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LISTE DES ABREVIATIONS

AP : Adénocarcinome canalaire du pancréas

TILs : Tumor Infiltrating Lymphocytes (Lymphocytes infiltrant la tumeur)
Treg : Lymphocytes T régulateurs

CD : Cluster de Différenciation

FoxP3 : Forkhead box P3

CAFs : Cancer-Associated Fibroblasts (Fibroblastes associés au cancer)
aSMA : Alpha-Smooth Muscle Actin

PD-L1 : Programmed Death-Ligand 1

SG : Survie Globale

SSR : Survie Sans Récidive

AJCC : American Joint Commission on Cancer

TMA : Tissu Micro Arrays

HE : Hématoxyline/Eosine

HPF : High-Power Field (Champs de microscope a fort grossissement)
HR : Hazard Ratio

CI : Confidence Interval (Intervalle de confiance)



RESUME

Le pronostic de 1'adénocarcinome canalaire du pancréas est sombre et de nouveaux
traitements sont nécessaires de toute urgence. La résistance au traitement pourrait étre
imputable au microenvironnement tumoral, caractérisé par un stroma desmoplasique
abondant, composé de fibroblastes associés au cancer (CAFs) et de lymphocytes infiltrant la
tumeur (TILs). Le but de cette étude est d’évaluer la valeur pronostique des TILs et des CAFs
chez les patients opérés d’un adénocarcinome canalaire du pancréas gauche.

A l'aide d’un Tissu Micro Arrays (TMA), nous avons effectué une analyse
immunohistochimique des TILs (CD45, CD3, CD4, FoxP3 et CDS8), des CAFs (vimentine et
alpha-smooth muscle actine (aSMA)) et de marqueurs fonctionnels (PD-L1 et Ki67), sur des
pieces opératoires d’adénocarcinomes canalaires du pancréas gauche, chez des patients pris
en charge a I’Hopital Nord et a I’Hopital Européen (Marseille). Nous avons étudié leur
association avec la survie sans récidive (SSR) et la survie globale (SG). Les résultats ont été
obtenus apres analyse quantitative assistée par ordinateur. Les patients ont été classés en deux
groupes, faible et €élevé, en utilisant comme valeur seuil le 75éme percentile.

Quarante trois patients ont été¢ inclus dans 1'étude. Dans cette population, la médiane de la
survie sans récidive et la médiane de la survie globale étaient respectivement de 9 et 16 mois.
Un ratio ¢levé de lymphocytes CD4/CD3 était associé a une moins bonne SSR et une moins
bonne SG (8 mois (p = 0,04) et 13 mois (p = 0,03) respectivement). Un ratio aSMA/
vimentine faible associé¢ a un ratio CD4/CD3 ¢levé, étaient ¢galement corrélés a une moins

bonne survie globale et sans récidive (hazard ratio = 4.07 (1.27-12.01), p=0.02 et hazard ratio



=3.46 (1.22-9.04), p=0.02 respectivement). Aucune association significative n'a été retrouvée
entre Ki67, PD-L1 et la survie.

Un microenvironnement tumoral caractérisé par un rapport lymphocytaire CD4/CD3 élevé et
un ratio aSMA/vimentine faible représente un facteur pronostique associ¢ a une moins bonne

survie chez les patients opérés d’un adénocarcinome canalaire du pancréas gauche.

Mots-clés : Lymphocytes infiltrant la tumeur, fibroblastes associés au cancer,

adénocarcinome canalaire du pancréas, microenvironnement tumoral



INTRODUCTION

L’adénocarcinome canalaire du pancréas (AP) est un probléme majeur de santé
publique. Avec une incidence en constante augmentation, il devrait €tre la deuxiéme cause de
déces par cancer, apres le cancer broncho-pulmonaire, d’ici 2030 1.2, Malgré des efforts
considérables pour en améliorer la prise en charge, son pronostic reste sombre, en raison du
diagnostic tardif, d’une progression tumorale rapide 3, de récidives précoces apres résection
45, de sa résistance aux traitements systémiques et du manque d'options thérapeutiques,
notamment a travers les thérapies ciblées ¢-°. En effet, la chimiothérapie systémique et la
radio-chimiothérapie ne parviennent pas a améliorer de maniere significative la survie des
patients atteints d’un AP 10-14 et le taux de survie globale a 5 ans, tous stades confondus,
reste proche de 5%!15.

