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RESUME

L'immunothérapie (I0) a transformé le traitement du cancer bronchique non a petites cellules
(CBNPC), notamment grace au marqueur PD-L1. Cependant, l'efficacité de IO reste
incertaine, avec des résistances primaires ou acquises. La recherche de marqueurs prédictifs de
réponse a I'lO est cruciale. Dans le CBNPC, notre équipe a démontré une corrélation entre PD-
L1 et la vimentine, associée a la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Nous faisons
I’hypothése que la résistance des CBNPC aux anti-PD-1 est liée a une polarisation
mésenchymateuse.

L'inhibition de la TEM en clinique étant difficile, il est essentiel d'identifier des cibles associées
a la TEM. AXL est un récepteur a tyrosine kinase aux propriétés immunomodulatrices associé
a la TEM. L'objectif est d'identifier les mécanismes de résistance a 1'O dans le CBNPC, avec
un focus sur la TEM et AXL.

Les approches combinent des analyses bio-informatiques et des cultures innovantes de tumeurs
primaires. Ces méthodes ont confirmé 1'intérét d'AXL comme marqueur de résistance a 1'IO.
L'étude des mécanismes d’échappement a I’lO inclut la quantification des contingents
cellulaires immunitaires du microenvironnement tumoral. AXL a été validé comme marqueur
prédictif de réponse a I'lO dans une cohorte rétrospective de patients CBNPC métastatique.

Ce projet, encadré par une cohorte rétrospective (MR004160420221) de patients CBNPC du
CHU de Reims et par la CRB (banque n® AC-2019-340), valide AXL comme biomarqueur
prédictif de la réponse a 1'10. L'étude d'AXL pourrait permettre de mieux identifier les patients
bénéficiant de 1'lO pour un CBNPC et d'envisager l'inhibition d'AXL pour prévenir ou lever
une résistance a 1'10.

Mots clés : Poumon, Immunothérapie et Cancer, Marqueurs biologiques tumoraux, Transition
épithélio-mésenchymateuse.



ABSTRACT

Immunotherapy (IO) has transformed the treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC),
particularly through biomarkers like PD-L1. However, 1O's efficacy remains uncertain, with
cases of primary or acquired resistance. Identifying predictive markers for IO response is
crucial. In NSCLC, our team demonstrated a correlation between PD-L1 and vimentin,
associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT). We hypothesize that NSCLC
resistance to anti-PD(L)1 is linked to mesenchymal polarization. Given the challenges of
inhibiting EMT clinically, identifying therapeutic targets associated with EMT, particularly the
receptor tyrosine kinase AXL, is essential. Our objective is to identify resistance mechanisms
to 10 in NSCLC, focusing on EMT and AXL.

The approaches used combined bioinformatic analyses and innovative primary tumor cultures.
These methods confirmed AXL's interest as a marker of 10 resistance. The study of immune
escape mechanisms includes quantifying immune cell contingents in the tumor
microenvironment. AXL's validation as a predictive biomarker for 10 response was conducted
in a retrospective clinical cohort of patients treated with first-line metastatic 0.

This project, overseen by a retrospective cohort (MR004160420221) of NSCLC patients at
CHU de Reims under the supervision of doctoral candidate Julien Ancel, utilizes material
provided by the CRB (bank no. AC-2019-340).

This work validates AXL as a predictive biomarker for IO response and a potential therapeutic
target. Studying AXL could better identify patients benefiting from IO for NSCLC and consider
AXL inhibition to prevent or overcome IO resistance.

Keywords : Lung cancer, Inmunotherapy, Epithelial-Mesenchymal transition, Biomarker.
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- AUC : Area Under the Curve

- ALK : Anaplastic Lymphoma Kinase

- AXL : Axl Receptor Tyrosine Kinase

- ASCO : American Society of Clinical Oncology
- APC : Antigen-Presenting Cell

- ARNm : Acide Ribonucléique Messager

- B2M : Béta-2-microglobuline
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- CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité

- CRB : Centre de Ressources Biologiques

- CBNPC : Cancer Broncho-Pulmonaire Non a Petites Cellules
- CBPC : Cancer bronchique a petites cellules

- CT : Chimiothérapie

- CRT : Chimiothérapie-Radiothérapie

- CTLA¢4 : Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4

- CCL2 : Chemokine (C-C motif) ligand 2

- DAPI : 4',6-diamidino-2-phenylindole

- DC : Dendritic Cells

- ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group
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- ESMO : European Society for Medical Oncology
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- HIF2 : Hypoxia-Inducible Factor 2

- HR : Hazard Ratio

- ICAML1 : Intercellular Adhesion Molecule 1

- ICI : Immune Checkpoint Inhibitors
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- IV : Intraveineuse

- JAK : Janus Kinase

- Ki67 : Marqueur de prolifération cellulaire

- KRAS : Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
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- LAG3 : Lymphocyte-Activation Gene 3

- LUAD : Lung Adenocarcinoma

- LUSC : Lung Squamous Cell Carcinoma
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- STATT1 : Signal Transducer and Activator of Transcription 1
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- SMAD : Small Mothers Against Decapentaplegic

- STATS: : Signal Transducers and Activators of Transcription
- SRC : Src Family Tyrosine Kinase Protein
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- TGFp : Transforming Growth Factor Beta

- TCR : T-Cell Receptor

- TAM : Tyro3, Axl, Mertk

- TMB : Tumor Mutational Burden
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INTRODUCTION
I. Les cancers broncho-pulmonaires
1. Epidémiologie

Le cancer du poumon est une maladie majeure a I'échelle mondiale, caractérisée par une
incidence croissante et un taux de mortalité élevé. En 2022, environ 2,5 millions de nouveaux
cas ont été diagnostiqués, représentant 11,4% de tous les nouveaux cas de cancer dans le monde
(figure 1) [1].

ASR (World) per 100 000
I 26.3-47.6 [ ot applicable
I 17.5-26.3 Nodata
B 87175

36-8.7
09-36

Figure 1 : Incidence mondiale standardisée a 1’dge du cancer bronchique en 2022
(d’apres https://gco.iarc.who.int/today)

L'incidence standardisée par age était de 29,4 pour 100 000 personnes, placant le cancer du
poumon au troisieme rang derriére le cancer du sein (46,8) et le cancer de la prostate (29,4).
Chez I’homme, I'incidence standardisée par age était beaucoup plus élevée, s’établissant a 32,1,
tandis que cette méme incidence ne dépassait pas les 16,2 chez les femmes, soulignant une forte
prédominance masculine (figure 2).
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Figure 2 : Taux de mortalité pour 100 000 personnes, standardisée a 1’age du cancer bronchique en 2022
selon le sexe et par région géographique d’aprés https://gco.iarc.who.int/today
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En termes de mortalité, le cancer du poumon est responsable de pres de 1,8 million de déces
chaque année, représentant 18% de tous les déces attribués au cancer. En Europe, les taux de
mortalité standardisés par [’dge étaient particulierement ¢levés en 2022, atteignant
respectivement pour les hommes et les femmes 32,6 et 12,4 (figure 3). L’Europe continue de
faire face a une mortalité importante liée au cancer du poumon malgré les efforts déployés pour
améliorer la prévention et le traitement.

2022

2.48M

2045

4.25M

':‘caaan 'gmgmpmmw

Figure 3 : Estimation de I’évolution mondiale du nombre de nouveaux cas de cancer bronchique entre
2022 et 2045 d’aprés https://gco.iarc.who.int/today

Les projections pour l'avenir sont inquiétantes, avec une prévision de croissance des cas de
cancer du poumon a 4,25 millions d'ici 2045. Cette prévision d’augmentation est en partie
attribuable aux tendances de consommation de tabac, un facteur de risque majeur, ainsi qu'a
l'exposition croissante a la pollution atmosphérique ou encore a d'autres agents carcinogenes
environnementaux voire professionnels [2]. Ces données soulignent l'urgence d'initiatives
globales visant a réduire les comportements a risque, a promouvoir le dépistage précoce et a
développer de nouvelles thérapies pour controler cette épidémie croissante de cancer du
poumon.

2. Classifications du cancer bronchique
2.1. Classification histologique

La classification histologique du cancer bronchique, actuellement définie par la classification
OMS de 2021, est essentielle pour le diagnostic et le traitement [3]. Parmi les différentes
catégories, on distingue principalement les cancers bronchiques a petites cellules (CBPC) et les
cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC).

Les CBPC, qui représentent environ 15% des cancers bronchiques, se caractérisent par des
cellules de petite taille, a noyau hyperchromatique, et un rapport nucléo-cytoplasmique ¢élevé.
Ces cancers sont fortement liés au tabagisme et sont connus pour leur croissance rapide et leur
potentiel métastatique précoce [4]. Cependant, les CBPC ne seront pas davantage abordés dans
ce manuscrit, qui se restreindra aux CBNPC.
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Les CBNPC, représentant quant a eux environ 85% des cas de cancer bronchique, se subdivisent
en plusieurs types histologiques principaux :

1)

2)

3)

4)

5)

Adénocarcinome : C'est le type le plus courant, représentant environ 40% des CBNPC. Il

se développe généralement au dépend des cellules glandulaires des alvéoles et est plus

souvent localisé en périphérie des poumons [5]. Histologiquement, les adénocarcinomes
sont le plus souvent invasif avec des subdivisions comprenant :

a) Adénocarcinome acinaire : Caractérisé par des structures glandulaires bien définies.

by Adénocarcinome (micro-)papillaire : Présentant des papilles avec un axe
fibrovasculaire central.

¢) Adénocarcinome mucineux : Caractérisé par une production abondante de mucine.

d) Adénocarcinome solide : Présentant des amas solides de cellules avec présence de
mucine intracytoplasmique.

e) Adénocarcinome lépidique : Se développant le long des structures alvéolaires
préexistantes sans destruction de I’architecture alvéolaire.

Carcinome épidermoide (ou carcinome malpighien) : Constituant environ 25 a 30% des

CBNPC, il se développe a partir des cellules épithéliales de revétement des bronches au

décours d’une dysplasie et métaplasie malpighienne. Il se caractérise histologiquement par

la présence de kératinisation et de ponts intercellulaires [6]. Les sous-types histologiques
comprennent :

a) Carcinome épidermoide kératinisant : Présentant une accumulation de kératine et une
différenciation squameuse marquée.

b) Carcinome épidermoide non kératinisant : N’ayant que peu ou pas de dépots de
kératine.

c) Carcinome épidermoide basaloide : caractérisé par la présence de petites cellules
basaloides avec une différenciation squameuse limitée.

Carcinome a grandes cellules : Représentant environ 10-15% des CBNPC, ce type de

CBNPC est caractérisé par de grandes cellules anaplasiques sans différenciation glandulaire

ou squameuse. Histologiqguement, on observe de grandes cellules avec un cytoplasme

abondant et des noyaux vésiculaires proéminents [7].

Carcinome adénosquameux : C'est un type mixte qui présente a la fois des caractéristiques

d'adénocarcinome et de carcinome épidermoide. Il est relativement rare et montre des zones

distinctes des deux types histologiques dans la méme tumeur [8].

Carcinomes sarcomatoides : Ils constituent une catégorie rare et agressive des CBNPC.

Ces tumeurs sont caractérisées par des éléments épithéliaux et mésenchymateux, suggerant

une différenciation biphasique [9]. Histologiquement, les carcinomes sarcomatoides se

subdivisent en plusieurs sous-types :

a) Carcinome pleomorphe : Ce sous-type est composé de cellules épithéliales peu
différenciées et de cellules fusiformes ou géantes. Les cellules montrent une grande
variabilité morphologique (qualifiée de pléomorphisme) avec des atypies et une activité
mitotique souvent marquées.

i) Carcinome a cellules fusiformes : Il se caractérise par la prédominance de cellules
fusiformes rappelant la morphologie observée dans certains sarcomes. Ses cellules
sont allongees et montrent un agencement fusiforme évocateur.
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i) Carcinome a cellules géantes : Ce sous-type est dominé par de grandes cellules
anaplasiques, géantes, souvent multinucléées, et avec un cytoplasme abondant.

b) Carcinosarcome : il présente des composantes carcinomateuses et sarcomateuses
distinctes, incluant souvent des éléments de carcinome épidermoide ou
d’adénocarcinome associés a des composantes sarcomateuses empruntées aux
ostéosarcome, chondrosarcome ou rhabdomyosarcome.

c) Blastome pulmonaire : Tres rare, ce sous-type est caractérisé par une combinaison de
cellules épithéliales et mesenchymateuses immatures, ressemblant aux tumeurs
embryonnaires.

Ces carcinomes sarcomatoides représentent un défi diagnostique et thérapeutique en raison de
leur rareté et de leur nature agressive. La reconnaissance de ces sous-types histologiques est
cruciale pour le développement de stratégies thérapeutiques adaptées et pour établir un
pronostic précis. Ce sous-type histologique est d’ailleurs réguliérement proposé comme étant
une représentation typique d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) en cancérologie
thoracique [10], ce qui sera un point d’intérét majeur détaillé ultérieurement dans ce manuscrit.

Cette classification histologique du cancer bronchique est en tout cas essentielle pour orienter
le choix thérapeutique et établir le pronostic, avec des distinctions nettes entre les sous-types
basés sur les -caractéristiques morphologiques des cellules tumorales. Une seconde
classification, cette fois-ci moléculaire, a quant a elle bouleversé, les pratiques cliniques en
cancérologie thoracique et notamment dans le cadre des CBNPC non-épidermoides.

2.2. Classification moléculaire

Cette classification moléculaire était disponible antérieurement dans la classification de 'OMS
de 2015 (quatrieme édition) dans la section "Génétique somatique”. Dans la classification de
I'OMS de 2021 ces anomalies moléculaires sont intégrées dans les sections "Etiologie",
"Pathogenése” et "Pathologie moléculaire diagnostique”. De nombreuses modifications
moléculaires ont ainsi été rapportées et sont désormais associées a la pathogenese, a la
progression et, de maniere significative d’un point de vue clinique, au traitement des CBNPC
qui en sont porteurs.

La caractérisation moléculaire de I'adénocarcinome pulmonaire permet ainsi d'identifier des
mutations somatiques qui sont pour certaines qualifiées d’addiction oncogéniques ciblables
lorsque des thérapeutiques sont disponibles en clinique. Par exemple, les délétions de I'exon 19
et les mutations ponctuelles de I'exon 21 du géne EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor),
ainsi que les réarrangements du géne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), sont relativement
propres a I'adénocarcinome pulmonaire et sont associéees a plusieurs thérapeutiques dites ciblés
sous la forme d’inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs). Les altérations ciblables avec des
molécules approuvées incluent des mutations (ponctuelles, délétions, ...) et des translocations
dans des geénes tels que EGFR, ALK, BRAF (B-raf-proto oncogene), RET, NTRK1-3
(Neutrophilic Tyrosine Receptor Kinase), ROS1, KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homologue) G12C et MET (figure 4) [11,12]. Bien que ces altérations soient généralement
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utilisées pour guider le traitement des patients a différents stades avancés de la maladie, les
indications de traitements ciblant EGFR et méme ALK s'étendent de plus en plus aux patients
a un stade localement avancé et méme précoces en péri-opératoire [13—15].

A Discovery of potential actionable molecular alterations in lung adenocarcinoma
before 2004 2004-2010 2022
Alterations with Alterations with
KRAS KRAS FDA-approved candidate
undruggable undruggable %
W EGFR inhibitors inhibitors
W KRAS G12C 7. KRAS others
A m EGFR m NRAS
\ W ALK tusion HRAS
| N m BRAF M PIK3CA
W ROST tusion MAP2K1
e W MET wicuuny * BRCA1Zoss
W ERBB2 munmy M NF1 loss
W RET tuson FGFR1/2
- NTRK M TSC1/2l0ss
PTEN 0ss
CDKN2A ioss
W RB1ioss
KRAS mutations identified but Identification of EGFR mutations in About 90% of potentially
considered undruggable patients responsive to EGFR-TKi actionable alterations
Response rate, Overall survival
Toxicity
B FDA-approved targeted therapies  Target:  Molecule name (year of FDA approval):
30 B KRAS Sotorasib (2020), Adagrasib (2021)
$ Erlotinib, Afatinib (2013), Gefitinib; Osimertinib (2015)
= B EGFR Dacomitinib (2018), Erlo+Ramucirumab (2020),
O Amavantamab, Mobocertinib (2021)
2L 20
o B ALK Crizotinib (2011), Ceritinib (2014), Alectinib (2015)
E Brigatinib (2017), Lorlatinib (2018)
(o]
g @ B BRAF
[ W ROS1  Crizotinib (2016), Entrectinib (2019), Repotrectinib (2020)
=]
= II B MET  Crizotinib (2018), Capmatinib (2020), Tepotinib (2021)
0 --.. B RET  Sepercatinib, Pralsetinib (2020)
e-oaosweorooggy
SR 338 888 M NTRK Larotrectinib (2018), Entrectinib (2019)

Figure 4 : Evolution de I'identification d’addictions oncogéniques et des thérapies ciblées existantes
dans le traitement du CBNPC avancé. (A) La découverte d’addictions oncogéniques dans le CBNPC a
conduit au développement d'une médecine personnalisée, améliorant ainsi la prise en charge et la survie
des patients. (B) Evolution croissante du nombre de médicaments approuvés par la FDA pour le
traitement du CBNPC avec addiction oncogénique ciblables. D’aprés Delahaye et al., Cancers 2022 [16]

D'autres altérations, telles que TP53, STK11 et KEAPL, peuvent étre retrouvees dans les
adénocarcinomes pulmonaires, seules ou en combinaison avec d'autres mutations. Ces
altérations ne sont pas actuellement directement ciblables mais peuvent étre associées a la
progression tumorale et a la résistance aux inhibiteurs de points de contréle immunitaire,
particulierement pour STK11 [17,18]. L'évaluation des tumeurs pour les altérations
cliniquement pertinentes est listée comme un critére souhaitable dans cette classification de
I'OMS 2021, soulignant son intégration croissante dans la classification histo-moléculaire des
CBNPC.

La fréquence de ces altérations dans I'adénocarcinome pulmonaire a été étudiée en fonction du
sexe, de I'dge, du statut tabagique et des régions géographiques (figure 5).
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Figure 5 : Répartition des altérations moléculaires dans le CBNPC (figure supérieure) en population
d’origine asiatique (cercle extérieur) et en population d’origine caucasienne (cercle intérieur).
Algorithme décisionnel proposant chaque molécule selon le profil moléculaire d’aprés les
recommandations de la société européenne d’oncologie médicale (ESMO) (diagramme inférieur).
D’aprés Tan et al. JCO 2022 [11] et Hendricks et al. Annal Oncol 2023 [19].

Les mutations KRAS sont fréqguemment retrouvées chez les fumeurs [20], tandis que les
mutations EGFR et les translocations ALK, ROS1 et RET sont plus susceptibles d'étre
identifiées chez les non-fumeurs ou fumeurs au faible tabagisme. D'autres altérations comme
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TP53, NRAS et MAP2K1 sont également plus courantes chez les fumeurs ; les mutations BRAF
et MET se retrouvent aussi bien chez les fumeurs que chez les non-fumeurs ; les altérations de
I'EGFR sont plus souvent observées chez les jeunes patients et les femmes, tandis que les
altérations ALK, ROS1 et RET sont plus courantes chez les patients plus jeunes patients sans
nette prédominance de genre [21]. De plus, il est évident que la mutation EGFR est plus
frégquente pour les patients d’origine asiatique, tandis que la mutation KRAS est plus courante
dans les populations d’origine caucasienne. D'autres altérations présentent également des
fréquences différentes selon les régions géographiques, tandis que certaines ne semblent pas
varier géographiquement. Il est reconnu que ces associations épidémiologiques ne sont pas
absolues et ne doivent donc pas déterminer de maniére exclusive les analyses de biologie
moléculaire [22].

Les classifications histologiques et désormais moléculaires sont tres informatives mais ne
peuvent se suffire a elle-méme. Il reste nécessaire de prendre en compte I’étendue de la
pathologie tumorale, ce qui est pris en considération dans la classification clinique.

2.3. Classification clinique

La stadification clinique du CBNPC est cruciale pour évaluer I'étendue de la maladie au moment
du diagnostic et pour déterminer le traitement approprié selon les données des essais cliniques.
Le bilan d'extension initial doit inclure un scanner thoraco-abdomino-pelvien (TAP), qui
permet une évaluation détaillée du thorax, de I'abdomen et du pelvis pour détecter d'éventuelles
métastases.

En I'absence de preuves métastatiques évidentes, le bilan d'extension est complété par un TEP
au FDG (tomographie par émission de positons au 18-fluorodésoxyglucose). Le TEP au FDG
est une technique d'imagerie fonctionnelle qui utilise un traceur pour identifier les zones de
forte activité métabolique, souvent indicative de cellules tumorales actives. Cela permet de
détecter des meétastases occultes non visibles sur certains scanner TAP.

En plus de ces examens, une imagerie cérébrale, soit par scanner soit par IRM (préférée en
raison de sa sensibilité supérieure), est nécessaire pour exclure la présence de métastases
cérébrales, particulierement chez les patients présentant des symptdmes neurologiques ou
lorsque la maladie est a un stade avance.

Ces examens combinés permettent une évaluation complete de I'extension tumorale au moment
du diagnostic. La classification tumorale est ensuite réalisée selon le systtme TNM de la 8¢
édition de I'AJCC (American Joint Committee on Cancer) [23], qui évalue la tumeur (T), les
ganglions lymphatiques (N) et les métastases (M) :

« T (Tumor) : Evalue la taille et I'extension de la tumeur primaire.
o TI1: Tumeur < 3 cm, confinée au poumon.
o T2 :Tumeur >3 cm mais < 5 cm, ou envahissement de structures adjacentes.
o T3:Tumeur>5cm mais <7 cm, ou envahissement des structures environnantes.
o T4 :Tumeur > 7 cm ou envahissement de structures vitales.
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« N (Nodes) : Evalue l'implication des ganglions lymphatiques régionaux.
o NO : Pas d'implication des ganglions lymphatiques.
o N1 : Métastases dans les ganglions intrapulmonaires ou hilaires homolatéraux.
o N2 : Métastases dans les ganglions médiastinaux ipsilatéraux ou sous-carénaires.
o N3 : Métastases dans les ganglions médiastinaux ou hilaires controlatéraux, ou
dans les ganglions scalenes ou supra claviculaires.
« M (Metastasis) : Evalue la présence de métastases a distance.
o MO : Pas de métastases a distance.
o M1 : Présence de métastases a distance (Mla : métastases pleurales ou
péricardiques, M1b : une métastase unique dans un organe, M1c : multiples
métastases dans un ou plusieurs organes).

Cette classification TNM permet de regrouper les cancers bronchigues non a petites cellules en
quatre stades cliniques (figure 6) :

o Stade I : Tumeur confinée au poumon sans atteinte ganglionnaire (T1-2, NO, MO0).

e Stade Il : Tumeur avec envahissement limité des ganglions lymphatiques
intrapulmonaires ou hilaires (T1-2, N1, M0) ou tumeur plus avancée mais sans atteinte
ganglionnaire (T3-4, NO, MO0).

e Stade IIl : Tumeur avec implication plus étendue des ganglions lymphatiques
médiastinaux ipsilatéraux ou sous-carénaires (T1-4, N2, MO0) ou ganglions
controlatéraux ou supra claviculaires (T1-4, N3, M0).

« Stade IV : Présence de métastases a distance (T1-4, NO-3, M1a-c).

M1ia-b Mic

N2
Tout N Tout N

1A
1A

1A

1A

A B

A B

Figure 6 : 8¢me classification TNM du cancer du poumon [23].

Cette stadification est essentielle, déterminant le pronostic des patients et orientant la prise en
charge thérapeutique, pouvant allant de la chirurgie curative pour les stades précoces a la
radiothérapie ou aux thérapies systémiques exclusives pour les stades plus avances.
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Le pronostic peut ainsi varier fortement entre les différents stades précédemment définis allant
a plus de 75% de survie a 5 ans pour les stades | opérés mais chutant a moins de 30% pour les
stades localement avancés pourtant non-métastatiques au diagnostic (figure 7).

- ~65-75% - ~50-70%" - ~30-45%

-+ Stagell - Stage HEA -

Figure 7 : Taux de survie globale a 5 ans par stade pour les patients opérés d’un CBNPC.
D’apres Herbst (ASCO23).

La résécabilité se discute ainsi lors de RCP avec des recommandations émanant notamment de

la NCCN (National Comprehensive Cancer Network®) comme illustré ci-dessous (figure 8)
[24].
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Figure 8 : Evaluation de la résécabilité d’un CBNPC selon le stade avec intégration d’un potentiel
traitement systémique dans une démarche a prétention curative. D’aprés Herbst (ASCO23).

Plus récemment, les traitements systémiques ont démontré des bénéfices en termes de survie
sans récidive et méme de survie globale pour certains d’entre eux. C’est notamment le cas pour

I’immunothérapie qui s’impose dans la plupart des stades, y compris non-metastatiques de
CBNPC.

Il. Grands principes de prise en charge du CBNPC
La prise en charge des cancers bronchiques non-a petites cellules s‘articule autour de plusieurs

axes clés, incluant la recherche d'addictions oncogéniques (si indiqué), I'évaluation des contre-

indications a l'immunothérapie et la prise en compte du niveau dexpression de PD-L1
(Programmed Death Ligand 1).

23



1. Recherche d'addictions oncogéniques

La premiere étape consiste en la recherche d'addictions oncogéniques (comme décrit
précedemment), processus essentiel dans la gestion des adénocarcinomes pulmonaires. Cette
démarche vise a identifier des mutations ou altérations somatiques de I’ADN tumoral qui
peuvent étre ciblées par des thérapies ciblées. Dans le cadre des adénocarcinomes pulmonaires,
plusieurs mutations telles que EGFR, ALK, ROS1, et BRAF sont a rechercher. Ces
investigations sont également pertinentes pour les carcinomes épidermoides, particulierement
chez les patients ayant un faible tabagisme. La détection d'une addiction oncogéenique permet
la proposition de thérapies ciblées, qui peuvent significativement améliorer les résultats
cliniques et la qualité de vie des patients. Nous ne détaillerons pas plus ces situations
d’addictions oncogéniques, étant le plus souvent exclusives d’un bénéfice a I’immunothérapie
[25].

2. Evaluation des contre-indications & I'immunothérapie

En I’absence d’addiction oncogénique ciblable, la proposition d’une immunothérapie doit étre
considérée. Toutefois, cette décision doit reposer sur une évaluation rigoureuse des potentielles
contre-indications a I'immunothérapie. Plusieurs facteurs sont ainsi pris en compte [26] dont :

o Comorbidités : Les patients ayant subi une greffe d'organe ou recevant une corticothérapie
systétmique a haute dose présentent des risques accrus de complications sous
immunothérapie. La présence d’une pathologie dysimmunitaire est également une
potentielle contre-indication.

o Ageavancé : Les patients 4gés peuvent avoir une tolérance réduite a la combinaison chimio-
immunothérapie, nécessitant une évaluation attentive de leur état général et de leurs
capacités fonctionnelles.

o FEtat général : L'état de performance du patient, souvent évalué par l'indice de performance
ECOG, est crucial pour déterminer l'aptitude a recevoir une immunothérapie.

