que le récepteur activateur NKG2A.
Par ailleurs, nous montrons que les CPNPC HLA-E/B2m expriment également préférentiellement le
ligand PD-LI1.

Une seule étude ayant permis de caractériser I’expression du ligand HLA-E/ f2m dans les
CPNPC par les cellules tumorales a été publiée, celle de I’équipe de Yazdi & al (99) 1l s’agit d’une
¢tude sur 197 patients visant a préciser 1I’impact pronostique de 1’infiltrat immunitaire intra-tumoral
en lymphocytes T CD8+ et de la perte d’expression des molécules HLA classique (HLA-A ; B et C)
et non classique (HLA-E). Cette étude n’a pas permis de démontrer un lien statistique entre
expression d’HLA-E et les caractéristiques morphologiques des CPNPC inclus (n’intéressant que
les adénocarcinomes). De méme, dans notre étude, I’expression du ligand HLA-E/B2m ne semble
associ¢ a aucune donnée clinique, notamment la consommation de tabac, ou les données
morphologiques recueillies, ces données restant toutefois a vérifier sur une cohorte plus large afin
d’obtenir une puissance statistique suftisante.

La grande différence que nous retrouvons entre notre étude et celle de I’équipe de Yazdi & al
est la fréquence d’expression du ligand HLA-E/ 2m : nous retrouvons environ 12% de tumeurs
HLA-E/B2m + alors que I’¢étude néerlandaise met en évidence un taux de 72% de tumeurs HLA-E+.
Cette différence peut étre expliquée par plusieurs facteurs : tout d’abord, les méthodes de quantifi-
cation de I’expression d’HLA-E différent entre ces deux études. Nous avons appliqué la méme mé-
thode que celle déja utilisé et publiée dans les carcinomes colorectaux (93,100,101) pour définir un
CPNPC HLA-E/B2m +, a savoir une double expression de HLA-E et de la B2microglobuline par les
cellules tumorales, c’est-a-dire un score 2+ sur au moins 5% des cellules tumorales, et pour la
B2microglobuline une expression par au moins 10% des cellules tumorales. Or, les auteurs néerlan-
dais utilisent un systéme de quantification selon Ruiter & al correspondant a la somme du score
d’intensité et du score de cellules tumorales positives sans seuil défini pour une expression mini-
male et sans exiger une co-expression d’HLA-E et B2m pour une définir une tumeur comme HLA-
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E/B2m. (99) Ainsi, le statut double expresseur HLA-E et f2m n’est pas précisé dans ce papier méme
si toutefois, 1’expression de la f2m était beaucoup plus fréquente dans 1’étude néerlandaise que dans
la ndtre (respectivement 76% contre seulement 35,7% dans notre étude). Il faut noter que notre
étude et celle de 1’équipe néerlandaise n’utilisent pas le méme clone pour qualifier 1I’expression de
la B2microglobuline, bien que les deux études soient réalisées sur coupe entiere et qu’elles aient
quantifiées uniquement 1’expression du ligand HLA-E/B2m par les cellules tumorales, il faut tout de
méme noter que nous n’avons pas utilis¢ le méme clone pour 1’étude de 1’expression de la
B2microglobuline ce qui peut expliquer en partie cette différence. Il convient donc de poursuivre
ces travaux sur de plus grands effectifs.

Enfin, récemment un travail permettant une analyse spatiale de I’expression des molécules HLA de
classe I et II et leur impact clinique dans les CPNPC a été publié. Cette étude vise a différencier et a
caractériser I’expression des molécules HLA classe I et II tant par les cellules tumorales que par les
cellules stromales. Bien que cette étude n’intéresse pas 1’expression d’HLA-E, il nous parait tout a
fait opportun de poursuivre ces travaux d’analyse spatiale. En effet, selon notre expérience
développée au cours de cette étude, I’expression d’HLA-E et de la f2m sont extrémement
hétérogene au sein des tumeurs, tant en différenciant les cellules tumorales des cellules du stroma
qu’en prenant en compte le centre de la tumeur et le front d’invasion. Ces données pourraient
apporter de nombreuses réponses, notamment sur la capacité des cellules tumorales a présenter des
profils phénotypiques hétérogeénes au sein d’une méme Iésion.