Le seul traitement potentiellement curatif repose sur l'exérése chirurgicale associée a une
chimiothérapie adjuvante, mais moins de 20% des patients y sont €ligible, et le taux de survie
globale a 5 ans, dans cette population, peine a dépasser les 20%.

Par conséquent, de nouveaux traitements sont nécessaires, de toute urgence, pour espérer
parvenir a traiter cette pathologie redoutable 16,

La résistance au traitement pourrait étre imputable au microenvironnement tumoral, une
structure complexe dans laquelle interagissent les cellules tumorales, les cellules
immunitaires et les autres cellules du stroma. Le microenvironnement se caractérise
notamment par un stroma desmoplastique abondant, dominé par les fibroblastes associés au
cancer (CAFs), qui interagit avec les cellules cancéreuses et jouent un role important dans le

comportement biologique du cancer, influant ainsi sur la survie des patients 17-19.


https://www.zotero.org/google-docs/?vhob0S
https://www.zotero.org/google-docs/?Hgc0iL
https://www.zotero.org/google-docs/?Dkpbw1
https://www.zotero.org/google-docs/?O74j60
https://www.zotero.org/google-docs/?XHpqDG
https://www.zotero.org/google-docs/?JNN5l1
https://www.zotero.org/google-docs/?MR1d46
https://www.zotero.org/google-docs/?mByPGL

Récemment, une grande hétérogénéité a été observée parmi les sous-types de CAFs, mais
leur role précis et leur signification clinique restent a établir 20-22,

En paralléle, le microenvironnement contient également des lymphocytes infiltrant la tumeur
(TILs) parmi lesquels certains sont dotés de fonctions anti-tumorales. Il a ét¢ démontré que
des sous-types spécifiques de TILs influent sur la progression tumorale et la survie des
patients, dans différents types de cancers 23-38, La quantification, la qualification et la
localisation des TILs permettent d’estimer la survie avec plus de précision que le systéme de
classification TNM de référence dans le cancer colorectal 24, mais leur impact pronostique
dans I’ AP reste encore incertain 39.

Les facteurs pronostiques de I’ AP ont été largement étudiés et beaucoup ont été validés,
notamment les données cliniques, la classification histopronostique (classification TNM), les
caractéristiques histopathologiques (grade histologique, emboles vasculaires et péri-nerveux,
envahissement des marges de résection) et les biomarqueurs circulants (Antigene
Carbohydrate 19-9) 40-42. Cependant, 1'association entre les CAFs, la réponse immunitaire de
'hdte et la survie n’a été que peu étudiée jusqu’a présent 43-47.

Nous nous sommes intéressés aux AP gauche (corps et queue du pancréas) qui seraient plus
agressifs que 1’adénocarcinome céphalique 48. A notre connaissance, une seule étude a
examiné I’influence de la réponse immunitaire sur la survie chez les patients atteints d’un AP
gauche, mais sans prendre en compte I’impact des CAFs 49.

Notre hypothese est que la caractérisation des relations entre les CAFs et les TILs, au regard
de la survie, pourrait permettre une classification des patients dans des sous-groupes
pronostiques plus pertinents, améliorant ainsi leur sélection pour les différentes traitements

disponibles, et éventuellement identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Pour évaluer la valeur pronostique des TILs et des CAFs dans I’ AP gauche, nous avons
¢tudié la corrélation entre l'infiltration lymphocytaire (CD45, CD3, CD4, FoxP3, CDS),
l'expression des CAFs (vimentine, alpha-smooth muscle actin (aSMA)) et la survie (survie
globale (SG) et survie sans récidive (SSR)), chez les patients opérés d’un adénocarcinome

canalaire du pancréas gauche.