3. Options thérapeutiques selon le niveau d'expression du PD-L1

L'expression de PD-L1 sur les cellules tumorales est un biomarqueur essentiel pour orienter les
choix thérapeutiques. 11 s’agit d’une molécule le plus souvent membranaire potentiellement
exprimée par les cellules tumorales et pouvant avoir comme conséquences un échappement
immunitaire. Il a été démontré dans le CBNPC des bénéfices proportionnels au niveau
d’expression de ce biomarqueur qui sont détaillés dans une section ultérieure de ce manuscrit.
Le niveau d'expression de PD-L1 est évalué par immunohistochimie, et les options de
traitement varient en fonction du pourcentage d'expression :

11.2.1 Expression de PD-L1 > 50%

Pour les patients dont les tumeurs expriment PD-L1 a un niveau égal ou supérieur a 50% de
cellules tumorales, I'immunothérapie seule est une option. Les options incluent des inhibiteurs
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de points de contrdle immunitaire tels que le Pembrolizumab, le Cemiplimab ou
I'Atezolizumab. Ces agents ont démontré des bénéfices significatifs en termes de survie globale
et de survie sans progression dans cette population de patients.

11.2.2 Expression de PD-L1 < 50%

Lorsque I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales est inférieure a 50%, des
combinaisons de chimiothérapie et d'immunothérapie, avec le Pembrolizumab par exemple,
peuvent  étre  envisagées  pour  potentialiser les effets  thérapeutiques.

La prise en charge des cancers bronchiques non a petites cellules repose ainsi sur une
classification précise des patients basée sur des criteres de biologie moléculaire et
immunologiques. La recherche d'addictions oncogéniques permet l'identification de cibles
thérapeutiques spécifiques, tandis que I'évaluation des contre-indications & I'immunothérapie et
le niveau d'expression de PD-L1 orientent les choix de traitements par chimiothérapie et/ou
immunothérapie. Cette approche de plus en plus personnalisée vise a optimiser la prise en
charge thérapeutique tout en minimisant les risques de toxicité, dans I’optique de mieux
identifier les patients pouvant tirer bénéfice de chaque stratégie disponible (figure 9).

—_> Selon profil de résistance

Chimiothérapie
- Rechalienge

1
Comorbidités, |

age, PS, CTC |

Pembrolizumab
Cemiplimab
Atezolizumab

Cl a I'immunothérapie ?

I<--I |

Expression PDL1 (TPS)

Docetaxel
Rechallenge

Figure 9 : Synthése des facteurs a prendre en compte pour adapter la prise en charge d’un patient
porteur d’'une CBNPC de stade V.

Il convient désormais de détailler les modalités d’action de I’immunothérapie tant d’un point
de vue clinique que biologique pour en identifier les avantages mais aussi d’éventuelles limites.

4. Efficacité de I'immunothérapie dans le traitement du CBNPC

Apreés avoir développé les mécanismes connus de résistance d’un point de vue biologique, nous
nous proposons ici de détailler D’efficacité actuellement observée en clinique avec
I’immunothérapie dans différentes conditions, incluant les stades métastatiques, localement
avancés et désormais précoces.
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4.1. Stades meétastatiques

Comme décrit précédemment, les patients porteurs d’'un CBNPC & un stade métastatique
peuvent bénéficier d’une immunothérapie seule en cas de PD-L1 fortement exprimé par les
cellules tumorales (= 50%) voire combiné a une chimiothérapie, quel que soit le PD-L1 et ce
en I’absence de contre-indication a I’immunothérapie.

4.1.1. 10 seule en lére ligne métastatique

L’immunothérapie seule est une option en routine clinique dés lors que la tumeur présente un
PD-L1 > 50%, ce qui est observé en population générale dans environ 30% des cas. Cela repose
sur des données d’essais randomisés de phase 3 (tableau 1), qui établissent des taux de réponse
pour I’immunothérapie autour de 40%, des médianes de survie sans progression et de survie
globale respectives autour de 8 et 25 mois avec une réduction du risque de déces de 40%.

Essai PD-L1 10 (vs CT) PFS OS HR (0S)
I0vsCT) | d0vsCT) [IC95]

Keynote 024 PD-L1>50% | Pembrolizumab | 7.7 vs 5.5 30.0 vs 14.2 0.63

[27,28] [0.47-0.86]
IMPower 110 | TC3 ou IC3 Atezolizumab 82vs5 20.2 vs 14.7 0.59

[29] [0.40-0.89]
Empower- PD-L1>50% | Cemiplimab 8.1vs5.3 26.1vs 13.3 0.57

Lung 1 [30] [0.46-0.71]

Tableau 1 : Données d’activités cliniques de I'immunothérapie en 1°© ligne,
en cas d’expression de PD-L1 > 50%.

4.1.2. CT-10 en lere ligne métastatique

Une autre option, indépendamment de 1’expression du PD-L1 est la combinaison d’une
chimiothérapie (adaptée au sous-type histologique) avec une immunothérapie anti-PD-1. Dans
le cadre du CBNPC et a la date de rédaction de ce manuscrit, seule les combinaisons de
chimiothérapies associées au Pembrolizumab sont disponibles en France (tableau 2).

Essai I0+CT PFS oS HR (0OS)
(I0O+CT vs CT) (IO+CT vs CT) [IC95]

Keynote Pembrolizumab 8.0vs5.1 172 vs 11.6 0,71

407 [31] + Platine + (nab)Paclitaxel [0,59-0,85]

Keynote Pembrolizumab 9vs4.9 22.0vs 10.6 0.60

189 [32] + Platine + Pemetrexed [0.50-0.72]

IMPower Atezolizumab 6.3vs 5.6 142 vs 13.5 0.88

131 [33] + Platine + (nab)Paclitaxel [0.73-1.05]

IMPower Atezolizumab 7.6 vs 5.2 18.1 vs 13.6 0.81

132 [34] + Platinet+ Pemetrexed [0.64-1.03]

Orient-11 Sintilimab 9.2vs 5.0 242 vs 16.8 0.65

[35] + Platine + Pemetrexed [0.50-0.85]

Orient -12 | Sintilimab 5.5vs4.9 NR 0.57

[36] + Platine + Gemcitabine [0.51-0.91]

Tableau 2 : Données d’activités cliniques de I'immunothérapie en 1°© ligne,
indépendamment de 1’expression de PD-L1.
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Des données négatives étaient quant a elles observées pour les combinaisons a base
d’Atezolizumab.

4.2. Stades localement avancés

Dans des stades localement avancés, toute la discussion lors de la réunion de concertation
pluridisciplinaire porte sur la résécabilité tumorale. En cas de non-résécabilité et/ou non-
opérabilité, il est alors proposé un traitement multimodal par radio-chimiothérapie, de fagon
concomitante ou séquentielle. L’ immunothérapie est actuellement proposée dans ce cadre, a
I’issue de la radio-chimiothérapie en cas de CBNPC non-progressif, sur la base des données de
I’essai de phase 3 PACIFIC [37], confirmé par les données de vrai vie de PACIFIC-R [38].

Historiqguement, la prise en charge standard pour les patients atteints de CBNPC de stade Il
inopérable aprés radio chimiothérapie (CRT) consistait en une simple surveillance, ce qui était
associe a une survie globale médiocre. Les tentatives d'amélioration de la survie par I'ajout de
chimiothérapie de consolidation, l'utilisation d'autres agents anticancéreux systémiques en
consolidation, ou l'augmentation de la dose de radiothérapie n‘ont pas montré de bénéfice
clinique significatif. Dans 1’étude PACIFIC, les patients étaient randomisés (2 :1) pour recevoir
du Durvalumab (10 mg/kg V) ou un placebo, administré toutes les deux semaines en
consolidation jusqu'a 12 mois ou progression voire toxicité. Les résultats mis a jour montrent
une amélioration importante de la survie globale (HR de 0,72 ; 1C a 95 %, 0,59 a 0,89 ; médiane
de 47,5 mois vs 29,1 mois) ainsi qu'un bénéfice en termes de survie sans progression durable
avec une réduction par un facteur 2 du risque de récidive (HR de 0,55 ; IC a 95 %, 0,45 a 0,68
; médiane de 16,9 mois vs 5,6 mois) (figure 10). Les taux de survie globale estimés a 5 ans pour
le Durvalumab et le placebo étaient respectivement de 42,9 % (IC a 95 %, 38,2 a 47,4) contre
33,4 % (IC & 95 %, 27,3 2 39,6).

No. of Events/ Median 0S8
Arm Total No. of Patients (%)  {95% Cl), Months
Durvalumat 264/476 (55.5) 47.5 (38.1 10 52.9)
1.0 4R, 83.1% Placebo 155/237 (65.4) 29.1(22.110 35.1)
0.9 My, (95% €1, 79.4 10 88.2 Stratified HR (95% Cl): 0.72 (0.59 to 0.89)
0.8 \\\.\ T 66.3% Stratified HR from the primary analysis (95% Cl): 0.68 (0.53 to 0.87)**
E 0.7 1 ‘?\ﬁ‘h‘\_‘ " TN 56.7% 11
- - \ — [ J10 b
0 4 74.6% ey ! R T it 49.7%
© 08 {68.5 10 79.7) i B R 15.0 10 54 42
S 054 ' T ' T ——— (38.2 10 47.4)
= i 56.3% i L i ST T
2 04 ! (48.6 to 61.4) i —f N
(%) H 1 43.6% : P ety -
o 0.3 4 H : (37.11049.9) 36.3% 5 L H-HH o
0.2 4 , ' N {30.1 10 42.6) 33.4%
’ ' ' ' 1 (27.3 10 39.6)
1
0.1 1 i i " ' i
) ! ] 1 1
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013 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75

Time Since Random Assignment (months)

No. at risk:
Durvalumab 476 464 431 414 385 364 343 319 298 289 273 264 252 241 236 227 218 207 196 183 134 N 0 18 2 0
Placebo 237 220 199 179 171 156 143 133 123 116 107 99 97 93 91 83 78 77 74 72 56 33 %6 7 2 0

Figure 10 : Données de survie globale (OS) actualisées a 5 ans d’aprés 1I’étude PACIFIC [37].
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4.3. Stades précoces

Plus récemment, il a été rapporté de nombreuses données concordantes sur le bénéfice apporté
par I’immunothérapie dans les CBNPC, y compris a des stades précoces et opérables.
Historiquement, les premiéres données publiées avec modification d’un changement de
pratique reposent sur 1’étude randomisée de phase 3 CHECKMATE-816. Cette étude
randomisait des patients opérable pour un CBNPC de stade Ib a IIIA pour recevoir en
néoadjuvant soit 3 cycles de chimiothérapie seule (groupe controle) soit 3 cycles de
chimiothérapie associée au Nivolumab (bras expérimental) [39]. Les résultats se sont averés
positifs sur les co-critéres de jugement principaux avec une réponse pathologie compléte de
24% (contre 2.2% dans le groupe chimiothérapie) et une médiane de survie sans événement de
43,8 mois (HR de 0,66 ; IC a 95 %, 0,49 a 0,90) [40].
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Figure 11 : Principaux résultats positifs démontrant un bénéfice de la chimio-immunothérapie
en péri-opératoire.

Plusieurs essais ont d’ailleurs évalué I’intérét d’une immunothérapie seule dans le contexte
néoadjuvant, sans bénéfice démontré suffisant a ce jour (figure 11). Tout comme pour la
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CHECKMATE-816, les essais de phase 3 ont été nombreux a démontrer des bénéfices pour la
combinaison chimiothérapie et immunothérapie en néoadjuvant voire en péri-opératoire,
combinant alors des cures d’immunothérapie en néoadjuvant et adjuvant [41] et [42].

5. PD-L1 comme biomarqueur de réponse a I’immunothérapie

Comme illustré par les indications conditionnées a I’expression du PD-L1 en 1% ligne, le PD-
L1 est un marqueur prédictif de bénéfice a I’immunothérapie. Cependant, ce biomarqueur reste
actuellement imparfait. En effet, si on rappelle les taux de réponse sous immunothérapie dans
cette population de patient sélectionnée par un PD-L1 > 50%, les taux de réponse n’excédent
pas 50%, certes permettant pour 50% des patients de tirer bénéfice d’un traitement sans
chimiothérapie mais exposant tout de méme 1’autre moitié de ces patients a un traitement restant
sans réel bénéfice clinique au prix d’une potentielle toxicité. Le taux d’expression du PD-L1
reste toutefois un marqueur pertinent en clinique et sa place est bien établie dans I’algorithme
thérapeutique de nos patients. En témoigne la capacité de prédiction de bénéfice du PD-L1 qui
s’améliore nettement a mesure que ce marqueur augmente (figure 12). 1l est ainsi rapporté des
résultats bien meilleurs pour les patients porteurs d’une tumeur exprimant le PD-L1 a des
niveaux tres élevés, en comparaison a des niveaux relativement inférieurs [41].

~m- Cemiplimab PD-L1 <50% or unknown —&— Cemiplimab PD-L1 >60% to <90%
#— Chemotherapy PD-L1 <50% or unknown Cemiplimab PD-L1 =50% overall mean
- Chemotherapy PD-L1 =50% - Cemiplimab PD-L1 290%
Cemiplimab PD-L1 =50% to =60%

Percentage change from baseline in the
diameter of target tumour measurement (LOCF)

3
Eay

X
3
X
X
X
~vd X

T T T T
15 18 21 24

Time (months)

Figure 12 : Efficacité¢ du Cemiplimab selon le taux d’expression du PD-L1 dans une population de
patients sélectionnés sur le PD-L1 (d’apres [41])

Ces constats nous aménent donc a la problématique de réussir tout d’abord a mieux identifier
les patients qui peuvent tirer bénéfice d’une immunothérapie pour éviter 1’exposition a une
molécule potentiellement inefficace et vectrice de toxicité. L’ identification de tel biomarqueur
pourrait également concourir a une meilleure compréhension des mécanismes qui sous-tendent
ces résistances pour soit les anticiper soit les reverser, ceci s’inscrivant dans une démarche de
médecine personnalisée.
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I11.Principes de I'immunothérapie et mécanismes d'action

La réponse immunitaire repose sur deux grands principes. Il faut tout d’abord considérer
I’ensemble des acteurs impliqués dans la réponse immunitaire de fagon transversale avec toutes
les interrelations envisageables entre la tumeur et son hote. Mais il faut aussi considérer les
variations de ces acteurs, potentiellement différents cette fois-ci au cours du temps et de
I’exposition a une immunothérapie.

1. Les étapes cles de la réponse immunitaire antitumorale

Pour qu'une réponse immunitaire antitumorale aboutisse a la destruction efficace des cellules
cancereuses, un ensemble d'événements successifs doit étre initié, événements qui doivent
également pouvoir se répéter dans le temps. Ces étapes forment ce que I'on appelle le cycle de
I'immunité antitumorale [43]. Dans la premiere étape, les néo-antigénes créés par I'oncogenése
sont libérés et capturés par les cellules dendritiques (DC) pour étre traités. Pour qu'une réponse
des cellules T anticancéreuses soit générée, cette étape doit s’accompagner de signaux activant
lI'immunité, au risque d’induire une tolérance périphérique aux antigenes tumoraux. Ces signaux
immunogenes peuvent inclure des cytokines pro-inflammatoires et des facteurs libérés par les
cellules tumorales et/ou le microbiote.

Puis, les DC présentent les antigénes capturés sur les molécules du CMH de classe | et du CMH
de classe 11 aux cellules T, ce qui entraine I’initiation (« priming ») et I'activation des cellules
T effectrices contre les néo-antigénes spécifiques du cancer, ou contre lesquels la tolérance
centrale a eté incompléte. La nature de la réponse immunitaire est déterminée a ce stade, avec
un équilibre critique entre le ratio des cellules T effectrices et des cellules T régulatrices. Enfin,
les cellules T effectrices activées doivent se diriger vers la tumeur, infiltrer le lit tumoral,
reconnaitre et se lier spécifiguement aux cellules cancereuses via l'interaction entre le récepteur
des cellules T (TCR) et son antigéne correspondant lié au CMH 1, pour tuer leur cellule cible.
La destruction de la cellule cancéreuse libére de nouveaux antigenes associés a la tumeur,
pouvant ainsi augmenter et entretenir la réponse dans les cycles ultérieurs (figure 13).
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Figure 13 : Le cycle de I'immunité antitumorale (d’apres [43])

A chaque étape de ce cycle (figure 14), différents acteurs moléculaires sont impliqués dont les
principaux sont représentés ci-dessous.
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Figure 14 : Le cycle de I'immunité antitumorale et ses principaux facteurs stimulants et inhibiteurs
(d’apres [44])
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Plusieurs stratégies antitumorales basées sur la réaction immunitaire ont été développées et sont
désormais disponibles en routine clinique. Cependant, les molécules ciblant 1’interaction PD-
L1/PD-1 sont nettement prépondérantes a ce jour. C’est ce que nous allons détailler ici.

2. Voies de signalisation du PD-L1

Le paradigme actuel du blocage des points de contr6le immunitaires est basé sur le fait que le
ligand PD-L1 est exprimé a la surface des cellules cancéreuses ou immunitaires, avec pour
principale conséquence I’inhibition des lymphocytes T CD8+ antitumoraux exprimant le PD-1
(Programmed Death 1) [45]. Cependant, les multiples variations de signalisation de PD-L1 au
sein des cellules tumorales s’étendent au-dela de la signalisation cellulaire tumoral en
considérant également I’expression et les conséquences du PD-L1 par les cellules immunitaires.
Ainsi, I’expression du PD-L1 a la surface d’une cellule tumorale peut par exemple altérer la
signalisation dans les cellules tumorales adjacentes ou non tumorales. Spécifiquement, de tels
signaux incluent I'engagement canonique du PD-L1 membranaire avec les cellules
immunitaires exprimant PD-1. Les cellules cancéreuses adjacentes peuvent également exprimer
PD-1 [46], mais aussi des récepteurs membranaires du PD-L1 moins connu comme par exemple
CD80 (également désigné par B7-1) [47] ou certaines intégrines [48]. L’expression par une
cellule du PD-L1 modifie également sa biologie et voies de signalisation [45]. L’activation de
la voie de signalisation dite intrinseque PD-1/PD-L1 dans les cellules tumorales a pour
principales conséquences I’inhibition de STAT3, ce qui réduit la sensibilité aux interférons [49],
augmente la prolifération tumorale [50] et la suppression de I'apoptose médiée par FAS-FASL
[51]. Il est d’ailleurs important de noter que le PD-L1 ne semble pas avoir les mémes propriétés
biologiques selon sa localisation membranaire ou nucléaire : le PD-L1 nucléaire peut augmenter
I'expression du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 dans diverses lignées
cellulaires [52], influencant la reconnaissance immunitaire spécifique des antigenes.

PD-L1 régule également la réponse aux dommages de I'ADN, ce qui pourrait affecter
I'immunogénicité tumorale et la resistance aux traitements [53]. Les anticorps anti-PD-L1,
congus pour interrompre la liaison PD-L1/PD-1 a la surface cellulaire, peuvent ainsi modifier
la prolifération des cellules cancéreuses et leur sensibilité aux interférons. Ces effets parfois
antagonistes soulignent la nécessité de mieux comprendre et cibler les signaux pathologiques
de PD-L1 pour améliorer I'efficacité des immunothérapies et surmonter certaines résistances
aux traitements actuels.

3. Principaux facteurs de résistance primaire a I’immunothérapie

Malgré les résultats sans précédent liés a 1’immunothérapie dans le cancer bronchique, un
pourcentage élevé de tumeur ne répond pas au traitement ou rechutent apres une période de
réponse, définissant en clinique une résistance dite primaire ou secondaire. Cela implique des
mécanismes de résistance qu'il est nécessaire de comprendre afin de les anticiper et de
développer des stratégies pour les surmonter.

Le cycle de I'immunité antitumorale ne fonctionne pas systématiquement de maniére optimale
et ce a différentes étapes critiques. Les antigénes tumoraux peuvent ne pas étre détectés, les DC
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et les cellules T peuvent traiter les antigenes comme émanant de 1’h6te plutét que comme des
néo-antigénes, créant ainsi des réponses cellulaires T de type régulatrices plutdt que des
réponses effectrices. Les cellules T peuvent ne pas se diriger correctement vers les tumeurs,
étant empéchées d'infiltrer la tumeur, ou des facteurs dans le microenvironnement tumoral
(MET) peuvent supprimer les cellules effectrices produites. Nous nous proposons de détailler
ici les principaux facteurs connus, associés a une réponse immunitaire antitumorale. Ces
facteurs proposés a ce jour sont multiples tels que la quantité des néo-antigénes tumoraux
produits, l'infiltration des cellules T effectrices dans le MET, la modulation épigénétique, la
signature transcriptionnelle, I'épuisement des cellules T et le microbiome.

3.1. Charge Mutationnelle Tumorale (TMB)

Un biomarqueur proposé pour prédire la réponse aux thérapies anti-PD-1 est la charge
mutationnelle tumorale, qui reflete le nombre total de mutations par région codante du génome
tumoral. L'efficacité du blocage PD-1/PD-L1 est corrélée avec la charge mutationnelle
tumorale : les tumeurs avec des charges mutationnelles élevées sont décrites comme avec une
plus grande quantité de néo-antigénes et donc un profil intrinseque plus immunogene (figure
15) [54]. En comparaison avec d’autres tumeurs solides, les CBNPC sont avec un potentiel
immunogenes sur ce critére et sont corrélées a un taux de réponse objective élevé, une survie
sans progression prolongeée et un bénéfice durable apres un traitement par inhibiteurs de PD-1
[55].
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Figure 15 : Taux de réponses aux anti-PD-1 selon la charge mutationnelle tumorale par type
histologique de cancer (d’apres [55]).

D’un point de vue clinique, ce marqueur reste cependant relativement décevant dans les essais
randomisés prospectifs [56,57] sans intégration a ce jour en pratique clinique.
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3.2. Infiltration des Cellules T Effectrices

La réponse au blocage PD-1/PD-L1 dépend fortement de plusieurs mécanismes altérant
I'infiltration des cellules T effectrices dans le microenvironnement tumoral (MET), pouvant
aboutir a I'inaccessibilité des cellules T au sein de la tumeur. Ainsi, le nombre et la diversité
des cellules T tumorales spécifiques préalablement activées, ainsi que l'infiltration des cellules
T (TIL) effectrices dans le MET sont essentiels. Une corrélation a été observée entre la densité
des TIL et la survie dans le cancer du poumon. Des niveaux élevés d'infiltration de lymphocytes
T CD8+, CD3+ et CD4+ dans le MET ont montré une meilleure survie globale chez les patients
atteints de cancer du poumon [58].

Trois immunophénotypes sont ainsi rapportés en fonction de la distribution spatiale des cellules
T CD8+ dans le MET [59]. La cartographie de ces immunophénotypes par approche
transcriptomique et/ou immunohistochimie (IHC) révele les voies moléculaires associées a ces
phénotypes. Les tumeurs dites inflammées sont principalement associées a la signalisation
IFNy, avec des caractéristiques propres, telles qu'une forte expression de PD-L1 tumoral, la
présence de TILs, de cellules B et une présentation antigénique conservée. Les tumeurs excluant
les cellules immunitaires de leur MET sont quant a elle définies par I’activation de la
signalisation TGFp, la présence de cellules suppressives dérivées de la lignée myéloide
(MDSC). Enfin, les tumeurs désertiques sur le plan immunitaire sont dépourvues d'infiltration
de cellules T et présentent principalement des caractéristiques neuroendocrines ou des cellules
tumorales hautement prolifératives avec un métabolisme accru des acides gras. La signalisation
Whnt/B-caténine est également associée a ces tumeurs. Les tumeurs excluant les cellules
immunitaires et désertique sont toutes deux associees a une faible expression du CMH de classe
I, probablement en raison de la réduction de I'influence de la signalisation IFNy dans le milieu
tumoral (figure 16). Les signaux néo antigéniques, fournis par la charge mutationnelle tumorale
ou les rétrovirus endogenes, ont une prévalence variée au sein de ces trois phénotypes.
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Figure 16 : Illustration du continuum tumoral immunitaire (d’aprées [59]).
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3.3. Altérations des voies de signalisation cellulaire

Des perturbations des voies de signalisation cellulaire sont également associées a une
diminution de sensibilité aux immunothérapies. Sont par exemple décrites les altérations des
voies de signalisation PTEN, MAPK, PI3K, WNT/B-caténine, STING et IFN-y, ainsi qu'une
expression constitutive de PD-L1 par les cellules cancéreuses.

3.3.1. Altération de la voie de PTEN

Les mutations du géne PTEN activent le réseau de signalisation de la phosphoinositide 3-kinase
(PI3K), ce qui entraine de nombreux changements phénotypiques tumoraux caractéristiques.
Cependant, les effets principaux de ce gene sur I'oncogenése via le contrble de la voie PI3K—
AKT-mTOR ne sont peut-étre pas la seule maniere par laquelle PTEN influence la progression
tumorale [60]. Il a ainsi eété démontré une régulation par PTEN du réseau d'interférons
antiviraux, modifiant ainsi la maniére dont les cellules cancéreuses communiquent avec les
cellules immunitaires et sont potentiellement ciblées par ces derniéres [61]. Un MET actif,
infiltré par des cellules T, est crucial pour le succeés de I'immunothérapie, et ceci est également
influencé par les mutations dans les voies de réparation des dommages de I'ADN. Etant donné
que PTEN joue un réle dans le maintien de I'intégrité génomique, il est probable que la perte
de PTEN affecte la réponse immunitaire a deux niveaux différents et pourrait donc étre impliqué
dans les échecs de réponses a I'immunothérapie.

3.3.2. Alteration de la voie de I"'TFNy

L'TFNy est une cytokine qui joue des roles essentiels dans I'homéostasie tissulaire, les réponses
immunitaires et inflammatoires, mais aussi dans la surveillance immunitaire antitumorale [62].
La signalisation par le récepteur de I'lFNy active la voie Janus kinase (JAK) - signal transducer
and activator of transcription 1 (STAT1), induisant des fonctions effectrices immunitaires clés
(figure 17) [63].
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Figure 17 : Voie de signalisation de I’'TFNy (d’aprés [62]).

35



Les fonctions majeures de 1'IFNy (encadrés rouges ci-dessous) incluent des effets directs sur les
cellules tumorales pour supprimer la prolifération et augmenter la présentation des antigenes
(figure 18). Cependant, I'IFNy a également des effets inhibiteurs par rétrocontrdle (encadrés
bleus) pouvant atténuer I'immunité antitumorale.
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Figure 18 : Principaux effets liés a I'IFNy et aux inhibiteurs de checkpoint immunitaire dans les
cellules tumorales et cellules dendritiques (d’apres [62]).

L'TFNy joue ainsi un r6le crucial dans I'efficacité du blocage des points de controle immunitaires
[62]. Les molécules anti-PD-1/PD-L1 bloquent l'interaction entre ligands PD-L1, CD80 et
CD86 exprimes sur les cellules tumorales, les macrophages associés aux tumeurs (TAM) et les
cellules dendritiques (DC) et leurs récepteurs inhibiteurs correspondants, PD-1 et I'antigene 4
des lymphocytes T cytotoxiques (CTLA4) exprimés sur les cellules T effectrices infiltrant la
tumeur (y compris les lymphocytes T cytotoxiques). Cela induit ainsi l'augmentation de la
fonction des cellules T (en raison de la diminution de la signalisation inhibitrice qui réverse leur
état d'épuisement) et l'augmentation de la production intra tumorale d'IFNy, probablement au
moins en partie par les cellules T.

3.4. Modulation épigénétique

Les mécanismes épigénétiques comprennent des modifications réversibles dans le génome sans
modification des séquences d'acides nucléiques. Les mécanismes épigénétiques incluent la
méthylation de I'ADN, les modifications des histones, le remodelage des nucléosomes et les
altérations de I'expression des ARN non codants. Ces altérations épigénétiques produisent une
expression anormale des génes associés aux tumeurs. Certaines de ces altérations épigénétiques
ont été associées a l'efficacité de I'immunothérapie in vivo et in vitro [64]. Par exemple, un role
jusqu'alors méconnu des enzymes épigénétiques émerge dans I'établissement et le maintien des
populations de cellules T de type souches, qui sont des médiateurs essentiels de la réponse aux
ICI [65].