Dans notre étude, nous avons effectivement retrouvé une faible expression de la B2m par les
cellules tumorales : seulement 15 tumeurs présentent une expression significative de la f2m (soit
35,7%). De nombreux travaux se sont concentrés sur la caractérisation de ’expression des
molécules HLA de classe I et sur I’expression de la chaine PB2microglobuline. De facon assez
surprenante par rapport aux carcinomes colorectaux notamment ou [’expression de la
B2microglobuline est largement conservée, elle se retrouve limitée dans les CPNPC (102). Peu de
CPNPC présentent de mutations du géne de la f2microglobuline mais de nombreux phénomenes
épigénétiques sont suspectés d’étre a 1’origine de cette expression down-régulé, probablement en
lien avec la sous-régulation des molécules HLA dites classiques, retrouvées dans environ 30 a 40%
des CPNPC, phénomene classiquement décrit pour expliquer I’échappement des cellules tumorales
a la réponse immunitaire lymphocytaire T notamment.(103,104) Afin de vérifier cette hypothese, il
serait intéressant de vérifier si le promoteur du géne de la f2microglobuline est hypométhylé dans
les CPNPC et de corréler ces résultats avec I’expression de la protéine sur des cas plus récents. En
effet, les cas inclus dans cette étude sont des cas anciens (datant de 2005 a 2015) et certains sites
antigéniques peuvent s’altérer avec le temps de stockage.

Concernant I’étude in situ de la densité de 1’infiltrat immunitaire, nous avons fait le choix de
ne caractériser que les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL), comme nous I’avons fait dans les CCR
et de ne pas prendre en compter I'infiltrat présent dans le stroma. En effet, il s’agit de cellules
immunitaires directement au contact des cellules tumorales, contrairement aux cellules du stroma
tumorale, et pouvant ainsi intéragir préférentiellement via le récepteur CD94/NKG2A avec son
ligand spécifique HLA-E/ f2m exprimé par la cellule tumorale.

74



En utilisant cette approche, nous montrons pour la premiere fois dans les CPNPC que I’infiltrat en
lymphocytes T CD3+, CD8+, en cellules NK NKp46+ et en cellules T et/ou NK NKG2A+ est plus
important dans les CPNPC HLA-E/ f2m+ que dans les CPNPC HLA-E/ f2m-, tant au centre de la
lésion tumorale qu’au niveau du front d’invasion. Ces résultats sont parfaitement en accord avec
ceux montrés dans les CCR, ou les CCR HLA-E/ 2m+ étaient significativement plus riches en
lymphocytes T CD3+ et surtout en lymphocytes exprimant le récepteur spécifique inhibiteur
CD94/NKG2A (93), suggérant de ce fait un méme mécanisme d’échappement des cellules
tumorales a la réponse immunitaire par 1’intermédiaire de l’activation de ce nouveau point de
contrdle de la réponse immunitaire anti-tumorale. De maniére intéressante, il semble également que
la densité en cellules immunitaire soit liée au statut tabagique et a la quantité de tabac consommeée
par le patient. En effet, nous avons retrouvé une corrélation significative entre la densité
lymphocytaire CD8+ et la quantité de tabac estimée (en P-A). Ces résultats sont tout a fait en
accord avec les données de la littérature montrant que le tabac induit une charge mutationnelle
importante, elle-méme a I’origine de la production de nombreux néo-antigénes et donc I’afflux de
nombreux lymphocytes T CD8, a I’instar des CCR de type MSI avec instabilit¢ des séquences
microsatellites présentant une charge mutationnelle et un infiltrat T CD8+ importants. Notre
cohorte, de petite taille, n’a cependant pas permis de montrer une corrélation entre le tabac et
I’expression du ligand HLA-E/ f2m+, comme les précédentes études ont pu montrer une corrélation
entre le statut MSI, I’expression du ligand HLA-E/ f2m+ et la densité en TILs CD8+ et CD94+.
(93) Ces tumeurs trés immunogénes étant d’ailleurs cellules qui répondent le mieux aux
immunothérapies. (105,106)

D’ailleurs, nous montrons que les CPNPC HLA-E/ B2m + expriment plus fréquemment le
ligand PD-L1 de fagon significative. Une des hypothéses que nous pouvons formuler est que ces
tumeurs auraient la capacité de mettre en ceuvre en parallele plusieurs moyens d’échappement au
systeme immunitaire, laissant supposer qu’une immunothérapie ciblant le point de contréle HLA-E/
B2m comme le Monolizumab pourrait étre efficace chez ces patients en synergie ou apres
¢chappement aux anti-PD-L1.

Les résultats de cytométrie en flux confirment et étendent nos résultats en
immunohistochimie. Toute d’abord, ils confirment que c’est la chaine NKG2A, inhibitrice qui est
majoritairement exprimée a la surface des cellules CD94+. D’autre part, ces résultats nous
confirment que ce récepteur est majoritairement présent a la surface des cellules NK.