MATERIELS ET METHODES

Population (Tableau 1)
Les données de 49 patients opérés d’une pancréatectomie gauche ou d’une
splénopancréatectomie gauche pour adénocarcinome canalaire du pancréas, entre le ler
janvier 2004 et le 30 Novembre 2018, a 'Hopital Nord et a 1'Hopital Européen (Marseille),
ont été¢ examinées. Toutes les données des patients ont été entrées rétrospectivement dans des
bases de données cliniques. Les patients atteints d'une tumeur pancréatique non résécable
chirurgicalement ou éligibles a une chirurgie palliative ont été exclus. Les patients
diagnostiqués avec une tumeur neuroendocrine, un cystadénocarcinome, une tumeur
pseudopapillaire et solide ou des métastases de cancer du rein ont été exclus. Les variables
démographiques (survie globale et survie sans récidive) et le diagnostic anatomopathologique
définitif ont été obtenus a partir d'une base de données prospective avec un examen

rétrospectif supplémentaire du dossier médical.

Suites opératoires
La mortalité postopératoire est définie comme tout décés survenant avant la sortie de 'hopital
ou dans les 90 jours suivant la chirurgie, et n’a pas été prise en compte dans I’analyse
statistique.
Le suivi des patients a été arrété le 1er Mars 2019. La survie a été calculée a partir de la date
de l'intervention chirurgicale jusqu'a la date des dernieres nouvelles. La rechute de la maladie
a ét¢ définie par les signes radiologiques les plus précoces de récidive tumorale au cours de la

surveillance.



Examen anatomopathologique
Tous les comptes-rendus anatomopathologiques ont été réinterprétés conformément a la 8eéme
¢édition de la classification de I’ American Joint Commission on Cancer (AJCC). Les données
suivantes ont été inclus dans 1’étude: taille de la tumeur (T), nombre de ganglions envahis
(N), présence de métastases a distance (M), grade histologique (bien diftérencié¢ G1 -
moyennement différenci¢ G2 - peu différencié¢ G3) , envahissement des marges de résection

(R), présence d’emboles vasculaires et/ou péri-nerveux.

Construction du Tissu Micro Arrays (TMA) et immunohistochimie (Figure 1)
Tous les échantillons tumoraux utilisés pour la construction du TMA ont été fixés dans du
formol tamponné, inclus en paraffine et stockés a une température controlée (18 a 22 °C). En
résumé, la TMA a été préparé comme suit: pour chaque tumeur, deux zones représentatives
ont été délimitées en les encerclant avec un stylo noir permanent, sur les coupes inclus en
paraffine et colorées a ’HE (Hématoxyline/Eosine), afin de guider la réalisation des carottes
dans la paraffine primaire. Les carottes ont été échantillonnées a 1'aide du dispositif de mise
en réseau ALPHELYS (ALPHELY'S, 78370 Plaisir, France). Des carottes de 0,6 mm de
diametre percés dans le bloc donneur ont ensuite été déposés dans le bloc de paraffine
receveur. Des coupes de 4 mm d'épaisseur ont enfin été réalisées sur le bloc receveur, 24
heures avant la réalisation de I’immunohistochimie 50.
Les anticorps suivants ont €té analysés lors de ’immunohistochimie: CD45 (marqueur
lymphocytaire ubiquitaire), CD3 (marqueur des lymphocytes T), CD4 (marqueur des
lymphocytes T auxiliaires), FoxP3 (marqueur des lymphocytes T régulateurs, une sous-
population de lymphocytes T CD4 garants de la tolérance immunitaire par 1’inhibition des

lymphocytes T effecteurs), CD8 (marqueur des lymphocytes T cytotoxiques), vimentine



(marqueurs des cellules stromales, dont les CAFs), aSMA (marqueur des CAFs), Ki67
(marqueur de la prolifération), PD-L1 (protéine exprimée par les cellules de I’'immunité et par
les cellules cancéreuses, modulant leur activation ou leur inhibition). L'immunohistochimie a
¢été réalisée a I'aide d’un automate Ventana Benchmark Autostainer. Les lames ont été

incubées pendant 32 min a 371°C avec les anticorps spécifiques.