36



4. Facteurs connus de résistance secondaires a I’immunothérapie

L’ensemble des mécanismes de résistance a I’immunothérapie précédemment décrits sont
principalement impliqués dans la résistance primaire. La littérature, bien que non consensuelle
sur sa définition, individualise également la resistance secondaire (figure 19) [66,67]. Nous
détaillons les principaux mécanismes de résistance qui semblent impliqués dans ce cadre.
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Figure 19 : Principaux mécanismes impliqués différentiellement ou conjointement dans les résistance
dites primaires ou secondaires a I’immunothérapie (d’aprés [66])

4.1. Modification d’expression de PD-L1

La surexpression de PD-L1 existe souvent dans le MET, ainsi que dans les cellules
immunitaires, stromales et tumorales, et est souvent induite par les cytokines inflammatoires.
Dans la résistance immunitaire acquise, une altération de la signalisation de 1‘IFN-y peut induire
une expression trés élevée de PD-L1 au moment de la résistance, ce qui souligne lI'importance
d'autres facteurs dans l'absence de réponse aux ICI [68]. La résistance aux ICI pourrait
s'expliquer en partie par un mécanisme d’échappement intrinseque des cellules, ou PD-L1
inhiberait la signalisation médiée par IFN, protégeant ainsi les cellules tumorales de I'effet
cytotoxique de I'IFN [49].

4.2. Epuisement des Cellules T
Les cellules T jouent un réle clé dans la fonction antitumorale. Elles peuvent cependant ne pas

étre complétement efficaces car une partie d'entre elles entre dans un état dysfonctionnel appelé
épuisement lymphocytaire [69]. Dans des conditions physiologiques, les cellules T
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reconnaissent et réagissent spécifiguement aux antigenes tumoraux a travers leurs récepteurs T
(TCR). Lors du priming des cellules T intra-tumoraux, I'équilibre entre la costimulation et la
co-inhibition determine le degré d'activation des cellules T et la réponse immunitaire qui s’en
suit. Les cellules T CD8+ naives (Tn) peuvent se différencier le long d'un spectre d'états
d'épuisement, associés a une capacité fonctionnelle et proliférative déclinante, allant des
cellules T précurseurs épuisées ressemblant a des cellules T souches (TPEX) [70] aux cellules
T définitivement épuisées (TEX) qui peuvent également subir une mort cellulaire causée par
une surstimulation. En présence continue d'antigénes tumoraux, I'expression du facteur de
transcription TCF1 diminue tandis que celle des facteurs de transcription de la famille TOX
augmente dans les cellules T. Par conséquent, I'expression des marqueurs d'épuisement (comme
PD-1, TIM3, LAG3 et CD39) augmente, la fonction effectrice diminue, et la cellule T subit une
dysfonction métabolique. Cependant, la vitesse a laquelle une cellule T individuelle devient
épuisée dépend du contexte ; les divers facteurs intrinséques et extrinséques des cellules T qui
modulent ce processus incluent la charge antigénique (tumorale dans notre contexte), la
concentration d'oxygene dans les tissus, la composition immunitaire et la sensibilité des cellules
cibles a la cytotoxicité médiée par les cellules T.

L'état d'épuisement des cellules T est donc caractérisé par une hypo fonctionnalité, elle-méme
associee a une efficacité réduite des inhibiteurs de points de contréle immunitaire ou des
thérapies cellulaires adoptives (figure 20). Les caractéristiques moléculaires de cet épuisement
des cellules T sont liées a des clonotypes de TCR réactifs aux tumeurs, capable de prédire les
bénéfices de 'immunothérapie. L'efficacité de I’'immunothérapie dépend ainsi en partie de la
capacité d’expansion périphérique lymphocytaire et de I’infiltration tumorale des cellules
CDB8+ précurseurs epuisées [71]. Le programme d'épuisement des cellules T est initialement un
processus benéfique, ayant pour réle de protéger les cellules CD8+ de la mort cellulaire associée
a une surstimulation. Ainsi, I'interruption de ce programme pourrait in fine nuire a la persistance
des cellules réactives antitumorale avec de potentiels résultats paradoxaux [72]. Pour atténuer
I'épuisement des cellules T sans interrompre ce programme, il est possible d'optimiser les
récepteurs et les voies de signalisation en aval, d'affiner les états transcriptionnels et
épigénétiques, et de surmonter la dysfonction métabolique, améliorant ainsi l'efficacité des
thérapies cellulaires modifiées [69].
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Figure 20 : Instauration de cellules T €puisées dans les tumeurs solides persistantes (d’aprés [69])
4.3. Modification du profil génomique

Il a été publié par Ricciuti et al. une évaluation basée sur des techniques de multiplexage et
séquencage, comparant des biopsies tumorales appariées avant et apres traitement par
immunothérapie [73]. Ces biopsies provenaient de patients atteints de CBNPC et ayant
développé une résistance acquise aux ICI. Des profils génomiques complets et une
caractérisation immunophénotypique ont ainsi été effectués sur des échantillons de 82 patients
atteints de CBNPC, et les résultats ont été comparés a une cohorte témoin de patients traités par
chimiothérapie (n = 32) ou TKI (n = 89). Des mutations de résistance ont été identifiées dans
27,8 % des cas traités par immunothérapie, incluant des mutations acquises avec perte de
fonction dans STK11, B2M (beta-2- microglobuline), APC, MTOR, KEAPL1 et JAK1/2 (figure
21). Ces altérations acquises semblent d’ailleurs spécifiques car non observées dans les groupes
témoins. L'immunophénotypage des échantillons appariés avant et apres IClI a montré des
diminutions significatives des TIL, des cellules T CD3e+ et CD8a+, et de I'engagement PD-
L1-PD-1, ainsi qu'une augmentation de la distance entre les cellules tumorales et les cellules T
CD8+PD-1+. Il existait également eu une diminution significative de I'expression du HLA de
classe | dans la cohorte traitée par immunothérapie au moment de ’acquisition de résistance
par rapport aux cohortes de chimiothérapie (P = .005) et de thérapie ciblée (P = .01). Ces
résultats soulignent I'hétérogénéité génomique et immunophénotypique de la résistance aux
immunothérapies dans le CBNPC.

39



Immunotherapy + Chemotherapy (N = 79)

A Ghos) B2M svaRcad

9%) (6.3%)
630 " (63%) nr1/2
5.1%) APC
(3.8%)

CDKN2A/B
(3.8%)
PIK3CA
(3.8%)
MAP3K1
(2.5%)
MAP2K4

Identified
(27.8%)

None identified
(72.2%)

JAK2

D kras MYC
(3.8%) "»59<\

B2M
STK11
L 177%)

)

SMARCA4

-~ (17.7%)
KEAP1
—(16.5%)
-
10.1%)
' CDKN2A/B

(10.1%)

9%)

\ S vak1 17:6%)

AR \ S nEr/2(6:3%)

(1.3%) APC e
(3.8%)

Identified
(49.4%)

None identified
(50.6%)

€D274/PDCDILG2
(1.3%) NF1/2 CDKN2A/B
25%)  (8.9%)

Acquired Mutations

Chemotherapy Only (N = 30)

None identified

(100%)

Acquired CNAs

E NF1/2
(10.0%) raxw7

\  (100%)

Identified
(30%)

None identified
(70%)

W Amplification
Heterozygous loss

W Homozygous loss

CDKN2A/B

CD274/PDCDILG2
7 (67%)

JAK2
-~ (67%)

Targeted Therapy Only (N = 89)

Cc

Identified
(32.6%)

PIK3CA
(7.8%)
'

KRAS
_ 33%)

~_ BRAF
(2.2%)
= smaRcad

1.1%)

None identified
(63.4%)

mMOM2 mve
F (3.4%) (2.25%) KRAS
Z:2%) (1.1%)

EGFR / COKN2AB
(3.4%) — (19.1%)
SMARCA4
o (16.8%)
= B2M
" (15.7%)
STK11
‘ (16.8%)
KEAP1
- (15.7%)

CD274PDCDILG2
—  (146%)

PTEN
’ —(14.6%)

JAK2

Identified
(51.6%)

None identified
(48.4%)

, — (14.6%)
O — raxwr
(11.2%)

\ % NF1/2

APC (8.9%)
JAK1 (7 8%)

CDKN2A/B
(4.5%)

(12.4%)

Figure 21 : Graphiques illustrant le taux de mutations acquises au moment de la résistance a (A)
I’'immunothérapie (anti-PD-(L)1) +/- chimiothérapie, (B) la chimiothérapie seule, et (C) thérapie ciblée
(chez des patients avec addiction oncogénique) chez des patients atteints de CBNPC. D'autres
graphiques illustrent le taux d'altérations du nombre de copies (CNA) acquises lors de la résistance a
(D) I'immunothérapie (anti-PD-(L)1) +/- chimiothérapie, (E) la chimiothérapie seule, et (F) thérapie
ciblée (chez des patients avec addiction oncogénique). Les étiquettes des altérations génomiques
identifiées uniquement dans la cohorte de thérapies basées sur PD-(L)1 sont en orange ; (d’aprés [73])

En conclusion, les mécanismes de resistances actuellement identifiés a I’immunothérapie
semblent différents lorsqu’une résistance est observée d’emblée ou acquise [66]. Les
mécanismes de résistances apparaissent également comme pouvant étre intrinséques aux
cellules tumorales avec des connaissances émergentes sur des composantes extrinséques
reposant sur le MET [74]. Ces mémes mécanismes peuvent étre combinés de fagon synergique
mais aussi se succéder voire se cumuler au cours du temps (figure 22), ce qui devra étre pris en
compte lors du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a surmonter cette

résistance [75].
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Figure 22 : Potentiel synergisme des mécanismes de résistance a I’immunothérapie (d’apres [73]).

Différents mécanismes de résistance peuvent converger et se potentialiser. Ainsi, les tumeurs
« immuno-désertiques » montrent une tolérance ou un manque de priming des cellules T. Les
tumeurs « immuno-exclues » peuvent échapper aux facteurs stromaux en raison de barrieres
mécaniques, de facteurs vasculaires ou d'un profil cytokinique immunosuppresseur. Nous
n’avons jusqu’a présent pris en compte que les facteurs liés a la tumeur et au MET mais des
parametres dépendant de I'néte influencent également la résistance au traitement incluent les
facteurs endocriniens, métaboliques, environnementaux (dysbiose, consommation
d'antibiotiques ou de stéroides) et personnels (age, maladie chronique ou susceptibilité
génétique).

Des recherches supplémentaires, disséquant I'nétérogénéité intra tumorale et de I'héte, sont
nécessaires pour apporter des réponses concernant la réponse a I'immunothérapie et développer
des traitements plus efficaces pour le cancer du poumon. Ces explications illustrent la
complexité et la diversité des mécanismes de résistance a lI'immunothérapie dans le cancer du
poumon, ce qui souligne la nécessité de stratégies thérapeutiques adaptées et combinées pour
surmonter ces résistances et améliorer I'efficacité des traitements.

IV. La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et cancer bronchique
1. Définition de la TEM

La transition épithéliale-mésenchymateuse (TEM) est un processus biologique au cours duquel
les cellules d’origine épithéliales acquiérent des phénotypes et des comportements
mésenchymateux suite a la répression des caractéristiques épithéliales [76]. La TEM est
déclenchée en réponse a des signaux que les cellules recoivent de leur microenvironnement.
L'état épithélial des cellules ou débute la TEM se caractérise par des jonctions cellulaires
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intercellulaires stables, une polarité apico-basale et des interactions avec la membrane basale.
Au cours de la TEM, des modifications transcriptionnelles et des mécanismes de régulation
post-traductionnelle conduisent a la répression de ces caractéristiques épithéliales et a
l'acquisition de caractéristiques mesenchymateuses. Les cellules adoptent alors une
morphologie fusiforme, ainsi qu'une capacité de migration accrue, associée des propriétés
invasives décuplées.

Un paradigme central dans le développement de ce domaine de recherche est que la TEM est
active a la fois dans les tissus normaux lors du développement et de la cicatrisation, mais
également comme mécanisme essentiel dans la pathogenéese du cancer et de la fibrose. Le point
de départ commun des divers types de TEM est la répression de certaines caractéristiques du
phénotype épithélial. Cependant, il est désormais reconnu que les programmes de TEM ne
fonctionnent pas comme des interrupteurs binaires qui font passer les cellules d’un état
entierement épithélial a un état entierement mésenchymateux. Il demeure incertain si des états
phénotypiques discrets sont disposés le long du spectre phénotypique épithélio-
mésenchymateux ou s'il existe plutdt un continuum de ces états sans limites distinctes et
définies. Il n'est pas non plus évident que ces états intermédiaires représentent des états stables
dans des contextes biologiques spécifiques. Un continuum d'états intermédiaires de TEM
pourrait permettre une polarisation rapide entre les cellules possédant difféerentes combinaisons
de ces caractéristiques, caractérisant ce processus d’une grande plasticité phénotypique. De
plus, il est possible que les états phénotypiques entre les extrémités entierement épithéliales et
entierement mésenchymateuses ne soient pas disposés le long d'un spectre linéaire, et que
plusieurs voies alternatives puissent permettre a une cellule épithéliale de progresser vers un
état mésenchymateux. Enfin, il est rapporté que les cellules activant les programmes de TEM
dans les tissus matures sous des conditions pathologiques expriment majoritairement des
combinaisons de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux, et ne complétent que rarement
I'ensemble du programme de TEM, suggérant que les TEM partielles pourraient représenter la
norme plutét que I'exception (figure 23).
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Figure 23 : Illustration des différents états partiels et extrémes de transition épithélio-

mésenchymateuse (d’apres [76]).

La TEM a été initialement décrite par Greenburg et Hay, qui ont démontré que le
microenvironnement pouvait avoir des effets sur la morphologie et les capacités de migration
des cellules épithéliales en culture [77]. Les premieres preuves de TEM in vivo proviennent de
I’embryogénése et de la biologie du développement [78]. Lors de la gastrulation, la TEM
favorise la genération de cellules mésenchymateuses du mésoderme naissant a partir de
I'épiblaste. De plus, la TEM est activée dans les cellules de la créte neurale et augmente leur
capacité migratoire, leur permettant de se disperser vers plusieurs sites a travers I'embryon en

développement.

Chez l'adulte, les programmes de TEM sont également importants pour la régénération
tissulaire et la réparation observee lors de la cicatrisation des plaies [79]. Au cours de ces
processus, les cellules épithéliales normalement non-motiles subissent une TEM pour migrer a
travers le site de la plaie, proliférer, puis revenir a I'état épithélial pour restaurer I'intégrité de la

barriéere épithéliale.
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Le troisiéme contexte impliquant une TEM est celui du processus tumoral développé ci-
dessous.

2. TEM dans le processus métastatique

Dans le contexte de la pathogenese du cancer, il est devenu évident que les cellules néoplasiques
dans les carcinomes a un stade précoce sont dans un état semblable a I'épithélium et, & mesure
que la progression tumorale progresse, acquiérent progressivement des caractéristiques plus
mésenchymateuses. Les données actuelles sont désormais nombreuses et suffisantes pour
supporter la TEM comme mécanismes rencontrés dans la quasi-totalité des cancers solides et
impliqués de la progression tumorale [80].

Les conséquences de la TEM sont nombreuses mais ce processus est régulierement associé a
un état proche d’un phénotype qualifié de cellule souche cancéreuse [81] et d’une résistance a
diverses thérapeutiques [82]. La progression métastatique est également associée a un processus
de TEM [83]. La progression métastatique est généralement décrite comme comprenant la
séquence suivante (figure 24). La premiére étape, dite d’invasion, nécessite que les cellules
tumorales épithéliales desserrent leurs jonctions intercellulaires pour devenir mobiles (étape 1)
et qu'elles dégradent la membrane basale et la matrice extracellulaire. La rupture de ces
barriéres physiques permet aux cellules de migrer et d'envahir les tissus adjacents (étape 2).
L'étape suivante est appelée « intravasation », au cours de laquelle les cellules tumorales
traversent la lame endothéliale, pénétrent dans les vaisseaux sanguins ou lymphatiques et
entrent ainsi dans la circulation systémique (étape 3). Seul un petit nombre des cellules
néoplasiques libérées semble capable de survivre aux forces de cisaillement rencontrées dans
la circulation et a lI'anoikis (mort cellulaire programmée qui se produit lorsque les cellules se
détachent de la matrice extracellulaire environnante) provoquée par la perte d'ancrage a la
matrice extracellulaire solide. Finalement, certaines cellules survivantes peuvent s‘arréter et
extravaser a travers I'endothélium capillaire des organes distants (extravasation) (étape 4). Dans
le nouvel environnement stromal gu'ils rencontrent, une sous-population encore plus réduite
réussit a s'établir (étape 5) et a proliférer (métastases) en tumeurs secondaires (étape 6).
L'activation de la TEM confere ainsi aux cellules tumorales la capacité de migrer, d'envahir,
d'intravaser et dextravaser. Une fois arrivées dans les organes distants, ces cellules
mésenchymateuses reviennent a un programme épithélial plus prononcée via la transition
mésenchymo-épithéliale afin de retrouver leur capacité de prolifération.
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Figure 24 : Implication de la TEM dans les différentes étapes de la progression métastatique
(d’apres [76]).

3. Acteursde laTEM

La TEM est un processus cellulaire dont le programme biologique est complexe mais dont les
acteurs principaux ainsi que leurs voies de signalisations sont désormais bien identifies.

4. Les principales voies de signalisations impliquées dans la TEM

La TEM peut étre induite par plusieurs voies de signalisation intracellulaires qui sont activées
lorsque les cellules épithéliales rencontrent des signaux spécifiques émis par les cellules de leur
microenvironnement stromal (figure 25). La liaison des ligands a leurs récepteurs spécifiques
exprimés par les cellules épithéliales, qu’elles soient normales ou néoplasiques, déclenche des
cascades de signalisation intracellulaire qui convergent finalement vers l'activation du
programme de TEM. Ces mémes voies sont capables d’interagir pour activer de maniere
collaborative le programme de TEM. Ces cascades et leurs signaux activateurs peuvent étre
impliquées différentiellement selon le contexte de réparation tissulaire, de cancérogénése ou de
fibrose.
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Figure 25 : Principales voies de signalisation participant au programme de TEM (d’apreés [80]).

Ainsi, plusieurs voies de signalisation intracellulaires cooperent pour induire I'expression des
facteurs de transcription inducteurs de la TEM qui sont ZEB (1 et 2), SNAIL (1 et 2) et TWIST.
Ces facteurs de transcription agissent ensuite de maniére pléiotropique pour favoriser la
transition vers un phénotype mésenchymateux. Dans le contexte des cellules non néoplasiques,
les voies de signalisation du facteur de croissance TGFf, de WNT et de NOTCH sont activéees
préférentiellement lors du développement embryonnaire et de la cicatrisation des plaies. La
TEM induite par TGFp et WNT favorise la cicatrisation des plaies mais aussi la fibrose.

La voie canonique WNT est activée par la liaison des ligands WNT canoniques aux récepteurs
membranaires de la famille Frizzled. Cela entraine la libération de la caténine-  du complexe
GSK3p (glycogen synthase kinase-3p) -AXIN-APC (protéine de polypose adénomateuse
colique). La caténine- B se transloque ensuite dans le noyau, ou elle se lie aux facteurs de
transcription TCF (T cell factor) et LEF (lymphoid enhancer-binding factor) pour activer les
génes qui induisent le programme de TEM.

La voie NOTCH est quant a elle activée par la liaison des ligands de la famille Delta-like ou
Jagged au récepteur NOTCH. Cette liaison déclenche une série d'événements de clivage
protéolytique qui aboutissent a la libération du domaine intracellulaire actif du récepteur
NOTCH (NOTCH-ICD), qui entre dans le noyau pour fonctionner comme un coactivateur
transcriptionnel.

La liaison des protéines TGFP aux récepteurs de la famille TGFf entraine la phosphorylation
des récepteurs et l'activation des complexes SMAD, qui activent le programme de TEM. Les
protéines SMAD interagissent également avec [3-caténine et NOTCH-ICD expliquant les fortes
interactions entre les voies médiées par TGFB, WNT et NOTCH. La voie TGFp collabore
également avec la voie PI3K-AKT, qui a son tour déclenche I'activation du complexe mTOR et
du facteur nucléaire NF-«xB, la voie p38 MAPK et I'axe de signalisation RAS-RAF-MEK-ERK.
Ces voies sont également activées par la liaison de facteurs de croissance a leurs récepteurs
respectifs. De plus, la liaison de plusieurs cytokines a leurs récepteurs déclenche la
phosphorylation et I'activation des kinases Janus (JAKS) et des protéines de signalisation et
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d'activation des transcriptions (STATS) ; les diméres de STAT activent ensuite la transcription
de genes codant pour les facteurs de transcription de la TEM.

5. VIM, comme marqueur canonique de TEM

Les cellules cancéreuses exploitent la TEM pour acquérir la capacité de migrer, de résister aux
agents thérapeutiques et d'échapper au systeme immunitaire. La vimentine est une protéine de
57 kDa largement exprimée et hautement conservée parmi les protéines de la famille des
filaments intermédiaires de type Ill. L’expression de vimentine est observée dans divers types
cellulaires, notamment les cellules de Sertoli, les cellules précurseurs neuronales, les
fibroblastes, les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, les cellules tubulaires rénales,
les macrophages, certains leucocytes et autres cellules stromales. La TEM se caractérise par
I'expression des filaments intermédiaires de vimentine dans les cellules épithéliales, qui, en
temps normal, n'expriment que des filaments intermédiaires de kératine. Inversement, au cours
de la transition mésenchymo-épithéliale, les cellules reprennent un phénotype épithélial et
montrent une diminution de I'expression de la vimentine associée a une motilité réduite [80].

En tant que protéine du cytosquelette, les filaments de vimentine soutiennent l'intégrité
mécanique de la machinerie cellulaire migratoire, la modulation des plaques adhésions focales
et I'attachement extracellulaire. En tant que structure viscoélastique, la vimentine confére aux
cellules et a leurs organites une capacité de résistance au stress mécanique et un support flexible.
De plus, au cours de la TEM, la vimentine module les facteurs de transcription tels que Snail,
Slug, Twist et ZEB1/2, ainsi que les principaux facteurs épigénétiques de TEM [84]. De plus,
la vimentine est capable de réprimer la différenciation cellulaire et augmenter leur potentiel
pluripotent en induisant des genes associés a l'auto-renouvellement, augmentant ainsi la
capacité des cellules souches cancéreuses a se propager au sein de la tumeur et a résister aux
traitements. Plusieurs mutations faux-sens et décalantes rapportées dans le géne de la vimentine
pourraient également contribuer a la dissémination métastatique [85].

L'expression accrue de vimentine a ainsi été rapportée dans plusieurs lignées cellulaires
tumorales et tissus, incluant le cancer de la prostate, le cancer du sein, le cancer de I'endomeétre,
les tumeurs du systéme nerveux central, le melanome et les cancers digestifs, tels que les
cancers du pancreas, du cdlon et du foie [80].

Concernant le systéeme respiratoire, la vimentine est exprimée dans I'épithélium bronchique du
feetus et diminue avec 1'age au cours du développement, tandis que dans I'épithélium bronchique
mature, son expression est principalement restreinte aux cellules basales. Dans les cancers
bronchiques, la vimentine a été détectée dans les différents sous-types histologiques de CBNPC
(figure 26). Notre équipe a précedemment démontré une expression accrue de vimentine dans
les CBNPC faiblement différenciés [86]. La méme publication rapportait également un risque
de rechute apres une chirurgie pour les patients opérés d’'un CBNPC exprimant la vimentine.
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Figure 26 : Représentation d’un programme de TEM avec ses principaux marqueurs selon le
phénotype cellulaire (d’apres [80]).

A ce jour, il n’existe cependant pas de traitement ayant démontré une efficacité en clinique et
ciblant la vimentine [87]. Cela restreint la vimentine a un marqueur de TEM sans offrir une
cible thérapeutique et justifie donc I’étude de co-marqueurs potentiellement ciblables.

6. AXL, comme co-marqueur de TEM et cible d’intérét

La superfamille des récepteurs TAM, composée de TYRO3, AXL et MERTK, joue un rdle
essentiel dans le maintien de I'noméostasie tissulaire et immunitaire. Des dysfonctionnements
dans le signalement des récepteurs TAM ont été associés a diverses maladies incluant cancer,
la fibrose et les infections. La dysrégulation des récepteurs de la famille des TAM sont décrites
comme favorisant la croissance et la dissémination tumorale [88].

Par exemple, les récepteurs TAM sont impliqués dans la TEM, le maintien du phénotype des
cellules souches, la modulation immunitaire, la prolifération, I'angiogenése et la résistance aux
thérapies conventionnelles et ciblées. D'un point de vue thérapeutique, plusieurs inhibiteurs des
récepteurs TAM sont en cours de développement en phase préclinique et clinique, ceux ciblant
AXL étant les plus aboutis a ce jour.

6.1. Structure moléculaire de AXL

De maniere similaire a de nombreux autres récepteurs tyrosine kinases mi(RTK),
transmembranaires les réecepteurs TAM possedent un domaine extracellulaire composé de deux
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domaines immunoglobulines essentiels a la liaison des ligands, suivis de deux répétitions de
type fibronectine 111 [89]. Le domaine kinase intracellulaire est hautement conserveé entre les
trois récepteurs, tous caractérisés par une séquence KWIAIES unique a cette famille de RTK.

6.2. Voies de signalisation médiées par AXL

Les récepteurs TAM sont activés par la protéine GAS6 (growth arrest-specific 6) et la protéine
S1 dépendante de la vitamine K (PROS1) (figure 27). Les trois récepteurs AXL, MERTK et
TYRO3, interagissent avec leurs ligands sous forme de diméres. Les ligands forment également
des dimeres et se lient aux domaines amino-terminaux de type immunoglobuline des récepteurs,
qui sont connectés a deux domaines de type fibronectine Ill. Les domaines kinases
intracellulaires des trois membres de la famille TAM partagent une homologie de séquence
étroite et possedent des sites d'autophosphorylation tout au long du domaine. Une coupure
enzymatique peut se produire a proximité de la membrane cellulaire pour libérer des formes
solubles des récepteurs TAM.
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Figure 27 : Principaux ligands et récepteurs de la famille de TAM (d’aprés [90]).

La protéine GASG6, d'une taille de 75 kDa, se lie aux trois récepteurs TAM, avec une affinité de
liaison la plus forte envers AXL, suivie de TYROS3 et une affinité la plus faible pour MERTK.
L'expression d'AXL est régulée au niveau transcriptionnel en réponse a des stimuli externes.
Par exemple, dans des conditions d'hypoxie, les cellules cancéreuses stabilisent les facteurs de
transcription inductibles par I'nypoxie 1 et 2 (HIF1 et HIF2) pour activer AXL et favoriser
I'adaptation a une faible concentration en oxygene. En revanche, STAT1 régule 'ARNm d'AXL
en aval de la signalisation TLR. Ainsi, différents stress peuvent réguler AXL.
L'autophosphorylation des domaines catalytiques des récepteurs TAM favorise ensuite la
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liaison a la sous-unité p85 de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), aux membres de la
famille SRC et a la protéine liée au récepteur du facteur de croissance 2 (GRB2), conduisant a
I'activation de la voie de signalisation MEK-ERK.