Nous n’avons pas démontré d’implication pronostique de I’infiltrat en cellules T CD8+, ni
d’impact pronostique de la surexpression par les cellules tumorales d’HLA-E. Toutefois, I’effectif
de notre cohorte reste faible avec peu de tumeurs HLA-E/B2m+. Il convient d’étudier I’impact
pronostique de ces variables, comme le NKG2A, sur une cohorte plus large de patients. L’étude
néerlandaise a quant a elle montré que ’infiltrat en lymphocytes T CD8+ participait a un pronostic
plus favorable quand les cellules tumorales conservaient I’expression des molécules HLA classiques
et étaient HLA-E négatives. Cet impact pronostique était aboli quand les cellules tumorales
exprimaient HLA-E, en accord avec les données dans les carcinomes colo-rectaux. Toutes ces
données vont dans le sens d’un mécanisme d’échappement de la cellule tumorale a la réponse
immunitaire par une expression aberrante du ligand HLA-E/B2m, inhibant la réponse T cytotoxique
anti-tumorale.
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Toutefois, plusieurs facteurs limitent les résultats que nous avons obtenus : d’une part, il s’agit
d’une étude rétrospective impliquant une proportion importante de données manquantes,
notamment concernant les données de rechute et de survie sans rechute, puisque de nombreux
patients n’étaient pris en charge au CHU de Nantes que pour la prise en charge chirurgicale et le
suivi oncologique était souvent réalis¢ dans différents centres distants. Il s’agit d’une cohorte de
taille modérée, notamment par rapport aux précédents travaux réalisés sur les cancers colorectaux
puisqu’elle ne comporte que 42 patients inclus. Les analyses de survie n’ont pas pu étre réalisées
sur des données de survie sans récidive. Ainsi, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’impact
pronostique de I’expression du PLD1 contrairement a ce qui a été publi¢ dans la littérature.
Toutefois, il convient de signaler qu’il s’agit uniquement de patients ayant bénéficié d’une résection
chirurgicale a des stades globalement précoces et ainsi, I’expression du PDL1 ne gréve pas autant le
pronostic que dans les stades plus avancés, notamment métastatiques.

L’ensemble de ces données suggerent dont une efficacité potentielle du Monalizumab dans les
CPNPC surexpriment HLA-E, et offre de nouvelles perspectives d’immunothérapie chez ses

patients.
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Perspectives

Ce travail préliminaire sur une petite cohorte de CPNPC pour caractériser 1’expression du
ligand HLA-E/B2m présente des résultats tout a fait encourageants et souligne le besoin d’élargir
cette cohorte de patients pour définir de facon précise le role du ligand HLA-E/B2m dans
I’échappement des cellules tumorales au systéme immunitaire. Ainsi, on peut entrevoir dans un
futur proche une nouvelle logique de thérapie personnalisée dans laquelle le « statut immunitaire »
de chaque tumeur serait déterminé pour pouvoir proposer au patient une immunothérapie la plus
adaptée possible et potentiellement la plus efficace possible.
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Annexes

Stade TNM dans les CPNPC (30)
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Stadification des CPNPC (30)
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NOM : LE LAN PRENOM : Nowenn

HLA-E/B2m - CD94/NKG2A : un nouveau point de controle immunitaire dans les carcinomes
pulmonaires non a petites cellules ?

RESUME

Le but de ce travail était d’étudier le statut du ligand HLA-E/B2m et du microenvironnement
immunitaire dans les carcinomes pulmonaires non a petites cellules (CPNPC) et leur impact
pronostique. L’expression de HLA-E/B2m et de son récepteur inhibiteur CD94/NKG2A a été
¢tudiée dans une cohorte de 42 patients opérés pour un CPNPC. Il semble que I’expression
aberrante du ligand HLA-E/ B2m soit relativement fréquente dans les CPNPC et associée a une
densité en TIL-IEL plus élevée sans impact pronostique démontré. Les TIL-IEL CD94+ expriment
majoritairement la chaine inhibitrice NKG2A et correspondent a des lymphocytes NK. Nos résultats
sont limités par le faible effectif de la cohorte et nécessitent d’étre confirmés dans des travaux
ultérieurs afin de préciser le role et I’implication thérapeutique de ce nouveau « checkpoint »

inhibiteur dans les CPNPC.

MOTS-CLES

CARCINOME PULMONAIRE NON A PETITES CELLULES —HLA-E/B2M - LYMPHOCYTES
INTRA-TUMORAUX INTRA-EPITHELIAUX — CD94/NKG2A
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