Analyse d’images
Les images numériques des lames de TMA colorées par I’immunohistochimie ont été
obtenues a un grossissement fois 20 a I’aide d’un scanner NanoZoomer 2.0-HT whole slide
imager (Hamamatsu). Une analyse quantitative assistée par ordinateur pour CD45, CD3,
CD4, FoxP3, CD8, vimentine et aSMA a été réalisée a I'aide du logiciel Calopix (Tribvn)
avec deux algorithmes différents. L'outil «TMA Crop and Score» a permis d'individualiser les
marquages immunohistochimiques de chaque patient, et I'algorithme «Morphometry» a
permis de créer une ROA (région d'analyse) et une quantification de la coloration. Cette
quantification est basée sur la segmentation des images en fonction des seuils de luminance et
de teinte, et sur des algorithmes morpho-mathématiques. Les résultats ont ét¢ donnés en
surface de tissu (um?). La quantité de TILs et de CAFs a été exprimée en pourcentage, sur la
base du rapport surface totale de tissu segmenté sur surface totale de tissu (um?/pum?).
Ensuite, nous avons calculé les ratios des différents sous-types de TILs (CD3/CD45; CD4/
CD3; CD8/CD3; CD4/CD8; FoxP3/CD3; FoxP3/CD4; FoxP3/CD8) et des différents sous-
types de CAFs (aSMA/vimentin). Enfin, nous avons classé¢ les patients en deux groupes,
selon la quantité de chaque sous-type de TILs et de CAFs, faible ou élevé, en utilisant la

valeur du 75¢me percentile comme seuil.

10



Pour PD-L1, nous avons utilisé¢ une approche qualitative (et un comptage manuel) afin
d’établir deux groupes de patients selon I’expression ou non de la protéine a la surface des
cellules.

Pour Ki67, nous avons utilisé une approche semi-quantitative (et un comptage manuel) afin
d’établir deux groupes de patients selon 1I’expression ou non du marqueur a la surface des
cellules. Le groupe de patients chez qui le marqueur était exprimée a ensuite été subdivisé en
cinq sous-groupes différents (en fonction du nombre de mitoses par 10 champs de
microscope a fort grossissement (HPF)) (classification utilisée pour des tumeurs
neuroendocrines et les cancers du sein) 51: 1: >0 et <5 ;2: >5et <10 ; 3: >10 et <15 ; 4:

>15 et <20 ; 5: >20.

Analyses statistiques
Une analyse descriptive a d'abord été réalisée. Les variables continues ont été exprimées sous
forme de médianes (intervalles) et les variables catégorielles sous forme de nombres et de
pourcentages. Les associations entre les données cliniques et les données
immunohistochimiques ont été analysées au moyen du test du 2 lorsqu'il était disponible ou
du test de Fisher dans les autres cas. Des analyses de survie globale et de survie sans récidive
ont été effectuées a 1'aide de la méthode de Kaplan-Meier pour estimer les taux de survie dans
le temps et a 1'aide du test du logrank pour comparer les distributions de survie. Le modele de
régression de Cox a été utilisé pour estimer les hazard ratios (HR) et leurs intervalles de
confiance a 95% (IC a 95%). La correction de Firth a été appliquée pour tenir compte de la
petite taille de I’échantillon. Tous les tests étaient bilatéraux. Une valeur p <0,05 était

considérée comme significative. L'analyse a été réalisée a l'aide du logiciel R.
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RESULTATS

Caractéristiques clinicopathologiques et procédures chirurgicales
Au total, 43 patients ont été inclus dans I'étude. Le suivi médian était de 16 mois (intervalles:
3-130). Le Tableau 1 résume les caractéristiques clinicopathologiques des patients et les
procédures chirurgicales. En résumé, seize patients (37,21%) étaient des femmes et la
moyenne d’age était de 68 ans (45 a 87 ans). Dix patients (23,26%) ont recu un traitement
néoadjuvant. Chez dix patients (23,26%), une résection élargie a des organes adjacents «en
blocy» a été nécessaire (veine porte (n = 2); tronc coeliaque (n = 1); duodénum (n = 2);

estomac (n = 4); colon ( n = 2); rein (n = 4) et glande surrénale (n = 6)).