6.3. AXL dans le CBNPC

La dysrégulation de l'expression d'/AXL a été observée dans divers cancers d'origines
histologiques variées comme le mélanome, différents cancers du tractus digestifs, les néoplasies
ORL ou encore le cancer du sein [91]. L’expression d’AXL a également été rapportée au niveau
thoracique dans le mésothéliome [92] mais aussi dans le CBNPC. Dans le CBNPC, il a par
exemple été rapporté qu’une expression de AXL dans plus de 25% des cellules tumorales
étaient associées a un stade plus avancé dans des tumeurs opeérées de stade précoce [93]. Dans
une autre étude portant également sur des CBNPC de stade précoces, 1’expression d’AXL
évaluée cette fois par H-score était prédictive d’un risque de rechute [94]. Au stade métastatique
avec mutation de ’EGFR, I’expression d’AXL a pu étre décrit cette fois-Ci comme mecanisme
de résistance au ITKs anti-EGFR [95,96].

En dépit d’une surexpression fréquente d'AXL dans de nombreux types tumoraux, les mutations
génétiques et les événements d'amplification sont relativement rares. Les mutations, fusions
et/ou amplifications d’AXL ne sont en effet retrouvées que dans 3 % des cas de cancer du sein,
de carcinome épidermoide ORL ou de CBNPC [97].

AXL facilite également la TEM. En effet, la signalisation intrinseque d'AXL régule
positivement les facteurs de transcription nécessaires a la TEM, notamment TWIST, ZEB1,
ZEB2 et SLUG, et favorise également I'expression de N-cadhérine ainsi que la diminution de
I'E-cadhérine pour faciliter la TEM ce qui a été rapporté dans le cancer du sein [98] ou encore
dans le CBNPC [99]. De plus, AXL peut faciliter I'activation d'autres voies oncogéniques clés,
telles que celles stimulées par MET, Src et Ras, ayant comme potentielle conséquence indirecte
une induction de TEM.

6.4. AXL comme cible thérapeutique

A la suite de leur activation, les récepteurs TAM renforcent la prolifération des cellules
cancéreuses, la survie des cellules tumorales et la formation tout comme la dissémination de
métastase (figure 28). lls stimulent également I'angiogenése et contribuent a la suppression
immunitaire. Sur le plan des inhibiteurs des TAM, on en distingue deux catégories : La premiere
inclut des molécules de type ITK telles que le Crizotinib, le Sunitinib et le Bemcentinib, qui
ciblent directement le domaine kinase des récepteurs TAM, inhibant ainsi leur activité kinase
sans qu’ils ne soient spécifique des RTKs TAM. La seconde catégorie, représentée par des
agents tels que le Tilvestamab, le Mipasetamab uzopritine et le Batiraxcept, perturbe la liaison
récepteur—ligand par une interaction de type anticorps blogquant plus spécifique [90].
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Figure 28 : Récepteurs de la famille TAM et leurs principaux inhibiteurs de type ITK
ou anticorps bloquant (d’apres [90]).

7. Roéle de la TEM et AXL dans la réponse a I'immunothérapie

Les possibilités d’implication de la TEM dans la réponse immunitaire sont intrinsequement
nombreuses. Dans ce manuscrit, il a par exemple déa été discuté 1’interrelation entre
I’expression du PD-L1 et la voie des intégrines, elles-mémes tres liées a la TEM. 1l a également
été observé dans les carcinomes bronchiques pléomorphes, entité histologique illustrant la
TEM, des niveaux de PD-L1 plus élevés que dans d’autres sous-types histologiques. Nous
avons également pu observer que les tumeurs ayant un immunophénotypes excluant les cellules
immunitaires de leur MET présentaient une activation de la voie du TGFp, connu pour étre
I’inducteur principal de la TEM.

De plus, notre équipe a précédemment évalué dans le CBNPC de stade précoce, I'expression de
PD-L1 et la TEM [100]. Parmi 188 patients ayant subi une résection chirurgicale pour un
CBNPC, 127 adénocarcinomes et 61 carcinomes épidermoides ont été marques pour
I'expression de PD-L1 et de la vimentine. La survie globale a été comparée en fonction des
statuts de PD-L1 et de la vimentine, a la fois séparément et conjointement, dans les bases de
données du Tumor Cancer Genome Atlas. Des expressions élevees de PD—L1 et de vimentine
étaient fortement associées (OR = 4,682, p < 0,0001). Cette co-expression se produisaient
préférentiellement dans les tumeurs avec invasion des ganglions lymphatiques (p = 0,033). PD—
L1 était significativement associé a des caractéristiques de TEM. De plus, les CBNPC
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présentant a la fois des expressions élevées de PD-L1 et de vimentine étaient significativement
associes a une survie globale plus courte (p = 0,019). Une co-expression plus élevée de la
vimentine et du PD-L1 permettait d'identifier les patients avec un pronostic défavorable.

Lorsque la TEM est induite dans les cellules carcinomateuses par les composants cellulaires du
stroma, les cellules néoplasiques résultantes quasi-mésenchymateuses peuvent modifier la
présence et activités de divers types cellulaires du MET (figure 29). Différents sous-types de
cellules immunitaires innées et adaptatives peuvent ainsi influencer la progression tumorale.
Certaines de ces cellules, telles que les lymphocytes T cytotoxiques CD8+, les cellules Natural
Killer (NK) et les macrophages M1 activés, ont des fonctions antitumorales. Cependant, ces
cellules immunitaires aux propriété antitumorales sont souvent submergées par diverses
cellules immunitaires agissant de maniere opposée : les cellules T régulatrices
immunosuppressives (cellules Treg), les macrophages M2 alternativement activés et les cellules
suppressives myeloides (MDSC), qui suppriment directement les fonctions antitumorales des
lymphocytes T et des cellules NK [101].

Epithelial * TGFB Mesenchymal
e TSP1
» CCL2
* LCN2

{ %Macrophage  {_% M2 macrophage Tolerogenic : ; §

©cCDs'Teell @7, cell dendritic cell

Figure 29 : Modification du microenvironnement immunitaire lors d’une TEM (d’apres [80]).

Argument supplémentaire dans I’implication de la TEM dans I’échappement immunitaire,
I’activation de la TEM induit une résistance accrue a I'élimination de ces mémes cellules par
les cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif. Ceci est par exemple rapporté dans le
mélanome : les cellules de mélanome exprimant SNAIL sécretent du TGFB et Ia
thrombospondine 1, favorisant la formation de cellules T régulatrices (Treg) tout en inhibant la
capacité de présentation antigénique des cellules dendritiques [102]. Ces cellules de mélanome
exprimant SNAIL sont également résistantes a lI'immunothérapie, et I'abolition de SNAIL
facilite la restauration de I'immunité antitumorale et la sensibilité a I'immunothérapie.

Ces effets immunosuppresseurs induits par la TEM ont également été observés dans d'autres
types de carcinomes. Par exemple, des cellules de carcinome mammaire en état épithélial
montrent une susceptibilité réduite a I’immunothérapie [103]. Les tumeurs épithéliales sont
infiltrées par de nombreux lymphocytes T cytotoxiques CD8+, tandis que les tumeurs
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mésenchymateuses contiennent des cellules Treg et des macrophages de type M2
immunosuppresseurs [104]. Les cellules carcinomateuses mésenchymateuses peuvent non
seulement recruter des cellules immunosuppressives vers les tumeurs primaires, mais
également protéger leurs homologues épithéliaux présents dans ces mémes tumeurs contre une
attaque immunitaire ultérieure.

Bien que ces études établissent clairement un lien entre le programme de la TEM et
I’échappement immunitaire, les mécanismes précis conférant aux cellules carcinomateuses
mésenchymateuses une résistance a l'attaque immunitaire restent encore incertains. Comme
mentionné précédemment, les cellules carcinomateuses subissant la TEM sécrétent de grandes
quantités de TGFp, connu pour ses effets immunosuppresseurs [105]. Le TGFp est nécessaire
a l'induction des cellules Treg et atténue les activités cytolytiques des cellules NK [106,107]. Il
est plausible que cette sécrétion de TGF[ associée a la TEM soit accompagnée de la sécrétion
d'une multitudes d’autres cytokines et chimiokines agissant de maniere autocrine ou paracrine
pour réguler les activités des cellules immunitaires présentes dans le MET. Par exemple, les
cellules de mélanome exprimant SNAIL sécretent la chimiokine CCL2, qui agit de maniére
autocrine pour déclencher la libération de la lipocaline 2 (LCN2). La CCL2 et la LCN2
coopeérent ensuite pour générer des cellules dendritiques régulatrices [108]. Celles-ci expriment
des niveaux faibles de molécules co-stimulatrices, nécessaires pour la présentation antigénique
aux cellules T, tout en exprimant des molécules immunosuppressives telles que le PD-L1, ce
qui entraine une atténuation de l'activité cytotoxique des lymphocytes T. De plus, SNAIL a
également été identifié pour activer directement la transcription d'autres cytokines et
chimiokines, y compris TNF et CCL5 [109].

En plus de déclencher la libération de cytokines et chimiokines immunorégulatrices, I'induction
de TEM atténue les activités cytolytiques des lymphocytes T CD8+ en induisant l'autophagie
[110]. De plus, l'activation du programme de TEM altére le processus de priming des
lymphocytes T [103]. D'autres mécanismes d'évasion immunitaire incluent l'altération de
I'affichage en surface cellulaire de marqueurs immunomodulateurs, permettant ainsi aux
cellules tumorales d'échapper a I'immunosurveillance. Par exemple, I'induction de TEM conduit
a une diminution de I'affichage en surface des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe | (CMH-I) et/ou des molécules HLA dans les mélanomes,
nécessaires pour la présentation des antigenes aux lymphocytes T [111]. Ainsi, en diminuant
I'expression de CMH-I, les cellules tumorales peuvent échapper aux fonctions cytolytiques des
lymphocytes T. L’ensemble de ces données suggere fortement une association entre la TEM et
I'altération de la présentation antigénique médiée par le CMH et/ou le HLA.

Concernant AXL, I’interrelation entre AXL et une résistance a 1I’immunothérapie semble
également importante. Il a par exemple été rapporté dans un modeéle ex vivo de plusieurs lignées
de cancer bronchiques humain que I'expression d’AXL induite par hypoxie était augmentée dans
les clones mésenchymateux [112]. L'expression d'’AXL dans les cellules tumorales était corrélée
a une résistance intrinseéque accrue des cellules cancéreuses a la destruction par les cellules NK
et les lymphocytes T cytotoxiques. Un TKI ciblant AXL a permis de restaurer une sensibilité
des cellules cancéreuses mesenchymateuses a la destruction médiée par les lymphocytes
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cytotoxiques. La restauration de la sensibilité immunitaire dépendante de AXL impliquait
I'activation de NF-xB, une augmentation de I'expression d'TCAMI et une régulation a la hausse
de l'expression de ULBP1 couplée a une inhibition de MAPK. Des résultats similaires étaient
observés dans un modele de cancer bronchique murin [113]. 1l y était notamment observé que
I'inhibition d’AXL induisait une modification du MET immunitaire, entrainant une
augmentation de la prolifération, de I'activation et de la fonction effectrice des cellules T CD4+
et CD8+ intra-tumoraux, possiblement a travers I'accumulation préférentielle et I'activation des
cellules dendritiques cross-présentatrices CD103+. De fagon intéressante, un autre modéle de
cancer bronchique résistant a 1I’immunothérapie avec mutation de STK11 démontrait la
restauration d’une sensibilité a I’immunothérapie aprés inhibition d’AXL [114].

D’un point de vue clinique, une seule étude clinique évaluant AXL est disponible & ce jour
concernant des patients traités par immunothérapie. L'expression tumorale d’ AXL a été évaluee
dans des carcinomes rénaux a cellules claires provenant de 316 patients métastatiques et traités
par Nivolumab dans le cadre de I'essai GETUG AFU 26 NIVOREN aprés échec d'une thérapie
anti angiogénique. Ces resultats montrent qu'un niveau élevé d'expression d'AXL dans les
cellules tumorales est associé a des taux de réponse inférieurs et a une tendance a une survie
sans progression plus courte apres le traitement par anti-PD-1 [115]. L'expression d’AXL était
fortement associee a I'expression tumorale de PD-L1. De plus, les patients ayant des tumeurs
présentant une expression concomitante de PD-L1 et une expression élevée d'/AXL avaient une
survie globale plus courte.
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OBJECTIFS DE RECHERCHE
I. Hypothéses de recherche et questions posées

Les hypothéses de cette these reposent donc sur le constat clinique d’une résistance primaire ou
secondaire a I’'immunothérapie et le double besoin d’identifier des biomarqueurs prédictifs
d’une résistance a I’immunothérapie voire des cibles thérapeutiques permettant d’optimiser les
stratégies thérapeutiques immuno-médiées. Basé sur la littérature et nos travaux préliminaires,
nous avons émis I’hypothése que la TEM pourrait étre un processus biologique témoignant
d’une moindre sensibilité aux traitements a base d’immunothérapie dans le CBNPC.

Il. Objectifs de I'étude

Notre travail comporte comme objectif principal d’affirmer ou infirmer la TEM comme
biomarqueur potentiel prédictif d’une réponse a I’immunothérapie. Les objectifs secondaires
sont quant a eux de rechercher les mécanismes par lesquels la TEM peut influer sur la réponse
immunitaire anti-cancéreuse, identifier les marqueurs de TEM les plus pertinents pour une
application en clinique et surtout d’identifier parmi eux une potentielle cible thérapeutique qui
pourrait permettre de restaurer une sensibilité, voire de prévenir une résistance a
I’immunothérapie.
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RESULTATS

I. Marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse associés a un profil
immunitaire dans le CBNPC localisé

1. Résumé

Le cancer du poumon non a petites cellules (CBNPC) reste un défi en oncologie, malgré les
avancées en immunothérapie. Actuellement, I'immunothérapie pour le CBNPC métastatique est
basée sur I'expression de PD-L1, un marqueur imparfait qui ne permet pas a tous les patients de
bénéficier du traitement. Récemment, l'immunothérapie combinée a la chimiothérapie a montré
des bénéfices pour les stades précoces et opérables du CBNPC, mais cette stratégie ne réussit
pas pour plus de 60 % des patients, et peut méme Etre dangereuse en cas de résistance tumorale.

La TEM, un processus conférant aux cellules ¢épithéliales des caractéristiques
mésenchymateuses, joue un role crucial dans la progression du cancer et I'évasion immunitaire.
L'identification de marqueurs de TEM liés a des profils immunitaires spécifiques est donc
essentielle. Vimentine (VIM) et AXL sont deux marqueurs mésenchymateux importants,
associés a la TEM, a I’invasion et a la progression tumorale. Des études ont montré une forte
interrelation entre VIM, AXL et PD-L1, suggérant que la TEM pourrait influencer 1'évasion
immunitaire.

Dans ce contexte, nous émettons I'hypothése que l'expression de AXL et/ou VIM dans le
CBNPC pourrait servir de substituts pour les signatures de TEM et étre utilisés comme
indicateurs prédictifs de résistance a I'immunothérapie anti-PD(L)1. Notre étude explore cette
association en utilisant trois bases de données indépendantes d'ARN de CBNPC a un stade
précoce, dont deux avec des cas de CBNPC réséqués chirurgicalement.

Les données d'expression génique de 120 lignées cellulaires de CBNPC ont été obtenues via
cBioPortal. Les données pour 564 adénocarcinomes pulmonaires (LUAD-TCGA) et 545
épidermoides pulmonaires (LUSC-TCGA) ont été téléchargées depuis TCGA, en incluant
uniquement les patients avec une confirmation pathologique de CBNPC, des informations
histologiques détaillées et des données complétes d'expression d'ARNm, excluant les tissus
normaux. Cela a abouti a 503 adénocarcinomes et 502 ¢épidermoides. Des informations
supplémentaires, telles que la charge mutationnelle tumorale (TMB) et le statut mutationnel,
ont été incluses lorsque disponibles.

Les listes de genes des chimiokines et des cytokines ont été téléchargées depuis ImmPort. Le
score d'inflammation a été calculé, bas¢ sur 1’expression de 27 geénes liés a l'inflammation
précédemment publiés. L'activation chronique de I'I[FNy a ¢été évaluée via le score TIDE. Les
points de contrdle immunitaires d'intérét, tels que LAG3, IDO1 et TIGIT, ont été sélectionnés
d'apres la littérature.

Les génes différentiellement exprimés ont été analysés avec 1'outil REACTOME, avec analyse
statistique pour identifier les voies enrichies.
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La signature IPRES et l'algorithme TIDE, qui évalue le potentiel d'évasion immunitaire basé
sur le profil d'expression génique de la tumeur ont permis d’évaluer la sensibilité a
I'immunothérapie. La signature TIDE combine plusieurs signatures liées a la réponse
immunitaire pour identifier les échantillons susceptibles de répondre a I'immunothérapie.

Les principales conclusions de I'étude sont les suivantes (Figure 30). Une signature de TEM de
62 geénes a été établie et validée pour distinguer les tumeurs épithéliales et mésenchymateuses
dans le CBNPC. Cette signature a identifi¢ des groupes de tumeurs avec des traits
mésenchymateux ou épithéliaux, les tumeurs mésenchymateuses présentant des niveaux élevés
d'expression des genes tels que VIM, AXL et ZEBI. Le score TEM, bas¢ sur cette signature, a
montré une forte capacité a prédire le statut TEM avec une AUC de 0.993.

Les tumeurs mésenchymateuses affichaient un profil immunitaire spécifique. Une analyse des
profils d'expression des chimiokines et cytokines a révélé que les tumeurs mésenchymateuses
présentaient des signatures immunitaires distinctes, notamment une implication significative de
la signalisation de I’IL-10. L'expression de plusieurs inhibiteurs de points de controle
immunitaires, y compris PD-L1, CTLA4, LAG3, TIGIT, et IDO1, était positivement corrélée
avec le phénotype mésenchymateux.

La co-expression de AXL et VIM distingue les sous-types TEM du NSCLC. Les tumeurs
coexprimant AXL et VIM présentaient des scores TEM plus €levés et étaient associées a une
moindre sensibilité a 'immunothérapie. Ces résultats suggerent que la co-expression de AXL
et VIM peut servir de marqueur pour prédire la réponse a I'immunothérapie, avec des tumeurs
AXLHe¥¢/VIM®®¥¢ montrant une résistance accrue. L'analyse TIDE et IPRES a confirmé que les
tumeurs AXL¥¢/VIM®¥¢ avaient une probabilité plus élevée de résistance immunitaire, avec
des scores prédictifs robustes.

Cette ¢tude met en évidence l'interaction complexe entre la TEM, 1'évasion immunitaire et la
réponse a I'immunothérapie dans le CBNPC. La co-expression d'AXL et de la vimentine est
cruciale en immunologie anti-cancéreuse, suggérant que des approches thérapeutiques
personnalisées ciblant les tumeurs mésenchymateuses pourraient en améliorer l'efficacité. Une
validation en condition clinique est nécessaire. La co-expression d'AXL et de la vimentine
prédit une mauvaise réponse a l'immunothérapie dans le CBNPC, pouvant potentiellement
guider les stratégies thérapeutiques.
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Abstract

Background: Immunotherapy has transformed NSCLC treatment, yet response variability
persists. Understanding factors influencing immunotherapy response, particularly
perioperatively, is crucial. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) correlates with tumor
invasiveness and immune resistance. This study examines EMT, focusing on AXL and vimentin
in NSCLC immune evasion.

Methods: Gene expression data from NSCLC cell lines, LUAD, and LUSC were analyzed.
EMT traits, AXL and vimentin co-expression, immune checkpoint inhibitor expression, and
sensitivity profiles were assessed.

Results: Analysis revealed distinct immune profiles between epithelial and mesenchymal
tumors, with notable cytokine and chemokine differences, including significant IL-10 signaling
crucial in immunotherapy response. Mesenchymal specimens showed altered immune
checkpoint inhibitor expression, suggesting immune evasion. AXL and vimentin co-expression
identified unique EMT subgroups, linked to elevated immune checkpoint inhibitor levels and
an immuno-suppressive microenvironment. AXL"#"/VIM"e" tumors consistently had reduced
immunotherapy sensitivity.

Conclusion: This study highlights the complex interplay between EMT, immune evasion, and
immunotherapy response in NSCLC. AXL and vimentin co-expression are crucial in cancer
immunology, suggesting tailored therapeutic approaches targeting mesenchymal tumors could
enhance efficacy. Validation through trials is necessary. AXL and vimentin co-expression
predicts poor immunotherapy response in NSCLC, guiding personalized treatment strategies
and improving outcomes.
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Introduction

Lung cancer, particularly non-small cell lung cancer (NSCLC), remains a challenge in
oncology. While advancements in immunotherapy have revolutionized cancer treatment,
including NSCLC, not all patients respond equally to these therapies [116]. Currently, the
prescription of immunotherapy, particularly in monotherapy for metastatic NSCLC, depends
on the expression of programmed death-ligand 1 (PD-L1) by tumor cells. Nevertheless, this
marker remains imperfect, and many patients do not experience benefits from immunotherapy
[117]. Very recently, immunotherapy has also revolutionized early and operable NSCLC stages.
Based on data from various studies, including Checkmate 816 [39], Keynote 671 [118], and
AEGAN [119], anti-PD(L)1 immune checkpoint inhibitors combined with chemotherapy offer
perioperative benefits, enhancing rates of pathological responses as well as event-free survival.
However, this strategy is not beneficial for all patients. Over 60% of them will not achieve a
major pathological response, which is a crucial predictive factor for postoperative survival
[120]. Even more dramatically, exposure to immunotherapy may escalate to become hazardous,
potentially fostering tumor progression in cases of tumor resistance, observed in 5 to 8% of
cases. Identifying markers/signatures that could predict immunotherapy response is thus crucial
for tailoring treatment strategies [121].

The phenomenon of epithelial-mesenchymal transition (EMT) has gained significant attention
in the context of cancer biology [122]. EMT is a complex process that provides epithelial cells
with mesenchymal characteristics associated with increased motility and invasiveness [123].
While EMT plays a vital role in embryonic development and tissue repair, its dysregulation has
been linked to cancer progression and immune evasion [124]. The clinical significance of EMT
has also been documented in many solid cancers, such as breast and prostate cancers [115,125—
127]. More particularly, recent findings have highlighted the intricate interplay between EMT
and the immune microenvironment. Establishing a potential link between EMT and the immune
response in NSCLC has emerged as a crucial focus in cancer research [128,129].

In this context, identifying reliable EMT markers linked to specific immune profiles and
immunotherapy response is of paramount importance. Vimentin (VIM), a type III intermediate
filament protein, is acknowledged as a prototypical mesenchymal marker and has extensively
been associated with EMT, increased tumor invasiveness, and progression [130]. AXL is a
receptor tyrosine kinase intricately linked to various cellular processes, including cell growth,
survival, and migration, [89,131]. AXL, which is both a target and a regulator of EMT
processes, is gaining major interest in basic and clinical cancer research. Previous studies have
not only demonstrated the prognostic significance of AXL [132] and VIM [86] in NSCLC but
have also uncovered a strong interrelationship between VIM or AXL and programmed cell
death ligand 1 (PD-L1) [100,133], suggesting a potential mechanism through which EMT may
influence tumor immune escape mechanisms. Additionally, it is worth noting that inhibitors
targeting AXL are currently under development [131,134]. Thus, AXL possesses the dual
advantage of characterizing a specific population and potentially offering a precise intervention
in clinically relevant scenarios. This dual role positions AXL as a promising candidate for
tailored therapeutic strategies.
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In the current clinical context, which is gradually integrating immunotherapy into the
perioperative management of early NSCLC but lacks predictive factors of efficiency, we
hypothesize that the examination of AXL and/or VIM expression in NSCLC tumors could serve
as surrogates for EMT signatures and could potentially be utilized as predictive indicators of
resistance to anti-PD(L)1 immunotherapy.

Our study investigates the association between EMT, AXL, and VIM expressions, and
mesenchymal signatures, exploring their potential relationship with tumor immune sensitivity.
The study is conducted across three independent published RNA databases of early-stage
NSCLC, including two with surgically resected NSCLC cases.

Materials and methods
NSCLC cell lines, Lung Adenocarcinoma, and Lung Squamous Cell Carcinoma datasets

Gene expression data for 120 NSCLC cell lines were obtained from the cBioPortal
(https://portal.gdc.cancer.gov/), excluding Large Cell Carcinoma (n = 18), Lung Carcinoid (n =
4), and other cell lines with insufficient histological subtype information. Transcript data for
Lung Adenocarcinoma (LUAD-TCGA; n = 564) and Lung Squamous Cell Carcinoma (LUSC-
TCGA; n = 545) were downloaded from The Cancer Genome Atlas (TCGA) along with
associated clinical and biological features, available at: https://portal.gdc.cancer.gov [135].
Patients were included based on the following criteria: a) pathologically confirmed NSCLC; b)
detailed histological subtype information available; and ¢) complete mRNA expression data.
Data from normal (non-tumoral) tissues were excluded. This resulted in the inclusion of 503
and 502 NSCLC patients with stage I-IV disease for LUAD-TCGA and LUSC-TCGA,
respectively. Additional data, such as Tumor Mutational Burden (TMB) and mutational status
for genes of interest, were downloaded when available.

Expression signatures of immune-related profiles

Chemokines and cytokines genes lists were downloaded from the open access platform :
https://www.immport.org/shared/genelists. and are provided in supplemental Table 1 [136].

The inflammation score was determined following the method described by Thompson e al.
[137]. This score was calculated by summing (unweighted) log2 z-scores for 27 inflammation-
related genes, which included CCL5, CD3D, CD8A, IDOI1, and STATTI.

Evaluation of chronic IFNy activation was derived from the TIDE score (as explained below).
The selection of immune checkpoints of interest was based on the existing literature and focused
on checkpoints that are currently of special interest in clinical practice, including LAG3, IDO1,
and TIGIT [138].

Functional enrichment analysis of the differentially expressed genes

The Differentially Expressed Genes (DEGs) were entered into the pathway browser and
analysis tool available from REACTOME (https://reactome.org/) [139]. A statistical test based
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on hypergeometric distribution was employed to determine whether specific Reactome
pathways were over-represented (enriched) in the submitted data. The analysis was filtered to
exclusively display results for the '"Homo sapiens' species. The generated figures provide a
comprehensive genome-wide overview of the pathway analysis results.

Prediction of sensitivity to immunotherapy

The Innate Anti-PD-1 Resistance (IPRES) signature was established by summing the log2 Z-
scores of 16 reported genes, as detailed in Supplemental Table 2 [140].

In order to predict immunotherapy sensitivity, we also employed the Tumor Immune
Dysfunction and Exclusion (TIDE) algorithm, accessible at https://tide.dfci.harvard.edu. This
computational framework assesses the potential for tumor immune escape based on the gene
expression profile of the tumor [141]. The gene panel list was downloaded and encoded using
https://syngoportal.org/convert.html (Supplemental Table 2) [142]. The TIDE signature
identifies samples with a high probability of response by amalgamating multiple independent
signatures related to immune response. These include signatures of T-cell-inflamed infiltration,
CD8 and cytotoxic T lymphocyte infiltration, tumor T-cell dysfunction, tumor T-cell exclusion,
Myeloid-Derived Suppressor Cells infiltration, Cancer-Associated Fibroblast infiltration,
Tumor-Associated Macrophages M2 infiltration, and chronic IFNy activation [143].

Statistics

Bars in scattergrams represent the median and each dot represents one sample. Classification
based on AXL and/or VIM expression (high or low) was determined using the median
expression values (i.e. RPKM). Categorical feature associations were assessed using the chi-
square test. The Normality of data distribution was confirmed using the Kolmogorov test. To
assess the significance between different conditions, quantitative data were analyzed using
parametric tests, such as the Student's t-test or ANOVA with Tukey's Honestly Significant
Difference (HSD) post-hoc tests for multiple subgroup comparisons where applicable (p < 0.05
was considered significant). The Spearman test was employed to examine linear correlations.
ROC (Receiver Operating Characteristic) curves were generated using logistic regression. DEG
analysis of chemokine and cytokine-related genes was performed using the Benjamini-
Hochberg procedure for post hoc corrections. The threshold for DEGs was set to |fold change|
> 1.2 and a p-value < 0.01. Waterfall plots of the TIDE scores were plotted to distinguish "non-
responders" and "responders," defined by a positive or negative TIDE score, respectively. For
data analysis and reformatting, XLSTAT software (version 2022.4.1, Addinsoft company, Paris,
France) was utilized.
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Results
Development and validation of an EMT signature in NSCLC

Initially, we sought to establish a valid EMT signature that could be used to distinguish
“epithelial” and “mesenchymal” tumors both in adenocarcinoma and squamous cell carcinoma
of the lung.

To evaluate the EMT characteristics of NSCLC tumors, we first utilized a 75-gene expression
signature associated with EMT in a previous study (GSE4824), which was derived from the
comparison of NSCLC cell lines [144]. One gene (TMEMB30) was excluded due to the
unavailability of mRNA expression data. To improve external validity, we also cross-
referenced this 74-gene-associated EMT signature with 2 other previously published EMT
signatures [145,146] expanding the list to 78 potentially relevant EMT -related genes, most of
the genes being similar between the 3 EMT signatures. Using cBioPortal [147], we generated
a heatmap that clustered NSCLC cell lines based on their mRNA profiles for these 78 EMT -
related genes, allowing the identification of mesenchymal and epithelial-like components (Fig
1A).

We then validated this 78 gene expression signature in 120 NSCLC cell lines and performed an
unsupervised clustering based on mRNA expression for each gene. This classification identified
two groups: one group of 48 NSCLC cell lines with mesenchymal traits (e.g. expressing ZEB1,
VIM, AXL, TGFB1) and another group of 72 NSCLC cell lines with epithelial features (e.g.
expressing CDH1, EPCAM, CDH3, DSP) (Fig 1A). We next identified 62 genes that were
significantly and systematically differentially expressed between these two EMT subgroups
(Fig 1B).

This restricted EMT signature of 62 genes was then used to construct an EMT score: we
calculated a log2 unweighted z-score by adding the mRNA expression counts of mesenchymal
genes (n = 7) and subtracting the sum of mRNA expression counts of epithelial genes (n = 55).
This EMT score was represented as a continuous value, specifically the log2 value of reads per
kilobase of transcript per million mapped reads (RPKM). Samples exhibiting higher EMT
scores, as calculated, were regarded as harbouring increased mesenchymal phenotypes. The list
of selected genes and their related EMT traits is provided in Supplemental Table 3. This resulted
in samples with higher EMT scores reflecting a mesenchymal phenotype. We then validated the
EMT score in this NSCLC cell line dataset (n = 120) observing that mesenchymal-like NSCLC
cell lines exhibited higher EMT scores than epithelial-like NSCLC cell lines (p < 0.0001, Fig
1C). The EMT score also demonstrated a high ability to predict EMT status (AUC 0.993,
Supplemental Fig 1).

The restricted EMT signature of 62 genes was then applied to 503 lung adenocarcinoma
(LUAD) and 502 lung squamous carcinoma (LUSC) RNA datasets from the TCGA. Similar
results were observed for both histological subtypes. Through unsupervised classification, the
restricted EMT signature differentiated epithelial- from mesenchymal-like tumors, the latter
expressing mesenchymal-related genes such as VIM, AXL, and ZEB1 (Supplemental Table 4).
Mesenchymal-like tumors in both LUAD and LUSC cohorts exhibited higher levels of EMT
scores as expected (p < 0.0001, Fig 1D, F) and, as evaluated by ROC curve analysis, the EMT
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score harbored a good ability to predict EMT status in both cases (Fig 1E, 1G, Supplemental
Fig 2).

Mesenchymal Tumors Harbor a Specific Immune Profile

To evaluate a potential relationship between EMT and immune resistance, we first delved into
the immune features distinguishing mesenchymal and epithelial tumors. As the response to
immunotherapy notably relies on the expression of chemokines and cytokines, with Interleukin-
10 (IL-10) playing a predominant role, we tested our EMT classification against these two
classes of molecules.

First, we conducted unsupervised clustering based solely on the expression of chemokines (n =
102) on the 503 LUAD and 502 LUSC samples from the TCGA, thereby clearly identifying
two groups. Interestingly, although the classification was performed independently of any genes
associated with EMT, we observed a strong association between the clusters defined by the
chemokine signature and the EMT subgroups (OR=2.670, p < 0.0001; OR=1.605, p = 0.008,
respectively) (data not shown). This reaffirmed that mesenchymal NSCLC specimens exhibit a
distinct immune profile. Next, we examined the signatures of chemokines and cytokines (n =
456) in relationship with the EMT score. In LUAD, 61 genes encoding chemokines were found
to be differentially expressed in epithelial versus mesenchymal-like tumors (Fig 2A). The
functional enrichment analysis for these 61 DEGs highlighted categories related to the immune
functions (p < 0.05) and, more specifically associated to cytokine signaling (Fig 2B). Focusing
on cytokines, 111 DEGs distinguished mesenchymal and epithelial LUAD tumors (Fig 2C;
Supplemental Table 5). The functional enrichment analysis of these 111 DEG revealed
significant involvement of IL-10 signaling, with 22 out of 86 genes related to this pathway
(ratio 0.006, FDR < 0.0001; Fig 2D; Supplemental Table 6).

We found similar results in LUSC with 54 DEG encoding chemokines enriched in the cytokine
signaling function (p < 0.05; Fig 2E-F). Focusing on cytokines, we identified 204 cytokine-
related genes that were dysregulated between mesenchymal and epithelial LUSC tumors
(Supplemental Table 7). Remarkably, functional enrichment analysis also highlighted a close
relationship with IL-10 signaling, which was the most significant pathway identified, involving
29 out of 86 genes (ratio 0.006, FDR < 0.0001; Fig 2G-H; Supplemental Table 8).

The EMT status exhibits positive correlations with numerous immune checkpoint inhibitors.

Given the demonstrated variability in cytokine and chemokine signatures based on the
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) status, it is warranted to investigate the expression
levels of multiple clinically relevant immune checkpoint inhibitors in immunology. This aims
to elucidate potential associations between EMT status and the immune checkpoint inhibitors,
influencing immunotherapeutic responsiveness.

Interestingly, the EMT phenotype was significantly associated with CD274 (i.e., PD-L1)
mRNA levels (Fig 3A). In addition to PD-L1 expression, which is positively associated with
mesenchymal traits, we explored the mRNA expression of other key immune checkpoint
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inhibitors such as PD-1, CTLA4, LAG3, TIGIT, and IDO1 (Fig 3A). Interestingly, we observed
that mesenchymal phenotype, as reflected by a higher EMT score, was significantly associated
with many of these immune checkpoint inhibitors, including PDL2 (r=0.420, p < 0.0001),
TNFRSF8 (r=0.399, p < 0.0001), LAG3 (r=0.270, p < 0.0001), CTLA4 (r=0.251, p < 0.0001),
and TIGIT (r=0.248, p < 0.0001) (Supplemental Table 9). Positive correlation with so many
immune checkpoint co-inhibitors suggests common immune escape for mesenchymal tumors.

For LUSC, similar results were broadly observed. Mesenchymal LUSC significantly co-
expressed many other immune checkpoint inhibitors than PD-L1, including CTLA4 (r=0.251,
p < 0.0001), TIGIT (r=0.389, p < 0.0001), PD-1 (1=0.366, p < 0.0001), BTLA (1=0.369, p <
0.0001), and LAG3 (r=0.322, p < 0.0001) (Fig 3B; Supplemental Table 9).

AXL and VIM Co-Expression distinguishes NSCLC EMT subtypes

The results described above strengthened our idea to examine further the potential clinical
interest of EMT in predicting immune profiles and responses to treatment. Considering the
necessity to facilitate EMT characterization in clinical routine, we first endeavoured to identify
two main genes that could efficiently recapitulate the EMT signature. Vimentin, which is
recognized as the canonical marker of EMT, was selected. Additionally, we chose to incorporate
AXL, a marker of growing interest in clinical oncology, which offers the dual advantage of
being associated with EMT and potentially targetable by drugs if its relevance is established
(Supplemental Fig 2 A-B). Supportively, mesenchymal LUAD tumors exhibited significantly
higher mRNA levels of VIM and AXL (p < 0.0001, Fig 4 A-B). Exploring this association
deeper, AXL and VIM co-expression identified 3 distinct subgroups with differential EMT
scores. AXLMe/VIMMe" tumors had significantly higher scores than AXL!®Y/VIMMeh or
AXLMeYVIM!®™ specimens (p < 0.0001) and AXL!*/VIM!* LUAD tumors (p < 0.0001; Fig
4C). A strong positive correlation was noted between AXL and VIM (1=0.689, R?>=0.474, p <
0.0001, Fig 4D). To simplify the EMT predictive model, we tested AXL and VIM co-expression
as predictors of EMT status defined by the restricted EMT signature, and we observed good
reliability in EMT prediction based on AXL and VIM co-expression (AUC=0.704, Fig 4E).

Similar results were obtained for LUSC tumors. Epithelial subgroups from the LUSC cohort
expressed lower levels of VIM and AXL mRNA (p < 0.0001, see Fig 4 F-G). Based on AXL
and VIM co-expression, three subgroups were identified according to their EMT score.
AXLMeY/VIMMe" tuymors had significantly higher EMT scores than AXLI™/VIMMe! or
AXLMEVIMY specimens (p < 0.0001), as well as AXLY/VIM!™ LUSC tumors (p < 0.0001;
Fig 4H). The same strong correlation was observed between AXL and VIM co-expression
(r=0.727, R?>=0.527, p < 0.0001, Fig 4I), displaying good reliability in predicting EMT status
based solely on AXL and VIM co-expression (AUC=0.739, Fig 4J).

Mesenchymal tumors display immune traits associated with immunotherapy resistance

Having established a clinically applicable characterization of EMT relying on the expression of
AXL and VIM, and acknowledging the biological alterations of chemokine and cytokine-
related pathways linked to EMT, (such as IL10, a pivotal signaling pathway in immune
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response), we proceeded to assess several clinically relevant traits that have shown association
with immunotherapy resistance.

CD274 showed significant co-expression with AXL in both LUAD (r=0.413, R2=0.169, p <
0.0001) and LUSC tumors (r=0.190, R2=0.034, p < 0.0001) (Supplemental Fig 3).

The Tumor Mutational Burden (TMB) is frequently proposed as a molecular characteristic
indicative of efficacy to immunotherapy. Tumors with a high TMB exhibit more neoantigens
and have been shown to exhibit increased sensitivity to anti-PD(L)1 therapies [148]. Epithelial
LUAD, defined by AXL!®"/VIM"¥ co-expression, had a higher TMB (median of 7.9 mut/Mb)
than AXLPY/VIM"eh or AXLME/VIM!™ specimens (median of 5.61 mut/Mb, p = 0.040) and
then AXL"e/VIMMe! tymors (median of 5.26 Mut/Mb, p = 0.006) (Fig 5A).

Two additional parameters of significance related to immunotherapy response include
intratumoral inflammation and sustained activation of the IFNy pathway. Alteration of the
inflammation score was thus observed in mesenchymal tumors compared to hybrid (p <0.0001)
and epithelial LUAD (p < 0.0001) (Fig 5B). Moreover, chronic IFNy activation as a basal state
exhibited significant differences based on the EMT status. AXL®"/VIM!¥ co-expression had a
lower IFNy chronic activation score than AXL'**/VIMMeh or AXLMeh/VIMY LUAD (p <0.001)
and than AXLeY/VIM"e" tumors (p < 0.0001) (see Fig 5C).

Unlike LUAD, TMB did not differ according to the co-expression of AXL or VIM in the LUSC
cohort (Fig 5D). The inflammation score was also altered in mesenchymal LUSC compared to
hybrid (p < 0.0001) and epithelial LUSC (p < 0.0001) (Fig 5E). As observed for LUAD, IFNy
chronic activation as a basal state also significantly varied within EMT phenotypes, with
AXLPY/VIMY expressing lower level than AXL"/VIM!e! or AXLIe/VIM'Y LUSC tumors
(p <0.0001) and then AXL"&/VIM"e! LUSC tumors (p < 0.0001) (Fig 5F).

AXL and VIM Co-expression Predicts Lower Response to Immunotherapy

Considering the association of immune and inflammation characteristics with EMT traits, we
assessed potential immune activity based on AXL and VIM co-expression.

Remarkably, the Innate Anti-PD-1 Resistance (IPRES) score was significantly higher for
AXL""/VIM"e" LUAD (p < 0.0001) compared to AXL"*Y/VIM"&" or AXL"&"/VIM'*Y LUAD
(p < 0.0001) and AXL""/VIM" LUAD (p < 0.0001), indicating a higher probability of
resistance to anti-PD-1 therapy in mesenchymal conditions (Fig 6A).

Another independent score, the Tumor Immune Dysfunction and Exclusion, also predicted a
higher probability of immune resistance for AXLe/VIMMe LUAD (p < 0.0001) compared to
AXLPY/VIMPigh or AXLNEY/VIM LUAD (p < 0.0001) and AXL'*Y/VIM"™¥ LUAD (p <
0.0001) (Fig 6B).

The TIDE score, which allows the classification of tumors into responders and non-responders
to immunotherapy, showed that the proportion of responders increased from 12.6% to 36.3%
for AXLMe/VIMNieh and AXLIY/VIM"Y LUAD, respectively (p < 0.0001) (Fig 6C-D). This
indicates a significant association between AXL / VIM co-expression and response to
immunotherapy. The prediction of efficacy to immunotherapy by AXL/VIM co-expression was
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robust, with an AUC of 0.724 (Fig 6E). When considering AXL, PD-L1, or VIM expression
alone, their respective predictive values for immune response were lower (Supplemental Fig 4).
Multivariate analysis also confirmed the independence of the VIMMe/AXLMeM status in
predicting immunotherapy response compared to PD-L1 expression, independently of the
histological sub-type (Supplemental Fig 5).

Based on the pathways analyzed by TIDE, it was obvious that EMT, assessed by AXL/VIM
expression, was strongly correlated with the Cancer-Associated Fibroblast (CAF) signature
(r=0.571,p<0.0001) and T cell dysfunction (r=0.507, p < 0.001), while immune cell exclusion
was not significantly impaired, and the Tumor-Associated Macrophages M2 (TAM-M2)
signature was negatively correlated (r=-0.224, p < 0.001). (Supplemental Table 10).

Similar results were observed for LUSC, with a higher probability of immune resistance for
AXLheh/viMhieh LUSC (p < 0.0001) compared to AXLY/VIMPig" or AXLPigh/VIMY LUSC
(p <0.0001) and AXL'™/VIM"*¥ LUSC (p < 0.0001) according to both IPRES and TIDE scores
(Fig 6F-G). The proportions of responders to immunotherapy for LUSC increased from 6.8%
to 44.7% for AXLMe/VIMMieh and AXLY/VIM®™ LUSC, respectively (p < 0.0001), with a
reliable prediction of response based on VIM and AXL co-expression (AUC=0.677) (Fig 6 H-
J). As observed for LUAD, AXL expression strongly correlated with T cell dysfunction
(r=0.545, p < 0.0001), CAF infiltration (r=0.627, p < 0.0001), while immune cell exclusion was
only minimally impaired (r=0.186, p < 0.05), and TAM-M2 was negatively correlated in LUSC
cohort (r=-0.209, p < 0.001) (Supplemental Table 10).

Discussion

In this study, we explored the interrelation between TEM and the immune features of NSCLC.
We notably observed distinct cytokine and chemokine profiles depending on the mesenchymal
or epithelial phenotypes of tumors, both in LUAD and LUSC, while establishing an EMT score
applicable to both types of NSCLC. We also observed significant and positive correlations
between EMT and PD-L1 (i.e., CD274), as well as other immune co-inhibitors, suggesting
immune evasion in most mesenchymal tumors.

In order to simplify and make our concept applicable, the characterization of EMT has been
reduced to 2 markers of interest, AXL and VIM, with VIM being a canonical and established
marker of mesenchymal tumors and AXL also associated as a marker of a mesenchymal
phenotype but presenting the dual advantage of being a potential therapeutic target.

Our investigation thus confirmed a strong correlation between high AXL and VIM expressions
and mesenchymal features, as indicated by the expression of genes associated with EMT. This
observation was consistent across NSCLC cell lines, LUAD, and LUSC cohorts, in line with
previous reports in EGFR mutant NSCLC [149] and many other solid cancers [115,150].
Importantly, AXLe/VIM"E" specimens consistently exhibited a higher EMT score, indicating
their mesenchymal nature and allowing for the simplification of EMT characterization to the
expression of these two genes, thereby enhancing its clinical applicability for routine
extrapolation [151].
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Further deciphering immune-related traits associated with EMT in lung tumors, we found that
mesenchymal tumors overall displayed lower anti-tumor-related characteristics, suggesting a
higher immuno-resistance. This was reflected by elevated mRNA levels of multiple immune
checkpoint inhibitors in mesenchymal AXL high/VIM high tumors, including PD-L2,
TNFRSF8, LAG3, CTLA4, and TIGIT. The tumor mutational burden (TMB), which is
commonly accepted as a marker for response to immunotherapy when increased, whether
analyzed in tissue or blood [152], also varied based on the EMT: mesenchymal tumors had a
lower TMB than epithelial tumors, suggesting immune resistance for mesenchymal tumors
[148]. Additionally, inflammation and IFNy chronic activation were more impacted in
mesenchymal tumors, as previously reported [153], further suggesting that EMT may drive an
immunosuppressive microenvironment.

In line with our observations, others have also reported an intricate relationship between EMT
and the immune system. For example, anti-PD-1 drugs showed efficacy in metastatic urothelial
cancer with CD8+ T-effector cell presence and high TMB, while resistance correlated with
TGFp signaling in fibroblasts, suggesting that TGFf limits anti-tumor immunity by hindering
T-cell infiltration in mesenchymal tumors [106,154]. Similar observations are published in
metastatic melanoma [140].

A differential expression of chemokines and cytokines between mesenchymal and epithelial
tumors has also highlighted distinct immune profiles associated with EMT in NSCLC, notably
with a T-cell infiltration reduction in mesenchymal tumors [146,155]. Considering these data
with our observation underscores the complexity of the tumor microenvironment, and supports
the ability of mesenchymal tumors to create an immuno-suppressive microenvironment and a
specific niche hindering the effectiveness of immunotherapies [146,155]. Although a significant
limitation of our study is the absence of clinical data from patients who have undergone
immunotherapy, we observed elevated scores for Innate Anti-PD-1 Resistance (IPRES) and
Tumor Immune Dysfunction and Exclusion (TIDE) in AXLhe"/VIM"e" tumors. This suggests
that the co-expression of AXL and VIM is associated with immune evasion mechanisms.
Immunotherapies, such as anti-PD-(L)1 therapies, have indeed revolutionized cancer treatment,
but response rates vary widely, and reliable predictive markers of efficiency that could easily
be implemented in clinical practice are lacking. Our study indicates that AXL and VIM co-
expression may be a strong predictor of resistance to immunotherapy.

Conclusion

In conclusion, our study provides compelling evidence that AXL and VIM co-expression in
NSCLC adequately identifies mesenchymal lung tumors and predicts lower response to
immunotherapy. These findings enhance our understanding of the complex interplay between
EMT and immunotherapy response in NSCLC. By tailoring immunotherapies to individual
patients based on their AXL and VIM profiles, we anticipate improved clinical outcomes and a
more personalized approach to NSCLC treatment. Tumors expressing AXL and VIM might skip
perioperative immunotherapy in favor of direct surgical resection. Additionally, targeting AXL
with developing drugs could involve a combination with anti-PD(L)1 to restore immune
sensitivity. However, further prospective clinical studies are needed to validate and refine this
approach before its widespread clinical implementation.
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Figure legends
Figure 1. Development and validation of an EMT signature in NSCLC.

A. Heatmap illustrating the classification of 120 NSCLC cell lines into two distinct clusters
(mesenchymal and epithelial), based on the differential expression of 74 genes linked to the
epithelial-mesenchymal transition (EMT). Each row represents a specific gene, while each
column represents an individual cell line. The color gradient reflects the relative gene
expression levels, with red indicating upregulation and blue indicating downregulation. B.
Volcano plot illustrating 62 EMT-related genes with significant dysregulation between
mesenchymal and epithelial NSCLC cell lines (n = 120). Red-highlighted genes indicate
significance, showcasing their altered expression in either phenotype. Positioned to the right of
the x-axis (representing gene expression fold change on a log2 scale), the mesenchymal group
displays distinctive molecular patterns, while the y-axis denotes statistical significance (-log10
adjusted p-value). C. Scattergram representing EMT scores associated with epithelial or
mesenchymal status, previously defined by heatmap clustering in 120 NSCLC cell lines. Each
data point represents a cell line positioned according to its EMT score and status determined by
clustering. Horizontal bars represent the median. D and F. Scatterplots of the EMT scores were
calculated for the 503 cases of LUAD samples (D) and the 502 samples of LUSC (F). Each
point represents one LUAD or one LUSC sample. Mesenchymal or epithelial statuses are
defined based on unsupervised clustering into respective cohorts as described in Fig 1A. E and
G. ROC curves visually demonstrate the effectiveness of the EMT score in distinguishing
between mesenchymal and epithelial subtypes of LUAD (E) or LUSC (G). The area under the
curve (AUC) is calculated at respectively 0.826 and 0.796, indicating a high discriminatory
capacity.

Figure 2. Mesenchymal Tumors Harbor a Specific Inmune Profile.

A, C, E, G. Chemokine (A, E) and cytokine (C, G) differentially expressed genes (DEG) in
mesenchymal-like tumors versus epithelial-like tumors within the LUAD (A,C) or the LUSC
(E, G) TCGA cohorts. Genes highlighted in red are significantly differentially expressed
between mesenchymal and epithelial tumors. On the right of the x-axis are genes overexpressed
in mesenchymal tumors whereas those on the left of the axis are found at higher levels in
epithelial tumors. The y-axis denotes statistical significance (-logl0 adjusted p-value). DEGs
were analyzed by REACTOME, available at: https://reactome.org/. B, D, F, H. Voronoi
representation of the Functional signaling enrichment analysis based on chemokine (B, F) or
cytokine (D, H) DEG within the LUAD (B, D) or LUSC (F, H)-TCGA cohorts. A statistical
assessment using the hypergeometric distribution was employed to ascertain whether particular
Reactome pathways exhibited over-representation (enrichment) within the provided datasets.
The compartments depicted in yellow are statistically significantly over-represented (p < 0.05),
with the color intensity proportional to the level of significance, as indicated by the scale
provided on the right side of the image.
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Figure 3. EMT positively correlates with many immune checkpoint inhibitors.

A and B. Correlation matrix summarizing the relationships between EMT score and immune
checkpoint inhibitors of interest within the LUAD (A) and LUSC (B) TCGA cohorts. The
degree of correlation is proportional to the intensity, as indicated in the scale on the right side
of the figure. Positive correlations are depicted in green cells, while negative correlations are
shown in red.

Figure 4. The co-expression of AXL and VIM is a significant marker to differentiate
mesenchymal from epithelial NSCLC tumors.

A, B/F, G. Scatterplot depicting the mRNA expression levels of vimentin (VIM) (A) or AXL
(B) in epithelial versus mesenchymal tumors previously categorized through the unsupervised
classification (as described in Fig 1A.) in the 503 cases of LUAD (A,B) or the 502 cases of
LUSC (F, G). Each data point on the plot represents a tumor sample. C, H. Scatterplot
illustrating the EMT score levels derived from the co-expression of vimentin (VIM) and AXL
in the 503 LUAD (C) and the 502 LUSC (H) cases. AXL and VIM statuses were determined
based on their respective median mRNA expressions. Each data point represents a tumor
sample. D, I. Linear regression analyses demonstrate a significant correlation between AXL
and VIM expression in the LUAD cohort (D: r=0.689, R2=0.474, p < 0.0001) and the LUSC
cohort (I: r=0.727, R2=0.527, p < 0.0001). The regression line is bounded by the 95%
confidence interval, represented by dashed lines. The VIM and AXL expression levels are in
Log?2 scale on the x and y axes respectively. E, J. The ROC curve analyses of the effectiveness
of VIM and AXL co-expression to distinguish mesenchymal and epithelial subtypes within
LUAD (E) and LUSC (J) cohorts. The EMT status was determined using the unsupervised
classification (as described in Fig 1A). Achieving respectively an AUC of 0.704 and 0.739
indicates a high discriminatory capability.

Figure 5. Mesenchymal tumors display immune traits associated with immunotherapy
resistance in LUAD and LUSC cohorts.

A, D. Scattergrams displaying the Tumor Mutational Burden (TMB) based on the level of co-
expression of AXL and VIM in the LUAD (A) or the LUSC (D) cohort. TMB is expressed as
mutations per megabase (mut/Mb). B, E. Scattergrams illustrating the level of intratumoral
basal inflammation (inflammation score) based on the AXL and VIM statuses in the LUAD (B)
or the LUSC (E) cohort. C, F. Scattergrams depicting the basal level of chronic [FNy activation
based on the AXL and VIM statuses in the LUAD (C) or the LUSC (F) cohort AXL. and VIM
statuses are defined based on their respective median mRNA expressions as previously
described.
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Figure 6. Tumors co-expressing AXL and VIM demonstrate immune characteristics
linked to diminished responsiveness to immunotherapy in LUAD and LUSC.

A, F. Scattergrams depicting the Innate anti-PD-1 Resistance score (IPRES) based on the co-
expression levels of AXL and VIM in the LUAD (A) and LUSC (F) cohort. AXL and VIM
statuses are defined based on their respective median mRNA expressions as previously
described in Fig 4C. B, G. Scattergrams illustrating the Tumor Immune Dysfunction and
Exclusion (TIDE) score based on the co-expression levels of AXL and VIM in the LUAD (B)
or LUSC (G) cohort. C, H. Waterfall plots illustrating immune responses based on TIDE
prediction scores across LUAD (C) or LUSC (H) tumors and categorized by their expression
levels for AXL and VIM. The blue and orange bars represent non-responder and responder
cases, respectively. Tumors are grouped from left to right according to the expression of AXL
and VIM as indicated on the x-axis; the y-axis represents the TIDE score value. D, I. Histograms
depicting the variation of responders vs. non-responders to immunotherapy based on TIDE
prediction scores across LUAD (D) or LUSC (I) tumors and categorized by their expression
levels for AXL and VIM. The blue and orange bars represent non-responder and responder
cases, respectively. E, J. ROC curve analyses of the effectiveness of AXL and VIM co-
expression to predict the response to immunotherapy in the context of LUAD (E) or LUSC (J).

Supplemental Figure 1. Performance of 62-EMT-related genes to identify mesenchymal
from epithelial NSCLC cell lines.

A. Heatmap demonstrating the categorization of 120 NSCLC cell lines into two separate
clusters, namely mesenchymal and epithelial. This classification is based on the varying
expression levels of 62 pre-determined genes associated with the epithelial-mesenchymal
transition (EMT). Each row represents a specific gene, while each column represents an
individual sample. The color gradient reflects the relative gene expression levels, with red
indicating upregulation and blue indicating downregulation. B. The ROC curve visually
demonstrates the effectiveness of the EMT score in distinguishing between mesenchymal and
epithelial subtypes of NSCLC. The area under the curve (AUC) is calculated at 0.993, indicating
a strong discriminatory capacity. The EMT score computation is performed using the previously
defined set of 62 genes, contributing to this predictive ability. EMT status was based on
unsupervised clustering from the heatmap in Supplemental Fig 1A.

Supplemental Figure 2. Differential expression genes between mesenchymal and epithelial
tumors in LUAD and LUSC cohorts.