Examen anatomopathologique
Les résultats des examens anatomopathologiques des pi¢ces opératoires sont résumés dans le
Tableau 1. La taille tumorale moyenne était de 30 mm (intervalles: 5-80 mm). Dix-sept
(39,53%) ont été classées stade I, dix-neuf (44,2%) stade II, cinq (11,6%) stade III et deux
(4,6%) stade I'V. Une résection curative (R0) a été réalisée chez 35 patients (81,4%). Un
envahissement ganglionnaires a €té retrouvé chez 25 patients (58,1%) et 28 tumeurs étaient

bien différenciés (65,1%).

Corrélation entre variables clinicopathologiques, TILs et CAFs
Les résultats de la corrélation des différentes variables sont résumés dans le Tableau 2. En
résumé, un taux élevé de CD3 était associé a des caractéristiques histopathologiques
favorables: petite taille tumorale (p = 0,02) et absence d’emboles vasculaires (p = 0,04). Un

rapport FoxP3/CDS élevé était associé a une tumeur peu différenciée (p = 0,04) (dont le
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pronostic est défavorable). Il n'y avait pas de corrélation significative entre les variables
clinicopathologiques et les taux de lymphocytes CD4, CDS, FoxP3, ainsi qu’avec les ratios

CD4/CD3 et aSMA/vimentine (Tableau 2 complet).

Survie globale
La durée médiane de la SG et les taux de SG a 1, 3 et 5 ans dans la population (n =43)
¢taient respectivement de 16 mois et 72,1%, 33,6% et 10,5% (Figure 2A). Une analyse
univariée des caractéristiques clinicopathologiques a permis de montrer que la taille tumorale
¢tait associée a une moins bonne SG (HR> 1; p = 0,0014) (Tableau 3). Les analyses
univariées des sous-types de TILs, des ratios de TILs et des CAFs sur la survie, ont révélé
que le ratio lymphocytaire CD4/CD3 était le seul facteur pronostique associé de manicre
significative a la SG (médiane de survie pour le ratio CD4/CD3 faible: 27 mois contre 13

mois pour le ratio CD4/CD3 ¢élevé; p = 0,03) (Tableau 4 et Figure 3A).

Survie sans récidive
La durée médiane de SSR et les taux de SSR a 1, 3 et 5 ans dans la population étaient
respectivement de 9 mois et 37,2%, 18,4% et 9,2% (Figure 2B). Une analyse univariée des
caractéristiques clinicopathologiques a montré que la taille tumorale était associée a une
moins bonne SSR (HR> 1; p=0,0012) (Tableau 3). Les analyses univariées des sous-types
de TILs, des ratios de TILs et des CAFs sur la survie ont révélé que le ratio lymphocytaire
CD4/CD3 ¢tait le seul facteur pronostique associ¢ de maniere significative a la SSR (médiane
de survie pour le ratio CD4/CD3 faible: 11 mois contre 8 mois pour le ratio CD4/CD3 élevé;

p =0,04) (Tableau 4 et Figure 3B).
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Influence des fibroblastes associés au cancer (CAFs) sur les lymphocytes infiltrant
la tumeur (TILs)
Lorsque nous avons étudi¢ I’influence des CAFs sur les TILs (Tableau 5 et Figures 4 A, B),
nous avons constaté qu’un ratio aSMA/vimentine faible et un ratio lymphocytaire CD4/CD3

¢leve, étaient associés a une survie globale et une survie sans récidive plus faibles (HR = 4.07

(1.27-12.01), p=0.02 et HR = 3.46 (1.22-9.04), p=0.02 respectivement).
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DISCUSSION

L'adénocarcinome canalaire du pancréas est une tumeur hétérogene et la survie a long
terme des patients atteints varie en fonction de ses caractéristiques intrinséques, de ses
caractéristiques histologiques et de la classification anatomopathologique 52.