Volcano plot illustrating 78 EMT-related genes with significant dysregulation between
mesenchymal and epithelial LUAD (A) or LUSC (B) tumors. Red-highlighted genes indicate
significance, showcasing their altered expression in either phenotype. Positioned to the right of
the x-axis (representing gene expression fold change on a log2 scale), the mesenchymal group
displays distinctive molecular patterns, while the y-axis denotes statistical significance (-log10
adjusted p-value).
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Supplemental Figure 3. CD274 (i.e. PD-L1) co-expression with AXL or AXL + VIM across
NSCLC-TCGA Cohorts.

CD274 (i.e., PD-L1) correlates with AXL in the LUAD (A) (1=0.470, R2=0.219, p < 0.0001)
and the LUSC (B) (r=0.091, R2=0.006, p < 0.05) cohort. CD274 (i.e., PD-L1) correlates with
AXL + VIM score in the LUAD (C) (r=0.482, R2=0.231, p < 0.0001) and the LUSC (D)
(r=0.151, R2=0.021, p < 0.001) cohort. Data are presented in dot plots with a log2 scale and
analyzed using the Spearman regression test. The regression line is bounded by the 95%
confidence interval, represented by dashed lines.

Supplemental Fig 4. Prediction of Response to Immunotherapy Based on TIDE Score for
VIM, AXL, or PD-L1 in LUAD and LUSC cohorts.

Waterfall plots of the immune response based on the TIDE prediction score across all LUAD
(A-C) and LUSC (D-F) tumors, considering the expression of each biomarker individually (i.e.
VIM or AXL or PD-L1).

Supplemental Fig 5. Multivariate Analysis of Immunotherapy Response Prediction in
LUAD and LUSC cohorts.

Forest plots and corresponding numerical values with confidence intervals for various markers
of interest (PD-L1, AXL, VIM) among LUAD (A-B) and LUSC (C-D) tumors demonstrating
strong and independent ability to predict immune sensibility for AXL and VIM co-markers.
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Il. AXL comme biomarqueur prédictif de la résistance a I'immunothérapie dans le
cancer bronchique non a petites cellules métastatique

1. Résumé

Le cancer du poumon reste un enjeu majeur de santé publique. Durant la derniére décennie,
I'approche thérapeutique du CBNPC avancé et métastatique a connu des transformations
majeures avec l'avénement de I'immunothérapie (10). Ces traitements, basés sur des anticorps
monoclonaux, visent les points de contréle immunitaires tels que PD-1/PD-L1, permettant au
systéeme immunitaire du patient de cibler les cellules tumorales et de générer potentiellement
des réponses cliniques durables [43].

Les résultats positifs ont permis de faire de I'lO le traitement de référence pour le CBNPC, en
fonction des niveaux d'expression de PD-L1. Quel que soit le niveau de PD-L1, I'association de
IO a la chimiothérapie (CT) est désormais envisageable, ce qui entraine une augmentation
médiane de la survie sans progression (SSP) d'environ 3 mois, ainsi qu'un doublement de la
survie globale médiane, comme le démontrent les études KEYNOTE 407 [31] et KEYNOTE
189 [32]. Il est également possible de proposer I'lO seule a une population sélectionnée de
patients présentant une forte expression de PD-L1 (> 50 %), sur la base des données des études
[27,28], IMPower 110 [29] et EMPOWER-Lung 1 [30] pour le Pembrolizumab, I'Atezolizumab
et le Cemiplimab, respectivement.

Malgre I'impact significatif de I'lO sur la prise en charge du CBNPC, l'identification des patients
qui en bénéficieront le plus reste un défi clinique [156]. A ce jour, I'expression de PD-L1,
mesurée par immunohistochimie, constitue le biomarqueur le plus couramment employé pour
anticiper la réponse a I'lO et reste le seul intégré dans la pratique clinique. Cependant, ses
capacités préedictives limitées mettent en évidence le besoin de développer des biomarqueurs
prédictifs alternatifs [157—-159].

AXL est un récepteur tyrosine kinase appartenant a la famille des TAM (TYRO3-AXL-
MERTK). Une dérégulation de I'expression d'’AXL a été observée dans divers cancers d'origines
histologiques variées, notamment le mélanome, les cancers gastro-intestinaux, les néoplasmes
de la téte et du cou, ainsi que le cancer du sein. L'expression d’AXL a également été rapportée
dans les tumeurs thoraciques telles que le mésothéliome et le CBNPC. Des niveaux éleves
d'AXL ont été associeés @ un mauvais pronostic dans plusieurs tumeurs solides, y compris le
CBNPC. AXL facilite également la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) [97]. La
signalisation intracellulaire d’AXL régule positivement des facteurs de transcription essentiels
a la TEM, tels que TWIST, ZEB1, ZEB2 et SLUG. Il favorise I'expression de la N-cadhérine
tout en réduisant celle de I'E-cadhérine, induisant ainsi la TEM, comme cela a été observé dans
le CBNPC [99]. Comme précédemment rapporté, la TEM est largement reconnue comme un
mécanisme de résistance a diverses thérapies [160]. AXL régule les cascades de signalisation
cellulaire et la communication au sein du microenvironnement tumoral, impliquant les cellules
cancéreuses, les cellules endothéliales et les cellules immunitaires [89]. L’ensemble de ces
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données soutiennent AXL en tant que cible moléculaire prometteuse pour traiter la résistance
aux thérapies anti-PD-1 et I'immunosuppression [161].

Compte tenu de son impact biologique, nous avons exploré les implications cliniques de
I'expression tumorale d'’AXL sur les résultats de patients atteints de CBNPC avancé, traites par
thérapies anti-PD-1, en les comparant & un groupe contréle traité par CT.

Cette étude rétrospective monocentrique a inclus 89 patients consécutifs diagnostiqués avec un
CBNPC métastatique, traités en premiere ligne par inhibiteurs de points de controle
immunitaire et/ou chimiothérapie entre septembre 2015 et mars 2023 au CHU de Reims, en
France. Les caractéristiques cliniques a 1’inclusion ont été collectées, et une analyse de survie,
incluant la survie sans progression (SSP) et la survie globale (SG), a été réalisée. L'expression
d'’AXL dans les cellules tumorales a été évaluée par immunohistochimie et un score de
propension a été utilisé pour tenir compte des facteurs pronostiques.

La médiane de SSP était plus courte pour les patients ayant des tumeurs AXL-positives par
rapport a ceux ayant des tumeurs AXL-négatives (4,3 mois contre 5,3 mois, p = 0,044). Comme
attendu, le groupe immunothérapie (10) montrait une amélioration de la SSP par rapport au
groupe contréle chimiothérapie (7,6 mois contre 4,4 mois, p = 0,006), avec des taux de réponse
objective plus élevés (48 % contre 22 %) et des taux de contrdle de la maladie supérieurs (64
% contre 57 %). L analyse en sous-groupe, la positivité pour AXL était associée a un bénéfice
réduit de I'lO, les patients 10-AXL-négatifs présentant une meilleure SSP (p = 0,003) et une
meilleure SG (p = 0,018) par rapport aux patients 10-AXL-positifs. L'analyse multivariée a
confirme I'expression d'AXL comme facteur significatif de moins bonne SSP (HR 4,15, IC 95
% 1,35-12,82, p = 0,013) et SG (HR: 5,634, IC 95 % 1,75-18,15, p = 0,004). L'analyse
génomique a révelé que les mutations KRAS et STK11 étaient plus fréquentes dans les tumeurs
AXL-positives, suggérant un lien potentiel entre I'expression d'’AXL et certaines altérations
génomiques spécifiques.

L'expression tumorale d'’AXL a un impact significatif dans le CBNPC meétastatique sur les
résultats des traitements, avec un bénéfice réduit spécifiguement en cas de traitement par
immunothérapie. AXL pourrait servir de biomarqueur pertinent pour identifier les patients
susceptibles de bénéficier de la combinaison immunothérapie-chimiothérapie, ainsi que d'une
cible thérapeutique potentielle pour prévenir ou surmonter la résistance aux immunothérapies.
Des études supplémentaires seront nécessaires pour valider ces résultats et optimiser la sélection
des patients et les stratégies de traitement.
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Abstract

Background.

Non-small cell lung cancer (NSCLC) represents a major global health challenge. Although
immunotherapy targeting PD-1/PD-L1 has improved treatment outcomes, predicting patient
response remains difficult. AXL, a receptor tyrosine kinase associated with poor prognosis and
therapy resistance, may offer a promising alternative biomarker. This study examines the impact
of AXL expression on treatment outcomes in advanced NSCLC patients treated with anti-PD-
1 therapies versus chemotherapy, exploring AXL's potential as a predictive marker.

Methods.

This retrospective single-center study included 89 consecutive patients diagnosed with
metastatic NSCLC, treated in first line with immune checkpoint inhibitors (ICI) and/or
chemotherapy between September 2015 and March 2023 at the University Hospital of Reims,
France. Baseline clinical characteristics were collected, and survival analysis, including
progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) were reviewed. AXL expression in
tumor cells was assessed by immunohistochemistry and a propensity score matching was used
to account for prognostic cofactors.

Results.

Eighty-nine patients with advanced NSCLC were included. The median PFS was shorter for
patients with AXL-positive tumors compared to those with AXL-negative tumors (4.3 months
vs. 5.3 months, p = 0.044). As expected, the immunotherapy (I0) group showed improved PFS
compared to the chemotherapy (CT) control group (7.6 months vs. 4.4 months, p = 0.006), with
higher objective response rates (48% vs. 22%) and disease control rates (64% vs. 57%).
Notably, AXL positivity was associated with reduced benefit from 10, with I0-AXL-negative
patients experiencing better PFS (p = 0.003) and OS (p = 0.018) compared to I0-AXL-positive
patients. Multivariate analysis confirmed AXL expression as a significant factor for poorer PFS
(HR 4.15, 95% CI 1.35-12.82, p = 0.013) and OS (HR 5.634, 95% CI 1.75-18.15, p = 0.004).
Genomic analysis revealed that KRAS and STK11 variants were more frequent in AXL-positive
tumors, suggesting a potential link between AXL expression and specific genomic alterations.

Conclusions.

Tumor AXL expression has a significant impact on treatment outcomes with reduced benefit
from immunotherapy compared to chemotherapy alone in metastatic NSCLC. AXL expression
may serve as a relevant biomarker for identifying patients who might benefit from combining
immunotherapy with chemotherapy, and as a potential therapeutic target to prevent or overcome
resistance to ICI. Further studies is required to validate these findings and optimize patient
selection and treatment strategies.
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Introduction

Lung cancer continues to be a major global health issue, with its prevalence increasing and
resulting in 2.2 million new cases in 2020 [162]. Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the
most common histological type, accounting for 80% of cases. In the past decade, the treatment
landscape for advanced and metastatic NSCLC has fundamentally changed with the
introduction of immunotherapy (IO). These monoclonal antibodies target immune checkpoints
such as PD-1/PD-L1, enabling the host immune system to generate a response against tumor
cells, potentially leading to durable clinical responses [43].

Positive results have thus led to the registration of IO as the standard treatment for NSCLC
based on PD-L1 expression levels. For any PD-L1 expression level, it is thus possible to
combine IO with chemotherapy (CT), resulting in a median PFS increase of approximately 3
months and nearly doubling the median OS, in accordance with KEYNOTE 407 [31] and
KEYNOTE 189 [32] trials. It is also possible to propose IO alone to a selected patient
population with high PD-L1 expression (=50% of tumor proportion score (TPS)), based on data
from KEYNOTE 024 [27,28], IMPower 110 [29] and EMPOWER-Lung 1 [30] for
Pembrolizumab, Atezolizumab and Cemiplimab, respectively.

Despite the significant impact of IO on NSCLC management, identifying which patients will
benefit the most remains a clinical challenge [156]. Currently, PD-L1 expression assessed
through immunohistochemistry is the most widely used biomarker for predicting response to
IO and remains the only marker integrated into clinical practice. However, incomplete
predictive power and inter-assay variability, highlight the necessity for alternative predictive
biomarkers [157-159].

AXL is a receptor tyrosine kinase belonging to the TYRO3-AXL-MERTK (TAM) receptor
kinase family (1). Dysregulation of AXL expression has been observed in various cancers of
diverse histological origins, including melanoma, gastrointestinal cancers, head and neck
neoplasms, and breast cancers (2). AXL expression has also been reported in thoracic
malignancies such as mesothelioma (3) and NSCLC. High levels of AXL have been associated
with poor prognosis in several solid tumors, including NSCLC (2). AXL also facilitates
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) [97]. AXL intracellular signaling by AXL
positively regulates transcription factors essential for EMT, including TWIST, ZEB1, ZEB2,
and SLUG. It promotes N-cadherin expression while decreasing E-cadherin expression to
induce EMT, as reported in NSCLC [99]. EMT is broadly reported as a mechanism of resistance
to various therapies, including anti-PD-1 antibodies [160]. AXL regulates cell signaling
cascades and communication within the tumor microenvironment, involving cancer cells,
endothelial cells, and immune cells [89].

Altogether, cumulative evidence thus supports AXL as a promising molecular target to address
therapy resistance and immunosuppression [161]. We here explored the clinical implications of
tumor AXL expression on patient outcomes in advanced NSCLC patients treated with anti-PD-
1 therapies.

90



Methods
Patients’ selection

This retrospective single-center study, conducted at the University Hospital of Reims, France,
included 89 patients diagnosed with metastatic NSCLC without actionable genetic alterations
(AGAs) and treated with first-line 10 (either as monotherapy or in combination with CT)
between September 2015 and March 2023.

The inclusion criteria were as follows : 1) patients aged 18 years or older with metastatic
NSCLC treated at the University Hospital of Reims, France, 2) first-line treatment with
immunotherapy for the "IO group" (monotherapy or combined with CT) or first-line
chemotherapy for the "CT group", and 3) availability of clinical data. The exclusion criteria
included : 1) histology inconsistent with NSCLC, 2) NSCLC with AGAs in first-line treatment,
3) no remaining tumor tissue available for biomarker assessment, and 4) previous treatment for
NSCLC in earlier stages (including radiation and/or systemic therapies).

Baseline clinical characteristics such as age, gender, Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) performance status, histology, TNM stage derived from pre-therapeutic PET/CT scans,
and smoking status, along with PD-L1 Tumor Proportion Score (TPS), initiation date of the first
treatment course, treatment line, specific immune checkpoint inhibitor (ICI) administered,
initial follow-up date, and either the date of death or the most recent contact, were collected
from the patient's medical records.

Survival analysis

For each patient included in the study, comprehensive clinical and biological data were
collected before the initiation of IO and/or CT. In accordance with established clinical
guidelines, 10 or CT was administrated until either disease progression or the emergence of
adverse effects. PFS was calculated from the initiation of treatment to the point of disease
progression, as determined by CT scan, or until death or the last follow-up. OS was determined
from the initiation of treatment to either death or the last follow-up.

Treatment responses were evaluated using the RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors) criteria, specifically version 1.1 as described by Eisenhauer in 2009 [163]. When CT-
based evaluation not feasible per RECIST guidelines, or if the patient's condition deteriorated
rapidly, response was assessed using clinical and laboratory methods. These cases were
included in the OS analysis but excluded from the PFS according to RECIST criteria. The scans
and medical records were reviewed by two experienced clinicians, blinded to the AXL
expression values.

Immunohistochemistry analysis

Sections of 3-micrometer were obtained from formalin-fixed paraffin-embedded blocks of
NSCLC. After antigen retrieval in Target Retrieval Solution, pH 9 (Dako, Glostrup, Denmark)
and endogenous peroxidase inhibition in Bloxall Blocking Solution (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), tissue sections were incubated with the primary anti-AXL rabbit
polyclonal antibody (1 :250; cat. No. PA5-77875 ; Invitrogen) for 1h at room temperature.
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Samples were subsequently washed with PBS and incubated with the ImmPress HRP anti-
Rabbit IgG detection kit (Vector Laboratories). HRP activity was revealed with the ImmPACT
NovaRED peroxidase substrate kit (Vector Laboratories), according to the manufacturer's
protocol. Whole slide images were captured using an inverted slide scanner equipped with a
Pike IEEE1394b camera and a 20X objective (VS120 ; Olympus Corporation, Tokyo, Japan).
AXL expression was then evaluated by a qualified pathologist by a tumor proportion score
(TPS), with the pathologist being blinded to clinical outcomes.

Statistical analysis

The data were presented as medians and ranges for quantitative variables and as counts and
percentages for qualitative variables. Associations between features were analyzed using the
Fisher test. Quantitative data were evaluated using non-parametric tests, such as the Mann—
Whitney or Kruskal-Wallis tests, to determine significance across different conditions. Survival
analysis was performed using the Kaplan—-Meier method, with significance assessed through
the log-rank test and Cox regression where appropriate.

Propensity score matching was conducted using 1 :1 matching without replacement (greedy-
matching algorithm), with a caliper width equal to 0.1 of the standard deviation of the logit of
the propensity score. The “timeROC” R package (https://cran.r-
project.org/web/packages/timeROC/index.html) was used to compare the area under curves
(AUCs) of ROC curves for predicting PFS and OS based on varying levels of AXL expression.
Oncoprint visualization was performed using tools available at https://docs.cbioportal.org/. In
all exploratory analyses, a two-sided p-value 0.05 was considered statistically significant. Data
analysis and formatting were conducted using XLSTAT software (version 2023.3.1 (1416),
Addinsoft, Paris, France) and R software (v 4.3.2).

Ethical consideration

This retrospective observational study was approved by data protection departments of the
University Hospital of Reims (MR004160420221). In accordance with French law, information
notices for non-opposition were sent to patients who were alive at the time of data collection.

Results
Patient s characteristics

We first screened 160 patients with an advanced NSCLC and treated in the first line by 10 with
or without CT between September 2015 and March 2023. CONSORT diagram is available in
Fig 1. Patients with AGAs (EGFR, n = 7 and ALK, n = 2), absence of remaining tumor tissue
to assess AXL expression (n = 27) or pretreated by non-palliative radiation and/or CT in the
past year (n = 35) were excluded. Finally, we enrolled 89 patients with advanced NSCLC to
assess the efficacy of the biomarker AXL in predicting response to 1O in the original cohort
(before propensity score matching). The median age of the patients was 64 years, with a range
of 42 to 83 years. Among them, 43 patients (48.3%) were 65 years or older. The median body
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mass index (BMI) was 23.4 kg/m? (table 1). The cohort included 55 males and 34 females. In
terms of smoking history, 61 patients (68.5%) were either never-smokers or former smokers,
while 28 patients (31.5%) were current smokers. Regarding PD-L1 expression, 50 patients
(56.2%) had a TPS < 50% expression, 32 patients (36%) had a TPS > 50%, and the PD-L1
status was unknown for 7 patients (7.9%).

Histologically, most patients had adenocarcinoma (64 patients, 71.9%), followed by squamous
cell carcinoma (22 patients, 24.7%), and other subtypes (3 patients, 3.4%). Most patients were
at stage IV (84 patients, 94.4%), with a small number at stages IIIA/IIIB (5 patients, 5.6%).

Regarding treatment regimens, 52 patients (58.4%) received CT alone, 14 patients (15.7%)
received IO alone, and 23 patients (25.8%) were treated with a combination of IO and CT.
Performance status, as measured by the PS-ECOG scale, showed that 78 patients (87.6%) had
a score of 0-1, while 11 patients (12.4%) had a score of 2. Metastatic sites included liver and
Central Nervous System (CNS) metastasis in 7 patients (7.9%) and 22 patients (24.7%),
respectively.

Clinical outcomes for patients treated by chemotherapy and/or immunotherapy in the original
cohort according to AXL expression

In the original cohort, the superiority in terms of PFS was confirmed in favour of patients treated
with 10 +/- CT in comparison to patients treated by CT alone, with medians of 7.6 vs. 4.4
months (p = 0.006) (Supplementary Fig 1A-B). Response rates also favoured the 10-treated
group. In the CT group, 46% (24/51) of cases showed disease progression at the first
assessment. The objective response rate according to RECIST criteria was 22% (11/49), and
the disease control rate was 57% (28/49). For the 10 group, RECIST-assessable response was
observed in 32 patients. Disease progression occurred in 32% (10/31) cases at first assessment,
while 2 patients achieved a complete response as the best response. The objective response and
disease control rates were 48% (15/31) and 64% (20/31), respectively (Supplementary Fig 1C).

AXL expression was positive (> 1% TPS) in 47% of cases (47/89), with values ranging from
0% to 100% and a median of 5% (Fig 2A-B). In the original cohort, AXL positivity (defined by
TPS > 1%) was associated with shorter PFS, with medians of 4.3 months for the AXL positive
group and 5.3 months for the AXL negative group, p = 0.044 (Fig 2C). There was no significant
difference in OS (p = 0.208) (Fig 2D).

We then analyzed patient survival according to both AXL status and the type of treatment
received, differentiating between patients treated with 10 and/or CT. PFS was significantly
different (p = 0.007) (Fig 2E). Pairwise comparisons revealed a significant difference between
the [O-AXL negative group and the CT- AXL positive group (p = 0.008) and CT- AXL negative
group (p = 0.015). No difference was noted among CT patients (p=1.00). Similarly, no
difference was found between I0-AXL positive patients and the CT group (p = 0.988). Finally,
a trend was observed in favor of the IO-AXL negative group compared to I0-AXL positive
patients (p = 0.122). Very similar results were observed in terms of overall survival (OS), with
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a survival benefit being noted only for patients in the [O-AXL negative group (p = 0.018) (Fig
2F).

To confirm the clinical relevance of this AXL positivity threshold, we performed a cumulative
ROC analysis based on the different levels of AXL observed. For both PFS and OS, we
identified an optimal threshold at 1% of positive tumor cells (Suppl Fig 2).

Clinical outcomes for patients treated by chemotherapy and/or immunotherapy in the
propensity-matched cohort according to AXL expression

To account for potential prognostic factors imbalanced between the IO and CT groups, we
performed a propensity score matching. We included common prognostic factors, such as age,
BMLI, sex, PD-L1 expression, ECOG performance status, and the presence of brain metastases.
Table 2 presents the characteristics of patients in the IO (n=37) and CT (n = 52) groups before
and after matching. Significant differences were observed before matching various prognostic
factors, such as age (p = 0.036), PD-L1 expression (p =0.001), ECOG performance status (p =
0.025), and the presence of brain metastases (p = 0.005). After matching, 37 patients from the
CT group were retained, with PD-L1 expression remaining the only statistically different factor
(p<0.01).

We then confirmed the survival results observed in the initial cohort within the propensity-
matched cohort. The results were similar, with better PFS in the IO-AXL negative group (p =
0.003) and no difference between AXL negative and positive patients treated with CT. AXL
positive patients treated with 10 exhibited a response similar to those treated with CT alone
(Fig 3A). No differences in outcomes related to AXL expression were observed for patients
treated with CT alone. No differences were observed for patients treated with CT alone
according to AXL expression. Similar results were observed for OS, with the IO-AXL negative
group showing a favorable outcome (Fig 3B). In multivariate analysis, AXL expression was the
only factor associated with shorter PFS (HR 4.15, 95% CI 1.35-12.82, p=0.013) (Fig 3C). This
finding was consistent with the multivariate analysis for OS, where AXL expression had an HR
0f5.634 (95% CI 1.75-18.15, p=0.004) (Fig 3D). As expected, the presence of brain metastases
was also associated with shorter OS (HR : 7.23, 95% CI 1.23-42.60, p = 0.029). A similar trend
was observed for patients with a performance status of 2 (vs 0-1 : HR 2.71, 95% CI 0.73-10.0,
p =0.136) (Supplementary table 1).

Thirty-one patients were evaluable according to RECIST criteria in the 10 group, and thirty-
four patients were evaluable in the CT group. Among patients in the CT group, 40% (6/15) and
53% (10/19) were in progression at the first assessment in the AXL negative and positive
subgroups, respectively (data not shown). The response rates were 40% (6/15) and 16% (3/19),
respectively. The disease control rates were 60% (9/15) and 47% (9/19), respectively (Fig 4A).
Complete response was never observed. Among patients in the IO group, 14% (2/14) and 29%
(5/17) were in progression at the first assessment in the AXL negative and positive subgroups,
respectively. The response rates were 71% (10/14) and 51% (7/17), respectively. The disease

94



control rates were 85% (12/14) and 58% (10/17), respectively (Fig 4A). A complete response
was observed in each IO sub-group (Fig 4B).

Pathological and genomic profile associations with AXL expression

No significant associations were observed between AXL expression and clinicopathological
characteristics. Indeed, AXL did not differ statistically in relationship to PD-L1 expression (p
=(0.66), histological subtypes (p = 0.90), regimen of treatment (p = 0.48), or metastatic location
(table 3). NGS data were available for 45 cases of adenocarcinoma, regardless of the treatment
received in the first line. In the overall population, KRAS variant were the most frequently
observed, occurring in 47% of cases (21/45), including activating KRAS G12C variant in 26%
of cases (12/45). STK11 variants were the second most common alteration, identified in 31%
of cases (14/45), followed by CDKN2A variants in 20% of cases (9/45) (Fig 5A). In subgroup
analyses, KRAS G12C variants were found in 17% (4/23) of tumors with AXL negative status
and 32% (8/22) of tumors with AXL positive status. STK11 variants were observed in 21%
(5/23) of AXL-negative tumors and 41% (9/22) of AXL-positive tumors. BRAF variants were
observed in 9% (2/23) of AXL-negative tumors and 18% (4/22) of AXL-positive tumors (Fig
5B). These associations thus suggest relationship between AXL expression and KRAS/STK11
variants.

Discussion

There is a pressing need for innovative strategies to improve the effectiveness of 10 in clinical
settings, as well as for predictive tools that can accurately identify IO responders based on the
characteristics of their tumor microenvironment. To our knowledge, this is the first study
demonstrating the predictive capabilities of AXL expression for first-line 1O responses in
metastatic NSCLC. Our study has several strengths, including a cohort of 89 patients treated
with 10 in first line, controlled by a CT group, with a predictive effect specifically observed in
the IO arm in terms of PFS and resulting in a significant OS benefit. These significant
differences persisted after accounting for potential prognostic confounding factors through
propensity score matching and multivariate analyses.

In NSCLC, it has been previously reported that AXL expression, evaluated by
immunohistochemistry and using a cut-off of 25% of tumor cells, was statistically associated
with lymph node involvement (p < 0.0001) and a more advanced clinical stage (p < 0.0001)
[93]. The reported difference with significance thresholds of 25% and 0% may be due, in part,
to the fact that our study included only metastatic stages with a criterion focused on response
to immunotherapy, whereas the study by Shieh et al. predominantly included non-metastatic
patients with criteria based on TNM staging. A complementary study on surgically resected
lung adenocarcinoma tissues (n = 88) evaluated MRNA and protein expression levels of both
AXL and its ligand Gas6. Elevated levels of AXL mRNA/protein and Gas6 protein were
significantly associated with poorer clinicopathological features and prognosis (5-year OS rates
- AXL mRNA low: 72.3%, high: 49.7%, p = 0.047; AXL protein low: 77.5%, high: 38.6%, p <
0.001; Gas6 protein low: 70.5%, high: 48%, p = 0.042). Conversely, higher Gas6é mRNA
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expression correlated with better clinicopathological features and prognosis (5-year OS rates :
Gasé mRNA low: 59.2%, high: 81.8%, p = 0.054). Multivariate analysis indicated that high
AXL mRNA expression could be an independent factor for poorer prognosis (p = 0.04) [94].
Comparing the thresholds used for this report for AXL quantification is not feasible with our
study, as Masashi et al. employed a composite IHC score that integrates both staining intensity
and the percentage of positive cells.

Considering resistance to treatment, AXL has been suggested as both a marker and a
mechanism of resistance across various cancer types. Specifically, AXL has been recognized
as a key factor in mediating drug resistance in ovarian cancer cell lines resistant to cisplatin
[164]. In a comprehensive analysis of 643 human cancer cell lines, AXL was strongly linked to
a drug-resistant mesenchymal phenotype. Moreover, the inhibition of AXL showed a pro-
survival effect when combined with antimitotic drugs like docetaxel [165]. AXL has been
demonstrated to play a role in resistance to a range of cytotoxic agents, radiation, and various
targeted therapies [166]. In metastatic NSCLC with EGFR variants, AXL expression has been
described as a mechanism of resistance to EGFR TKIs [95,96]. Previous research has identified
associations between AXL expression and resistance to various targeted therapies in NSCLC,
including ALK, PARP, and VEGF/VEGFR-related therapies [167-170].

Numerous studies further indicate that AXL may be involved in resistance to 10. The TAM
receptor superfamily, consisting of TYRO3, AXL, and MERTK, plays a crucial role in
maintaining tissue and immune homeostasis [171]. Dysregulation of TAM receptor signaling
has been linked to a range of diseases, including cancer, fibrosis, and viral infections. For
example, TAM receptors are involved in epithelial-mesenchymal transition (EMT),
maintaining stem cell phenotypes, immune modulation, proliferation, angiogenesis, and
resistance to both conventional and targeted therapies [88,172]. EMT has already been reported
as a mechanism of resistance to various drugs and therapeutic strategies in NSCLC [160]. AXL
modulates cell signaling pathways and facilitates communication between different elements
of the tumor microenvironment, such as cancer cells, endothelial cells, and immune cells.

Accumulating evidence suggests that AXL is a promising molecular target for addressing
therapy resistance and immunosuppression, with AXL inhibitors showing the potential to
enhance the effectiveness of immune checkpoint inhibitors [161]. Additionally, we observed
that STK11 variants appeared to be more common in AXL-positive tumors. It has been
previously reported that the presence of a STK11 variantswas associated with a negative
prognosis [173]. These factors collectively support that tumors expressing AXL may be less
responsive to 10, as suggested by our data.

Despite including a substantial number of patients, the retrospective and single-center design
of our study represents a limitation. Although we matched patients using propensity scores to
account for potential prognostic variables, the level of PD-L1 expression remained
incompletely balanced due to an inclusion bias, as patients receiving 10 alone must have a PD-
L1 expression of at least 50%. A larger, prospective, and multicenter study is needed to validate
these findings.
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Given that patients with NSCLC expressing AXL exhibit significantly less benefit from IO, this
approach could help better identify those who are suitable candidates for this treatment. It could
also prevent unnecessary exposure of patients to a combination of CT and 10, which is
associated with an increased risk of toxicity. Furthermore, AXL is a receptor tyrosine kinase
that is targetable with emerging inhibition strategies, including both tyrosine kinase inhibitors
(TKIs) and blocking antibodies [166]. For example, a phase II trial investigated the use of
Bemcentinib (BGB324), a highly selective AXL inhibitor, in combination with 10 (i.e.
Pembrolizumab) for patients with advanced NSCLC [174]. Among 29 patients assessable for a
response, 7 achieved a partial response, yielding a response rate of 24%. In patients with AXL-
positive tumors, the objective response rate was 40%. Of the 5 responders for whom PD-L1
status was known, 4 (80%) were either PD-L1 negative or had low PD-L1 expression. During
stage 1 of the trial, the median PFS was 4.0 months (95% CI 1.9 — NR) overall, and 5.9 months
for AXL-positive patients (n = 10 ; 3.0 - NR). Targeting AXL could thus be a valuable strategy
for patients, particularly in combination with 10, to prevent immune escape.

Conclusion

We demonstrate for the first time that tumor expression of AXL is associated with a lack of
benefit from immunotherapy compared to chemotherapy alone in the first-line treatment of
metastatic NSCLC without targetable oncogenic addiction. AXL expression could serve as a
biomarker to identify patients who would benefit from the addition of immunotherapy to their
treatment regimen, and it may also act as a therapeutic target to restore sensitivity to immune
checkpoint inhibitors. Further clinical studies are needed to fully assess the clinical relevance
of this biomarker to allow better patient selection and optimal clinical management.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. CONSORT diagram of this study. aNSCLC : advanced Non-Small Cell Lung Cancer;
CT: Chemotherapy; 10: Immunotherapy; EGFRm: Epidermal Growth Factor Receptor mutant;
ALKt: Anaplastic Lymphoma Kinase translocation; NGS: Next-Generation Sequencing.

Figure 2. Illustrations of NSCLC cases classified as AXL negative (upper image) and AXL
positive (lower image). The scale bar represents 50 um. The distribution of AXL expression is
plotted in panel (B). Kaplan-Meier curves for progression-free survival (PFS) and overall
survival (OS) are shown in panels (C-D) and (E-F), respectively, for the global cohort. Survival
curves are presented according to AXL expression and treatment groups : Chemotherapy (CT)
and Immunotherapy (10).

Figure 3. Kaplan-Meier curves for (A) progression-free survival (PFS) and (B) overall survival
(OS) in the propensity score-matched cohort according to AXL expression and treatment
groups. Forest plot depicting factors associated with PFS (C) or OS (D) in multivariate analysis.
CT : Chemotherapy; IO: Immunotherapy. PD-L1 : Programmed Death Ligand 1; TPS: Tumor
Proportion Score; PS: Performance Status; CNS: Central Nervous System.

Figure 4. Best Overall Responses in the propensity score-matched cohort. Waterfall plots show
the best percentage change from baseline in target lesions for patients with at least one evaluable
target lesion according to RECIST vl.1 criteria ; data were available for 37 patients in the CT
control group (A) 34 patients in the IO group (B). PD ; Progressive Disease, PR: Partial
Response; CR: Complete Response; SD: Stable Disease.

Figure 5. Genomic landscape of NSCLC tumors according to AXL expression. (A) OncoPrint
plot of the global original cohort demonstrating top recurrently altered genes. Both AXL and
PD-L1 are expressed by TPS. The heatmap is ordered according to increasing values of AXL
expression. (B) Frequencies of most commonly altered genes according to AXL expression.
PD-L1 : Programmed death ligand-1.

Supplemental Figure 1. Kaplan-Meier curves for (A) progression-free survival (PFS) and (B)
overall survival (OS) in the global original cohort according to treatment groups. (C) Waterfall
plots show the best percentage change from baseline in target lesions for patients with at least
one evaluable target lesion according to RECIST v1.1 criteria in the global original cohort ;
data were available for 52 patients in the CT control group and 34 patients in the 10 group. CT
: Chemotherapy; 10: Immunotherapy. PD ; Progressive Disease, RP: Partial Response; RC:
Complete Response; SD: Stable Disease.

Supplemental Figure 2. Evolution of the AUC of cumulative ROC curves for (A) progression-
free survival (PFS) and (B) overall survival (OS) according to AXL levels. AUC : Area Under
the Curve; ROC: Receiver Operating Characteristics.
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Tables

Table 1. Clinicopathological characteristics of the original cohort (n = 89)

No. (%) [range]

n=389

Age, median 64 [42-83]

< 65 years 46 (51.7%)

> 65 years 43 (48.3%)
Body mass index (kg/m?) 23.4 [13.4-42.3]
Gender (Male / Female) 55/34
Smoking history

Never / Former 61 (68.5%)

Current smokers 28 (31.5%)
PD-L1 expression (TPS)

<50 % 50 (56.2%)

>50% 32 (36%)

Unknown 7 (7.9%)
Histological sub-type

Adenocarcinoma 64 (71.9%)

Squamous 22 (24.7%)

Other 3 (3.4%)
Stage *

IIA/IIIB 5 (5.6%)

v 84 (94.4%)
Regimen

CT alone 52 (58.4%)

IO alone 14 (15.7%)

CT-10 combination 23 (25.8%)
PS-ECOG

0-1 78 (87.6%)

2 11 (12.4%)
Metastatic sites

Liver metastasis 7 (7.9%)

CNS metastasis 22 (24.7%)

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1, TPS: tumor proportion score, CT; Chemotherapy, I0: Immunotherapy, PS-
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group - Performance Status, CNS: central nervous system. Data are
expressed as median [range] or n (%), as appropriate.

* Eighth Edition of the TNM Classification for Lung Cancer
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Table 2. Clinicopathological characteristics comparisons before and after propensity score
matching.

Before matching, n (%) After matching, n (%)
Characteristics
CT alone I0 +/-CT CT alone I0 +/-CT
(n=52) (n=37)  Pvalue (n=37) (n=37)  Pvalue

Age (years) [4623-51] [476-783] 0.04 [426j‘;8] [476-783] 0.11
Body mass index 23 23.5 050 22.4 23.5 0.61
(kg/m?) [13.4-42.3] [15.4-32.7] [13.4-42.3] [15.4-32.7]
Sex

Female 16 (30.8%) 18 (48.6%) 0.14 13 (35.1%) 18 (48.6%) 0.35

Male 36 (69.2%) 19 (51.4%) 24 (64.9%) 19 (51.4%)
Smoking history

Never / Former 32 (61.5%) 29 (78.4%) 0.15 14 (37.8%) 29(78.4%)  0.203

Current smokers 20 (38.5%) 8 (21.6%) 23 (62.2%) 8 (21.6%)
PD-L1 expression (TPS)

Negative* 29 (55.8%) 7 (18.9%) 0.001 20 (54.1%) 7 (18.9%) <0.01

Positive 23 (44.2%) 30 (81.1%) 17 (45.9%) 30 (81.1%)
Histological sub-type

Non-squamous 36 (69.2%) 31 (83.8%) 0.19 24 (64.9%)  31(83.8%) 0.11

Squamous 16 (30.8%) 6 (16.2%) 13 (35.1%) 6 (16.2%)
Stage **

IIIA/IIIB 4 (7.7%) 1 (2.7%) 0.59 4 (10.8%) 1(2.7%) 0.35

v 48 (92.3%) 36 (97.3%) 33(89.2%)  36(97.3%)
Regimen

CT alone 52 (100%) - - 37 (100%) - -

I0 +/-CT - 37 (100%) - 37 (100%)
PS-ECOG

0-1 49 (94.2%) 29 (78.4%) 0.03 34 (91.9%) 29 (78.4%) 0.19

2 3 (5.8%) 8 (21.6%) 3 (8.1%) 8 (21.6%)
Metastatic sites

Liver metastasis 4 (7.7%) 3 (8.1%) 0.74 4 (10.8%) 3 (8.1%) 0.69

CNS metastasis 19 (36.5%) 3 (8.1%) <0.01 5 (13.5%) 3 (8.1%) 0.71

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1, TPS: tumor proportion score, CT; Chemotherapy, IO: Immunotherapy, PS-
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group - Performance Status, CNS: central nervous system. Data are
expressed as Median [range] or n (%), as appropriate. p-value was considered significant if < 0.05. * or unknown.
** Eighth Edition of the TNM Classification for Lung Cancer

101



Table 3. Clinicopathological characteristics associated with AXL Expression in NSCLC
patients from the propensity-matched cohort.

AXL expression
Characteristics (n=74)
AXL negative (n = 34) AXL positive (n = 40) p-value
Age (years) 66.5 [53-83] 64 [42-80] 0.78
3{‘;%2;”‘55 index 22.916.8-36.7] 23.6 [13.4-42.3] 0.89
Sex
Female 16 (47.1%) 15 (37.5%) 0.55
Male 18 (52.9%) 25 (62.5%)
Smoking history
Never / Former 25 (73.5%) 27 (67.5%) 0.76
Current smokers 9 (26.5%) 13 (32.5%)
PD-L1 expression (TPS)
Negative* 11 (32.4%) 16 (40%) 0.66
Positive 23 (67.6%) 24 (60%)
Histological sub-type
Non-squamous 26 (76.5%) 29 (72.5%) 0.90
Squamous 8 (23.5%) 11 (27.5%)
Stage *
IIIA/IIIB 2 (5.9%) 3 (7.5%) 0.85
v 32 (94.1%) 37 (92.5%)
Regimen
CT alone 15 (44.1%) 22 (55%) 0.48
I0 +/-CT 19 (55.9%) 18 (45%)
PS-ECOG
0-1 28 (82.4%) 35 (87.5%) 0.77
2 6 (17.6%) 5(12.5%)
Metastatic sites
Liver metastasis 3 (8.8%) 4 (10%) 0.82
CNS metastasis 4 (11.8%) 4 (10%) 0.90

PD-L1: Programmed Death-Ligand 1, TPS: tumor proportion score, CT; Chemotherapy, I0: Immunotherapy, PS-
ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group - Performance Status, CNS: central nervous system. Data are
expressed as Median [range] or n (%), as appropriate. p-value was considered significant if < 0.05.* or unknown.
* Eighth Edition of the TNM Classification for Lung Cancer.
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Supplemental table 1. Multivariate analysis by cox regression models on survival and
progression-free survival among patients in the propensity score matching cohort

Progression-free survival Overall survival

Factors

HR (95% CI) p-value HR (95% CI) p-value
Age (years) 0.98 (0.91-1.05) 0.51 0.97 (0.91-1.05) 0.49
IS_SI-)ECOG 2 (vs 0.84 (0.23-3.08) 0.79 2.71 (0.73-10.03) 0.14
PD-L1 expression
(>50% vs 0- 0.99 (0.97-1.01) 0.17 1 (0.98-1.02) 0.99
49%%*)
CNS metastasis 3.04 (0.34-27.11) 0.32 7.23 (1.23-42.59) 0.03
10 +/-CT 1.63 (0.31-8.54)
(vs CT alone) 4.23 (0.84-21.39) 0.08 0.56
AXL positive 4.16 (135-12.82) 0.01 5.63 (1.75-18.15) <0.01

(vs negative)

HR : Hazard Ratio, CI: Confidence Interval, PS-ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group -
Performance Status, PD-L1: Programmed Death-Ligand 1, CNS: central nervous system, 1O:
Immunotherapy, CT: Chemotherapy. p-value was considered significant if < 0.05. * or unknown
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Figures
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DISCUSSION - CONCLUSION

Dans ce manuscrit, nous démontrons plusieurs points clés concernant la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) et son association avec des profils immunitaires spécifiques.

Nous montrons ainsi que la TEM est intrinsequement liée a un profil immunitaire caractérisé
par l'expression de certaines chimiokines et cytokines propres aux cellules mésenchymateuses.
Explorant la relation entre la TEM et les caractéristiques immunitaires de CBNPC, nous avons
observé des profils distincts de cytokines et chimiokines en fonction des phénotypes
mésenchymateux ou épithéliaux des tumeurs, tant dans les adénocarcinomes bronchiques que
dans les carcinomes épidermoides, tout en établissant un score de TEM applicable aux deux
types de CBNPC. Nous avons également relevé des corrélations significatives et positives entre
la TEM et PD-L1 (CD274), ainsi que d'autres co-inhibiteurs immunitaires, suggérant une
¢vasion immunitaire dans la plupart des tumeurs mésenchymateuses.

Puis nous avons souhaité simplifier et rendre notre concept applicable. La caractérisation de la
TEM a été réduite a deux marqueurs d'intérét : AXL et VIM. VIM est un marqueur canonique
et bien établi des tumeurs mésenchymateuses, tandis qu'AXL est également associ¢ a un
phénotype mésenchymateux, avec l'avantage supplémentaire d'étre une cible thérapeutique
potentielle. Nos recherches ont ensuite révélé que les profils transcriptomiques des tumeurs

exprimant a la fois VIM et AXL <¢taient associés a une probabilit¢é de réponse a
l'immunothérapie plus faible.

Nous discutons ici les deux aspects principaux de cette thése a savoir la pertinence clinique de
la TEM dans le CBNPC comme marqueur d’agressivité et son implication dans la réponse
immunitaire antitumorale avec pour chaque aspect, un focus sur AXL.

La transition épithélio-mésenchymateuse : signature prédictive et agressivité tumorale

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un processus biologique bien connu qui a
fait I'objet de nombreuses études, notamment dans le contexte du cancer. Ce phénomeéne, par
lequel des cellules épithéliales acquicrent des caractéristiques mésenchymateuses, est associé a
une plus grande capacité de migration, d'invasion et de résistance aux traitements. Au fil des
années, la TEM a été largement reconnue pour son rdle clé dans la progression tumorale, la
dissémination métastatique et le développement de résistance aux traitements.

Notamment, plusieurs études soulignent le role de la TEM dans la résistance aux
chimiothérapies couramment utilisées, telles que le cisplatine, le paclitaxel, la gemcitabine et
la vinorelbine [175—-179]. La résistance au cisplatine, principal traitement de premicre ligne du
CBNPC, est particulicrement liée aux caractéristiques mésenchymateuses, comme le
confirment diverses données in vitro et in vivo [180—182]. Il en va de méme pour la résistance
au docétaxel, un médicament de deuxieme ligne [183,184]. Ces processus étant souvent
réversibles, ils offrent des perspectives thérapeutiques.

Au-dela de la prédiction de résistance par la TEM et malgré ces avancées, son application
clinique reste cependant limitée.
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Une des raisons de cet écueil réside potentiellement dans les méthodes de caractérisation de la
TEM, principalement basée sur I’analyse de [’expression de marqueurs moléculaires
spécifiques. Classiquement, la TEM est identifiée par la diminution des marqueurs épithéliaux,
tels que 1'E-cadhérine, Claudines, Occludines, Cytokératines, et 'augmentation des marqueurs
mésenchymateux, comme la vimentine (VIM), N-cadhérine et les facteurs de transcription tels
que Snail, Slug, Twist et ZEB1/2. Ces analyses sont réalisées par immunohistochimie et/ou
PCR quantitative (qPCR). Majoritairement, la caractérisation repose sur des signatures
géniques associées a la TEM, dites "EMT scores", développées pour quantifier ce processus
dans différents types de cancers. Cependant, ces méthodes restent souvent complexes et
difficiles a appliquer en clinique de routine, en raison de la variabilité inter-tumorale et du
manque de standardisation des approches. En témoigne de nombreuses publications rapportant
des tumeurs classés comme mésenchymateuses et associées a des tumeurs cliniquement plus
agressives. Cependant la plupart de ces classifications reposent sur des dizaines [144] voire
centaines de genes [185—-187]. Quelques études sont parvenus a restreindre ces signatures de
TEM a I’expression de quelques cibles comme en témoigne les travaux de Thompson et al.,
rapportant une signature basée sur 6 génes épithéliaux (CDHI1, CDH3, CLDN4, EPCAM, ST14
et MAL2) et 6 génes mésenchymateux (VIM, SNAI2, ZEB2, FN1, MMP2 et AGER) [137].
D’autres travaux similaires sont également parvenus aux mémes résultats sans toutefois
parvenir a réduire ces signatures a quelques cibles transposables en routine.

11 faut toutefois noter que 1’objectif de ces travaux visait a proposer des signatures permettant
de caractériser la TEM dans un type de cancer voire d’identifier une signature de TEM pan-
cancer. Notre approche se détache donc par I’identification de marqueurs associés a la TEM
avec une s€lection de ces marqueurs qui a €té basée sur le postulat a priori d’une pertinence
clinique de AXL comme cible thérapeutique. Cette approche originale en limite donc la portée
sur cet aspect, ne permettant pas d’établir AXL (et VIM) comme marqueur le plus pertinent
pour prédire la TEM bien que statistiquement associée.

AXL, marqueur associé a la transition épithélio-mésenchymateuse et facteur de résistance aux
traitements anticancéreux

Nos investigations ont ensuite confirmé une forte corrélation entre les expressions élevées
d'AXL et VIM et les caractéristiques mésenchymateuses, indiquées par I'expression de genes
associés a la TEM. Cette observation ¢€tait cohérente a travers les lignées cellulaires de CBNPC,
les adénocarcinomes et épidermoides bronchiques, conformément aux rapports antérieurs dans
le CBNPC mutant EGFR et dans de nombreux autres cancers solides [115,149,150]. Les
spécimens AXLIVY/VIM®e¥¢ présentaient systématiquement un score de TEM plus élevé,
indiquant leur nature mésenchymateuse et permettant de simplifier la caractérisation de la TEM
a l'expression de ces deux protéines, renforgant ainsi son applicabilité clinique [151].

Concernant la résistance au traitement, AXL a été suggéré comme un marqueur et un
mécanisme de résistance dans divers types de cancer. Spécifiquement, AXL a été reconnu
comme un facteur clé¢ de médiation de la résistance thérapeutique dans les lignées cellulaires de
cancer de l'ovaire résistantes au cisplatine [164]. Dans une analyse compléte de 643 lignées
cellulaires de cancer humain, AXL était fortement li¢ a un phénotype mésenchymateux résistant
aux cytotoxiques [165]. AXL a démontré son implication dans la résistance a une gamme

112



d'agents cytotoxiques, de rayons ionisants et de diverses thérapies ciblées [166]. Dans le
CBNPC métastatique avec mutations EGFR, I'expression d'AXL a ¢galement été décrite comme
un mécanisme de résistance aux ITKs anti- EGFR [95,96]. Des recherches antérieures ont
¢galement identifi¢ des associations entre l'expression d'AXL et la résistance a d’autres
thérapies ciblées dans le CBNPC, y compris les thérapies liées a ALK, PARP et VEGF/VEGFR
[167-170].

Transition épithélio-mésenchymateuse : mécanisme d'échappement immunitaire

En approfondissant les traits immunitaires associés a la TEM dans les tumeurs pulmonaires,
nous avons constat¢é que les tumeurs mésenchymateuses affichaient globalement une
immunorésistance accrue. Cela se traduisait par des niveaux élevés d'ARNm de plusieurs
inhibiteurs de points de controle immunitaires dans les tumeurs mésenchymateuses
AXLEY/VIMEe¥ vy compris PD-L2, TNFRSF8, LAG3, CTLA4 et TIGIT. La charge
mutationnelle tumorale (TMB), couramment proposé comme marqueur de réponse a 1I’'IO
lorsqu'elle est élevée, variait également en fonction de la TEM : les tumeurs mésenchymateuses
avaient une TMB plus faible que les tumeurs épithéliales, suggérant une moindre réponse
immunitaire intrinseque pour les tumeurs mésenchymateuses [148]. De plus, l'inflammation et
l'activation chronique de I'I[FNy étaient plus impactées dans les tumeurs mésenchymateuses,
comme précédemment rapporté, suggérant que la TEM pourrait favoriser un
microenvironnement immunosuppresseur [153].

En accord avec nos observations, d'autres études ont é¢galement rapporté une relation complexe
entre la TEM et le systéme immunitaire. Par exemple, les traitements anti-PD-1 ont montré une
efficacité¢ dans le cancer urothélial métastatique en présence de cellules T CD8+ effectrices et
d'une TMB ¢levée, tandis que la résistance était corrélée a la signalisation TGFP dans les
fibroblastes, suggérant que le TGF limite 1'immunité antitumorale en empéchant l'infiltration
des cellules T dans les tumeurs mésenchymateuses [106,154]. Des observations similaires ont
¢té publiées dans le mélanome métastatique [140].

L'expression différentielle de chimiokines et cytokines entre les tumeurs mésenchymateuses et
épithéliales a également mis en évidence des profils immunitaires distincts associés a la TEM
dans le CBNPC, notamment avec une réduction de I'infiltration des cellules T dans les tumeurs
mésenchymateuses [146,155]. Considérant ces données et nos observations, cela souligne la
complexit¢ du MET et soutient la capacit¢ des tumeurs mésenchymateuses a créer un
microenvironnement immunosuppresseur et une niche spécifique entravant l'efficacité des
immunothérapies [146,155].

Ainsi, le ciblage de la TEM apparait comme potentiellement pertinent. C’est d’ailleurs cette
stratégie qui est désormais rendue possible par le développement technologique. Il a par
exemple été¢ mené un essai de phase 2 TRAILBLAZER, pour évaluer en néoadjuvant chez des
patients atteints de CBNPC de stade III non résécable, le SHR-1701, une protéine de fusion
bifonctionnelle ciblant PD-L1 et TGFp, avec ou sans chimiothérapie, suivi d'une chirurgie ou
d'une radiothérapie puis d'une consolidation au SHR-1701 (figure 31) [188]. Dans la cohorte
primaire de patients recevant la thérapie combinée néoadjuvante (n = 97), les deux critéres
d'évaluation principaux ont été atteints, avec un taux de réponse objective post-induction de 58
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% (intervalle de confiance [IC] a 95 % : 47—68) et de survie sans événement (EFS) a 18 mois
de 56,6 % (IC a 95 % : 45,2-66,5). Au total, 27 (25 %) patients ont subi une intervention
chirurgicale ; tous ont obtenu une résection R0. Parmi eux, 12 (44 %) réponses pathologiques
majeures et sept (26 %) réponses pathologiques complétes ont été enregistrées. Le taux de
survie sans événement a 18 mois était de 74,1 % (IC a 95 % : 53,2—-86,7) chez les patients opérés
et de 57,3 % (43,0-69,3) chez les patients traités par radiothérapie. Ainsi, le traitement
néoadjuvant par SHR-1701 avec chimiothérapie, suivi d'une chirurgie ou d'une radiothérapie, a
montré une efficacité prometteuse avec un profil de sécurité tolérable chez les patients atteints
d’un CBNPC de stade III non résécable.
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Figure 31 : Principaux résultats de 1’étude de phase 2 TRAILBLAZER, évaluant le SHR-1701
(d’arpes [188]).

AXL comme marqueur clé de la résistance a l'immunothérapie

Souhaitant pallier la principale limite des données précédentes basées sur des analyses
transcriptomiques modélisant une sensibilité théorique a I'immunothérapie, nous avons donc
conduit cette évaluation au travers d’une ¢tude clinique rétrospective. Cette étude a inclus 89
patients ayant recu un traitement de premiere ligne pour un CBNPC métastatique. Nous avons
ainsi démontré que l'expression d'AXL était prédictive d'une moins bonne réponse au
traitement, d'une survie sans progression réduite et d'une survie globale diminuée. Ces
observations étaient spécifiques aux patients sous immunothérapie, sans différence notable pour
ceux traités par chimiothérapie seule. Ces différences significatives ont persisté aprés avoir pris
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en compte les facteurs de confusion pronostiques potentiels par appariement de scores de
propension et analyses multivariées.

A notre connaissance, cette étude est la premiére a démontrer les capacités prédictives de
I'expression d'AXL pour les réponses aux IO en premiere ligne dans le CBNPC métastatique.
Dans le CBNPC, il a été précédemment rapporté que l'expression d'AXL, étudiée par
immunohistochimie avec un seuil de 25% de cellules tumorales, était statistiquement associée
a I'implication des ganglions lymphatiques (p < 0,0001) et a un stade clinique plus avancé (p <
0,0001) [93]. Une étude complémentaire sur des tissus d'adénocarcinomes pulmonaires
réséqués chirurgicalement (n = 88) a évalué¢ les niveaux d'expression de 'ARNm et des
protéines d'AXL et de son ligand Gas6 [94]. Des niveaux élevés d'ARNm/protéine d'AXL et de
protéine Gas6 étaient significativement associés a des caractéristiques clinico-pathologiques
plus défavorables et a un pronostic moins bon (taux de survie a 5 ans : AXL ARNm faible : 72,3
%, ¢élevé : 49,7 %, p = 0,047 ; AXL protéine faible : 77,5 %, élevé : 38,6 %, p < 0,001 ; Gas6
protéine faible : 70,5 %, ¢élevé : 48 %, p = 0,42). Inversement, une expression plus ¢levée de
I'ARNm de Gas6 était corrélée a de meilleures caractéristiques clinico-pathologiques et a un
meilleur pronostic (taux de survie a 5 ans : Gas6 ARNm faible : 59,2 %, ¢levé : 81,8 %, p =
0,054). L'analyse multivariée a indiqué que I'expression élevée de 'ARNm d'AXL pourrait étre
un facteur indépendant de mauvais pronostic (p = 0,04).

De nombreuses études indiquent qu'AXL pourrait étre impliqué dans la résistance aux 10. La
superfamille des récepteurs TAM, composée de TYRO3, AXL et MERTK, joue un role crucial
dans le maintien de 1'homéostasie tissulaire et immunitaire [171]. La dérégulation de la
signalisation des récepteurs TAM a été liée a une gamme de maladies, y compris le cancer, la
fibrose et les infections virales. Par exemple, les récepteurs TAM sont impliqués dans la TEM,
le maintien des phénotypes de cellules souches, la modulation immunitaire, la prolifération,
'angiogenese et la résistance a la fois aux thérapies conventionnelles et ciblées [88,172]. La
TEM a déja été rapportée comme un mécanisme de résistance a divers médicaments et stratégies
thérapeutiques dans le CBNPC [160]. En se liant a son ligand GAS6, AXL module les voies de
signalisation cellulaire et facilite la communication entre les différents éléments du MET, tels
que les cellules cancéreuses, les cellules endothéliales et les cellules immunitaires.

Concernant les stratégies d’inhibition, cibler AXL implique tout d’abord de prendre en compte
le profil de tolérance de cette inhibition. L'inhibition des récepteurs TAM et de leurs ligands
GASG6 et la protéine S1 dépendante de la vitamine K (PROS1) pourraient avoir des effets
indésirables potentiels en clinique. L'inhibition des récepteurs TAM et de leurs ligands peut
compromettre la phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages et les cellules
dendritiques, entrainant I'accumulation de cellules apoptotiques [189]. Des réponses auto-
immunes pourraient ainsi se produire, effets indésirables déja rapportés sous 1O avec un risque
de potentialisation [190]. De plus, l'inhibition des récepteurs TAM pourrait avoir des effets
indésirables potentiels sur la fonction plaquettaire et la coagulation, étant donné que ces
récepteurs régulent la thrombose et 1'hémostase [191]. Dans les essais de phase précoce,
majoritairement conduit en combinaison avec des anti-EGFR, les inhibiteurs de AXL, qu’ils
soient sous la forme d’ITK, d’anticorps bloquants ou conjugués, €taient associés a un profil de
tolérance jugé acceptable sans signal de sécurité particulier [134].
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Des preuves accumulées suggérent qu'AXL est une cible moléculaire prometteuse pour aborder
la résistance aux thérapies et l'immunosuppression. De plus, nous avons observé que les
mutations STK11 semblaient étre plus courantes dans les tumeurs positives pour AXL. Il a été
précédemment rapporté que la présence d'une mutation STK11 était associée a un pronostic
négatif [173]. Ces facteurs soutiennent collectivement l'idée que les tumeurs exprimant AXL
peuvent étre moins réceptives aux 10, comme le suggeérent nos données.

Malgré l'inclusion d'un nombre substantiel de patients, la conception rétrospective et
monocentrique de notre étude représente une limitation. Bien que nous ayons apparié¢ les
patients en utilisant des scores de propension pour tenir compte des variables pronostiques
potentielles, le niveau d'expression de PD-L1 est resté incompleétement équilibré en raison d'un
biais d'inclusion, car les patients recevant une 1O seule doivent avoir une expression de PD-L1
d'au moins 50%. Une étude plus large, prospective et multicentrique serait nécessaire pour
valider ces résultats.

Etant donné que les patients atteints de CBNPC exprimant AXL bénéficient significativement
moins des 10, cette approche pourrait aider a mieux cibler les patients candidats pour ce type
de traitement. Elle pourrait également prévenir l'exposition inutile des patients a une
combinaison de chimiothérapie et d'IO, qui est associée a un risque accru de toxicité. Au-dela
d’écarter les patients d’une option thérapeutique, AXL est un RTK qui est ciblable avec des
stratégies d'inhibition émergentes, comprenant des ITKs et anticorps bloquants [166]. Par
exemple, un essai de phase Il a évalu¢ le Bemcentinib (BGB324), un inhibiteur hautement
sélectif d'AXL, en combinaison avec le Pembrolizumab pour des patients atteints de CBNPC
avancé [174]. Parmi les 29 patients évaluables pour la réponse, 7 ont obtenu une réponse
partielle, soit un taux de réponse de 24%. Chez les patients ayant des tumeurs positives pour
AXL, le taux de réponse objective était de 40%. Parmi les 5 répondeurs pour lesquels le statut
PD-L1 était connu, 4 (80%) étaient soit négatifs pour PD-L1 soit avaient une faible expression
de PD-L1. Pendant la phase 1 de cet essai, la médiane de PFS était de 4,0 mois (IC a4 95% 1,9
— NR) dans I'ensemble, et de 5,9 mois pour les patients positifs pour AXL (n =10 ; 3,0 - NR).
Cibler AXL pourrait donc étre une stratégie précieuse pour les patients, en particulier en
combinaison avec I'1O, afin de prévenir I'évasion immunitaire.

Nos travaux mettent en lumiére que la présence d’une TEM caractérisée par 1’expression de
VIM et AXL est associée a un profil immunitaire défavorable quant a une réponse aux
inhibiteurs de points de contréle chez les patients atteints de CBNPC. De plus, nous avons
montré que I’expression d’AXL dans des tumeurs de CBNPC métastatiques prédisait la
résistance a I'immunothérapie. Ces découvertes pourraient avoir des implications significatives
pour le développement de stratégies clinique personnalisées tout comme le développement
d’approche thérapeutique ciblant AXL en combinaison a I’immunothérapie.
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PERSPECTIVES

Les perspectives de ce travail reposent essentiellement sur la mise en place d’études cliniques
supplémentaires et d’études biologiques sur la tumeur elle-méme pour évaluer pleinement la
pertinence d’AXL comme marqueur de résistance et de permettre ainsi une meilleure prise en
charge des patients atteints de CBNPC.

1. Intérét de AXL dans le CBNPC : point de vue clinique

Concernant l'identification des patients atteints d'un CBNPC métastatique susceptibles de
bénéficier de I'immunothérapie, nos données suggerent que les patients présentant une tumeur
AXL négative seraient ceux qui en tireraient le moins de bénéfice. Cependant, les limites
exposées précédemment nécessitent une confirmation avec une puissance statistique et un
design plus robuste que nous proposons ci-dessous (figure 32).
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Figure 32 : Proposition de design d’une étude observationnelle multicentrique pour confirmer 1’intérét
de AXL pour prédire la réponse a I’immunothérapie, qu’elle soit administrée seule (cohorte A) ou en
combinaison a une chimiothérapie (cohorte B).

De plus, nous n’avons a ce jour aucune données évaluant la prédiction d’un bénéfice a
I’immunothérapie selon 1’expression d’AXL sur les stades non-métastatiques avec exposition
au Durvalumab post-radio chimiothérapie ni méme dans les situations néoadjuvantes. Ces
études doivent étre réalisées.

Anticipant une confirmation de ces données, il pourrait étre envisagé de conduire un essai
randomisé, basé sur 1’expression d’AXL comme biomarqueur servant a identifier la population
cible. Les patients exprimant un PD-L1 > 50% peuvent actuellement recevoir une
immunothérapie seule, ce qui constituerait un bras controle, qui sous-performerait dans notre
hypothése en cas d’expression de AXL par la tumeur. Le bras expérimental proposerait donc la
combinaison d’une immunothérapie avec un inhibiteur d’AXL, dans 1’optique d’antagoniser
ses effets pro-tumoraux et anti-immunitaires (figure 33).
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Figure 33 : Proposition de design d’une étude interventionnelle de phase 2 en cas de PD-L1 > 50% et
expression d’AXL (> 1%) évaluant I’intérét d’un inhibiteur d’AXL en combinaison a une
immunothérapie seule de 1ére ligne.

Ce type de design limite le risque d’interaction clinico-biologique potentiellement observée en
cas de combinaison de le chimiothérapie avec I’immunothérapie. Cela risquerait cependant de
restreindre 1’essai a une sous-population d’effectif limité par les critéres d’une forte expression
du PD-L1 (figure 34). Le design suivant pourrait alors étre envisagé indépendamment de
I’expression du PD-L1 avec cette fois-ci, un bras controle basé sur la chimio-immunothérapie.
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Figure 34 : Proposition de design d’une étude interventionnelle de phase 2 en cas d’expression de
AXL (= 1%), évaluant I’intérét d’un inhibiteur d’AXL en combinaison a une chimio-immunothérapie
seule de 1ére ligne.

Ce design comporte I’avantage d’inclure une population beaucoup plus large mais ajoute la
difficult¢ d’absence de donnée a I’heure actuelle sur la sécurit¢ d’une combinaison
chimiothérapie + immunothérapie + inhibiteur d’AXL. Dans I’ensemble de ces scénarios, il
conviendrait d’établir la meilleure modalité thérapeutique permettant de cibler AXL.

Il reste également a comprendre comment I’expression d’AXL affecte la réponse immunitaire.
Plusieurs hypothéses sont évoquées telle que le défaut de priming, 1’exclusion de cellules
immunitaires du MET, ou encore 1’épuisement lymphocytaire précoce. Des travaux sont ainsi
en cours avec établissement d’un modele ex vivo permettant I’étude de la réponse immunitaire
provenant de tumeurs non-prétraités.
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2. Intérét de AXL dans le CBNPC : point de vue biologique

Les données issues de nos travaux indiquent qu'AXL pourrait jouer un role clé en tant que
biomarqueur prédictif de la réponse a I’immunothérapie dans le carcinome bronchique non a
petites cellules. Pour confirmer ces premicres observations, nous avons exploré les facteurs
anatomopathologiques associés a D’expression d’AXL, notamment les caractéristiques
histologiques ainsi que I’infiltration en cellules immunitaires. Nous avons également souhaité
¢tudier ex vivo la réponse a 'immunothérapie sur des tumeurs. Ces modeles permettent
d’étudier la dynamique des interactions entre les cellules tumorales exprimant AXL et le
microenvironnement immunitaire dans des conditions plus contrélées et imitant les scénarios
cliniques.

2.1. Evaluation d’AXL dans une cohorte de CBNPC localisés

Nous avons examiné l'expression du récepteur AXL au sein de CBNPC a partir de prélévements
non biaisé€s par un échantillonnage spatial li¢ aux biopsies, comme observé dans les stades
métastatiques. Pour ce faire, nous avons identifi¢ 95 CBNPC réséqués chirurgicalement, dont
les caractéristiques principales sont présentées dans le tableau 3.

No. (%) ou moyenne (écart-type)

PD-L1 (%) 20 (32)
Sous-type histologique
Adénocarcinome 50 (52.6%)
Carcinome épidermoide 40 (42.1%)
Autres (pléomorphe) 5(5.3%)
Degré de différenciation
Bien différencié 33 (34.7%)
Moyennement différencié 21 (22.1%)
Peu différencié 41 (43.1%)
Stade *
Stade I 37 (38.9%)
Stade II 24 (25.3%)
Stade 111 28 (29.5%)
Indéterminé 6 (6.3%)

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1, TPS: tumor proportion score. Les données sont exprimées en
médiane (écart-type) ou effectif (pourcentage). * Selon la 8¢me édition de la classification TNM du
cancer pulmonaire.

Tableau 3 : Caractéristiques principales des 95 CBNPC inclus dans I’évaluation d’AXL.

Sur les coupes tissulaires de ces 95 CBNPC, nous avons réalisé une segmentation cellulaire a
I’aide du logiciel d’analyse d’image QuPath. S’en est suivie une classification de I’ensemble
des cellules détectées et une quantification du pourcentage de cellules tumorales positives pour
AXL. Les cellules sont considérées positives lorsqu'elles présentent un marquage membranaire,
selon la méthode dite du TPS (Tumor Proportion Score) (figure 35A). Nos résultats montrent
que I’expression d’AXL allait de 1 a 100% avec une moyenne de 51%. Aucune association
significative n’a été observée entre 1’expression d’AXL et le sous-type histologique en dehors
d’une tendance a I’augmentation pour les carcinomes pléomorphes (figure 35B). Cependant,
I’expression d’AXL était significativement augmentée en cas de tumeur faiblement
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différenciée, en comparaison avec les tumeurs moyennement différenciées (p = 0.048) et bien
différenciées (p < 0.0001) (figure 35C). De facon intéressante, 1’expression de AXL était
¢galement significativement associée avec l’expression de la vimentine par les cellules
tumorales : les tumeurs ayant plus de 50% de cellules tumorales exprimant la vimentine (classe
4) avaient une expression de AXL plus élevée en comparaison avec les tumeurs sans aucune
expression de vimentine par leur cellules tumorales (classe 0) (p <0.0001 ; figure 35D). Aucune
association n’était cependant retrouvée entre I’expression du PD-L1 et de AXL (r=0.186, p =
0.073).
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Figure 35 : AXL est associ¢ a des caractéristiques de tumeurs mésenchymateuses. A. Représentation
d’une tumeur exprimant AXL (figure supérieure) et méthode de quantification (TPS) assistée par
I’outil QuPath (figure inférieure). Niveaux d’expression de AXL selon le sous-type histologique (B),
degré de différenciation (C) et le niveau d’expression de vimentine (D).

Puis nous avons également évalué I’environnement immunitaire des tumeurs pour comparer
une éventuelles différence selon I’expression de AXL par les cellules tumorales. Pour cela un
double marquage CD3 et CD8 a été réalisé pour mesurer le pourcentage de lymphocyte
cytotoxique CD8 avec une distinction entre les compartiments intra-tumoral et péri-tumoral.
Pour chacun des compartiments, 3 zones ont été acquises soit 6 au total par échantillon pour 92
tumeurs ¢évaluables. L’analyse a ¢été réalisée par un logiciel de traitement d’images
(CellProfiler). Il n’était pas observé de variation sur le ratio CD3/CDS, qu’il soit intra-tumoral
(p = 0.63) ou péri-tumoral (p = 0.24) (figure 36).
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Figure 36 : Illustration d’une zone intra-tumorale (panel supérieur) et péri-tumorale (panel inférieur)
avec marquages nucléaire (DAPI), CD3 (vert) et CDS8 (rouge) (panel de gauche) et apres segmentation
par CellProfiler (panel de droite).

Les travaux préliminaires que nous avons réalisés ne semblent pas démontrer de modification
significative du microenvironnement tumoral dans sa composition immunitaire. Toutefois, des
limites ont été identifiées, notamment un biais d'échantillonnage des zones analysées pour
quantifier les marqueurs CD3 et CDS. Pour surmonter ces limitations, une méthode d'analyse
non biaisée a été mise au point, permettant d'étudier I'ensemble de 1'échantillon de maniére plus
exhaustive. Actuellement, nous procédons a une quantification exhaustive des échantillons,
incluant non seulement les marqueurs CD3 et CDS8, mais aussi CD4 et FOXP3, qui sont des
acteurs clés dans la réponse immunitaire. Cette approche nous permettra de cartographier la
composante immunitaire principale associée au CBNPC exprimant AXL.

Avec cette approche complémentaire, nous souhaitons également évaluer l'interaction cellulaire
dans sa dimension spatiale. Nous procédons ainsi a des mesures de distances intercellulaires
(minimales, moyennes et maximales) entre les différentes populations immunitaires d'intérét
(CD3, CDS, CD4, FOXP3) et les cellules tumorales, en fonction de leur niveau d'expression
d'AXL. Cette analyse spatiale permettra de mieux comprendre les interactions potentielles entre
les cellules immunitaires et tumorales, et de déterminer si la proximité des cellules immunitaires
est influencée par I'expression d'AXL, facteur potentiel de modulation du microenvironnement
tumoral.

2.2. Evaluation de la résistance dans un modele de culture ex-vivo par la méthode
« Patient Derived Explant » (PDE)
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Nous avons réalisé la méthode de culture de « Patient Derived Explant » (PDE) sur 20 tumeurs.
Ces cultures de fragments de tissus ont été traitées pendant 3 jours avec les drogues suivantes :
Condition contrdle, Pembrolizumab, Bemcentinib, Ds1205b et les combinaisons
Pembrolizumab + Bemcentinib et Pembrolizumab + Ds1205b. Les caractéristiques des tumeurs
intégrées dans cette analyse sont représentées dans le tableau 4.

No. (%) ou médiane [interquartile]

Age 68 [61-75]
Sexe (F/M) 9/11
PD-L1 (TPS, %) 2 [0-10]
Vimentine (TPS, %) 42 [8-65]
AXL (TPS, %) 20 [5-70]
Sous-type histologique
Adénocarcinome 14 (70 %)
Carcinome épidermoide 525%)
Autres (pléomorphe) 1(5%)
Degré de différenciation
Bien différencié 4 (20 %)
Moyennement différencié 8 (40 %)
Peu différencié 8 (40 %)
Stade *
Stade I 11 (55 %)
Stade II 4 (20 %)
Stade IIT 4 (20 %)
Stade IV 1 (5%)

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1, TPS: tumor proportion score. Les données sont exprimées en
médiane (€cart-type) ou effectif (pourcentage). * Selon la 8¢me édition de la classification TNM du
cancer pulmonaire.

Tableau 4 : Caractéristiques principales des 20 CBNPC inclus dans le modé¢le de culture « PDE »

Nous avons quantifié la prolifération (évaluée par le Ki67) couplée a un double marquage pan-
cytokératines (marquant les cellules épithéliales) en immunofluorescence. Cette méthode nous
a ainsi permis de quantifier la part proliférative de cellules tumorales, rapporté dans la littérature
comme témoin de réponse aux traitements antitumoraux (figure 37A). Nous avons par la suite
considéré un seuil de réduction de 25% de cellules tumorales Ki67 positives pour définir un
effet antitumoral. Il a ainsi été€ observé une expression significativement inférieure de AXL par
les tumeurs en cas de réponse au Pembrolizumab (p < 0.05; figure 37B). Nous avons ainsi
observé 5 tumeurs témoignant d’une réponse au Pembrolizumab. Toutes ces tumeurs avaient
une expression de AXL < 20% (p < 0.05). Ces associations n’étaient pas observées pour le PD-
L1. Les tumeurs ont été classées comme ayant une forte ou faible expression d'AXL, en utilisant
un seuil fixé a la médiane de 20 %. La comparaison des scores de prolifération tumorale (en
comparaison avec la condition contréle) montrait une diminution significative en cas
d’exposition au Bemcentinib avec une réduction du score de prolifération tumorale en cas
d’expression de AXL > 20% (p < 0.05; figure 37C) avec une tendance similaire pour le
Ds1205b (figure 37D).
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Figure 37 : Evaluation de la réponse antitumorale sur modé¢le de culture par PDE. A. Illustration d’une
tumeur AXL négative avec une réponse antitumorale sous Pembrolizumab et sans réponse sous
Bemcentinib (panel de gauche) et tumeur AXL positive sans réponse antitumorale sous
Pembrolizumab et répondant au Bemcentinib (panel de droite). B. Expression de AXL selon la réponse
au Pembrolizumab défini par une réduction d’au moins 25% de la fraction tumorale en prolifération.
C-D. Variation du pourcentage de cellules tumorales Ki67+ (standardisé sur le score de
prolifération de la condition controle) selon I’expression tumorale de AXL apres traitement
par Bemcentinib (C) ou Ds1205b (D).

Puis nous avons exploré I’interrelation entre I’expression tumorale de AXL et la réponse aux
différentes drogues. 16 tumeurs comportaient une mesure réalisable de la fraction proliférative
tumorale a la fois pour les conditions contrdle, Pembrolizumab, Bemcentinib et la combinaison
Pembrolizumab + Bemcentinib. La totalité de ces tumeurs avec une expression de AXL > 20%
ne montraient pas de répondre au Pembrolizumab (n = 8). Sur ces 8 tumeurs, 5 (62.5%)
exhibaient une réponse au Bemcentinib. Enfin, 6 (75%) de ces mémes tumeurs ne répondant
pas au Pembrolizumab en monothérapie démontraient une réponse antitumorale apres
combinaison du Pembrolizumab au Bemcentinib. On notera que 2 tumeurs AXL-positives ne
répondaient ni au Pembrolizumab ni au Bemcentinib en monothérapie mais ont démontré une
réponse antitumorale en cas de combinaison. Inversement, 4 tumeurs avec une expression
tumorale de AXL < 20% (n = 8) montraient une réponse a I’immunothérapie soit 50%. Aucune
de ces mémes tumeurs ne répondait au Bemcentinib. Enfin, la combinaison Pembrolizumab et
Bemcentinib était associée a une réduction du nombre de tumeurs avec réponse antitumorale
passant de 50 pour le Pembrolizumab en monothérapie a 12.5% (n = 1) en combinaison (figure
38).
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Figure 38 : Alluvial plot illustrant I’évolution de la réponse antitumorale selon les différentes
conditions de traitement en fonction du niveau d’expression de AXL par la tumeur initiale.

Enfin, au-dela de la simple présence des cellules immunitaires, leur fonctionnalité constitue un
aspect crucial, rappelant l'importance de caractériser les profils lymphocytaires dits « épuisés »
ou « anergiques ». Nous avons construit un Tissue MicroArray (TMA) de 54 tumeurs, incluant
les 20 tumeurs préalablement traitées par la méthode PDE, en veillant a représenter de manicre
équitable les composantes tumorales et immunitaires. Les échantillons de ce TMA sont en cours
d'analyse par transcriptomique spatiale, grace a une collaboration avec la plateforme de
I'IGBMC (Strasbourg). Cette approche permettra de mieux comprendre 1'état fonctionnel des
populations immunitaires au sein du microenvironnement tumoral, en lien avec I'expression
d'AXL et les réponses immunitaires associées.

La culture par PDE semble ainsi offrir un modéle pertinent pour évaluer la réponse antitumorale
a différentes thérapies, y compris l'immunothérapie, dans un environnement ex vivo. Cependant,
ce modele présente des limitations. En effet, il repose sur la présence de lymphocytes
autologues résidant dans le tissu tumoral d'origine, ce qui restreint I'évaluation de la réponse
immunitaire aux seules cellules présentes dans I'échantillon initial. De plus, il ne permet pas de
contourner les phénoménes d'exclusion immunitaire, notamment dans leur dimension spatiale,
un facteur clé dans la compréhension des interactions complexes entre cellules tumorales et
immunitaires. Pour mieux évaluer la réponse immunitaire, I’utilisation d’un autre modele de
culture a été¢ envisagé. Ce modele consiste en la dissociation des fragments tissulaires et
I’obtention de deux composantes cellulaires, les cellules tumorales d’une part et les cellules
immunitaires d’autre part. Les deux culots recueillis sont alors réunis afin de constituer un
modele d’ex-vivo organoid culture (EVOC).

Nos premiers résultats montrent que cette technique de culture conserve a la fois les populations
cellulaires tumorales et immunitaires (figure 39).
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Figure 39 : Illustration d’une coupe provenant d’un cytoblock a JO apres la méthode de dissociation
du modele EVOC (figure de gauche) et correspondance avec I’architecture de la tumeur initiale (figure
de droite).

Cette méthode de culture semble prometteuse et nous poursuivrons son développement,
ambitionnant de pouvoir reconstituer en organoide des cultures, afin d’étudier la réponse
immunitaire antitumorale.
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CONCLUSION GENERALE

Notre étude ouvre ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques pour le cancer du poumon non
a petites cellules. Nous démontrons pour la premicre fois que l'expression tumorale de la
protéine AXL est associée a une absence de bénéfice de I'immunothérapie par rapport a la
chimiothérapie seule dans le traitement de premiére intention du CBNPC métastatique sans
addiction oncogénique ciblable. L'expression d'AXL pourrait servir de biomarqueur pour
identifier les patients susceptibles de bénéficier de 1'ajout de 1'immunothérapie a leur régime de
traitement et pourrait ¢galement €tre une cible thérapeutique pour restaurer la sensibilité aux
inhibiteurs de points de contrdle immunitaires. Des études cliniques et biologiques
supplémentaires sont nécessaires pour évaluer pleinement la pertinence clinique de ce
biomarqueur, afin de permettre une meilleure sélection des patients et une prise en charge
clinique optimale.
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Biomarqueurs prédictifs de résistance primaire et secondaire aux inhibiteurs de points de controle immunitaires
dans le traitement du cancer bronchique non a petites cellules de stade avancé

L'immunothérapie (10) a transformé le traitement du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC), notamment grace au marqueur PD-L1.
Cependant, I'efficacité de I'lO reste incertaine, avec des résistances primaires ou acquises. La recherche de marqueurs prédictifs de réponse a
I'O est cruciale. Dans le CBNPC, notre équipe a démontré une corrélation entre PD-L1 et la vimentine, associée a la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Nous faisons I'hypothése que la résistance des CBNPC aux anti-PD(L)1 est liée a une polarisation mésenchymateuse.

L'inhibition de la TEM en clinique étant difficile, il est essentiel d'identifier des cibles associées a la TEM avec un potentiel thérapeutique,
notamment le récepteur a tyrosine kinase AXL. L'objectif est d'identifier les mécanismes de résistance a I'l0O dans le CBNPC, avec un focus sur la
TEM et AXL.

Les approches combinent des analyses bioinformatiques et des cultures innovantes de tumeurs primaires. Ces méthodes ont confirmé l'intérét
d'AXL comme marqueur de résistance a I'l0. L'étude des mécanismes d’échappement a I'lO inclut la quantification des contingents cellulaires
immunitaires du microenvironnement tumoral. AXL a été validé comme marqueur prédictif de réponse a I'lO dans une cohorte rétrospective de
patients CBNPC en premiére ligne métastatique.

Ce projet, encadré par une cohorte rétrospective (MR004160420221) de patients CBNPC du CHU de Reims et par la CRB (banque n° AC-2019-
340), valide AXL comme biomarqueur prédictif de la réponse a I'lO. L'étude d'AXL pourrait permettre de mieux identifier les patients bénéficiant
de I'lO pour un CBNPC et d'envisager l'inhibition d'AXL pour prévenir ou lever une résistance a I'l0.

Mots-clés : Poumon, Cancer, Immunothérapie et Cancer, Marqueurs biologiques tumoraux, Transition épithélio-mésenchymateuse.

Predictive Biomarkers of Primary and Secondary Resistance to Immune Checkpoint Inhibitors in the Treatment of
Advanced-Stage Non-Small Cell Lung Cancer

Immunotherapy (10) has transformed the treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC), particularly through biomarkers like PD-L1. However,
10's efficacy remains uncertain, with cases of primary or acquired resistance. Identifying predictive markers for 10 response is crucial. In NSCLC,
our team demonstrated a correlation between PD-L1 and vimentin, associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT). We hypothesize
that NSCLC resistance to anti-PD(L)1 is linked to mesenchymal polarization. Given the challenges of inhibiting EMT clinically, identifying
therapeutic targets associated with EMT, particularly the receptor tyrosine kinase AXL, is essential. Our objective is to identify resistance
mechanisms to 10 in NSCLC, focusing on EMT and AXL.

The approaches used combined bioinformatic analyses and innovative primary tumor cultures. These methods confirmed AXL's interest as a
marker of 10 resistance. The study of immune escape mechanisms includes quantifying immune cell contingents in the tumor microenvironment.
AXL's validation as a predictive biomarker for 10 response was conducted in a retrospective clinical cohort of patients treated with first-line
metastatic 0.

This project, overseen by a retrospective cohort (MR004160420221) of NSCLC patients at CHU de Reims under the supervision of doctoral
candidate Julien Ancel, utilizes material provided by the CRB (bank no. AC-2019-340).

This work validates AXL as a predictive biomarker for 10 response and a potential therapeutic target. Studying AXL could better identify patients
benefiting from 10 for NSCLC and consider AXL inhibition to prevent or overcome 10 resistance.

Keywords : Lung cancer, Immunotherapy, Epithelial-Mesenchymal transition, Biomarker.
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