La biologie moléculaire a révél¢ la grande hétérogénéité des cancers, et notamment celle du
pancréas 53-56, Le systéme de classification TNM de 1'AJCC représente actuellement le seul
facteur pronostique utilisé en pratique clinique pour évaluer la survie a long terme des
patients opérés d’un cancer du pancréas. Cependant, sa capacité a prédire de maniere
cohérente la survie des patients est limitée, avec une importante hétérogénéité au sein des
classes pronostiques ainsi définies 7. L’ AP se caractérise par un stroma trés dense (60 a 90%
du volume tumoral) 58 au sein duquel on observe une faible concentration de cellules
tumorales. Peu d'études suggerent que le stroma joue un réle dans la régulation de la
progression tumorale 59-62,

Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TILs) représentent une part fonctionnelle du stroma. Le
role des TILs a été décrit ces dix derniéres années, en démontrant leur influence favorable sur
le pronostic dans plusieurs types de cancers 63.64, Dans un contexte de médecine de précision,
les thérapies ciblées, y compris les immunothérapies, suscitent un vif intérét en raison de
leurs résultats remarquables dans le traitement d'autres cancers (mélanome 5, poumon ¢, sein
67, colon 98). Cependant, leur role dans le traitement de I’ AP reste a ce jour tres limité ©9.

Il est donc essentiel de caractériser précisément le stroma tumoral et sa relation avec la
réponse immunitaire afin de mettre au point des traitements combinés pour surmonter cette

résistance.
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Le but de notre étude était de déterminer si les TILs et les CAFs pourraient devenir des
facteurs pronostiques supplémentaires chez les patients opérés d’un adénocarcinome
canalaire du pancréas gauche.

Nos résultats ont montré que la survie apres résection était a) abaissée lorsque le ratio
lymphocytaire CD4/CD3 était élevé, avec des médianes de survie globale et de survie sans
récidive de 13 et 8 mois respectivement, et que b) I'association d'un ratio lymphocytaire CD4/
CD3 élevé avec un ratio aSMA/vimentine faible était également un facteur pronostique
péjoratif.

Dans notre étude, nous avons choisi d’inclure exclusivement les adénocarcinomes canalaires
du corps et de la queue du pancréas pour trois raisons: premiérement, en raison d’une survie
potentiellement différentes de celle des autres localisations pancréatiques (isthme, téte,
uncus) 48; deuxiemement, afin d’éviter toute confusion potentielle avec d'autres cancers péri-
ampullaires, tels que le cholangiocarcinome du bas cholédoque, 'ampullome dégénéré et les
cancers du duodénum; et troisi¢mement, pour éviter les biais liés aux modifications récentes
dans I'examen anatomopathologique des piéces opératoires de pancréaticoduodénectomie
(envahissement de la marge de résection 70.71),

Les protagonistes essentiels du systéme immunitaire anti-tumoral sont les lymphocytes T
(LT). Les LT CD4 sont des lymphocytes T auxiliaires dotés d'une double fonction: produire
des cytokines qui vont orchestrer la réaction immunitaire, et ordonner le relargage d’anticorps
aux lymphocytes T et aux lymphocytes B cytotoxiques.

Parmi les LT CD4, les lymphocytes T régulateurs (Treg) expriment de maniere constitutive le
marqueur FoxP3 et constituent un sous-type particulier. Les Treg sont impliqués dans le
maintien de la tolérance périphérique et la prévention des maladies auto-immunes. Ils

suppriment l'activation, la prolifération et les fonctions effectrices d'un large éventail de
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cellules immunitaires, notamment les LT CD4 et les LT CDS8 cytotoxiques. Les Treg
reconnaissent spécifiquement les antigénes associés aux tumeurs et peuvent supprimer la
réponse immunitaire dirigée contre les cellules tumorales.

Les LT CD8 + sont des LT cytotoxiques capables de détruire une cellule exprimant des
signaux «anormauxy, tels que des cellules infectées ou les cellules malignes, notamment via
la sécrétion de Granzyme B, une protéase induisant I'apoptose des cellules cibles 72.

A ce jour, les travaux ayant décrit I'impact pronostique des TILs dans 1’ AP restent discordants
(Tableau 6). En effet, seuls quelques-uns ont montré que les infiltrats lymphocytaires CD3
43477375 CD4 46,7476 FoxP3 32454649 ou CD8 46:47.49.74.75.77 considérées s€parément ou sous la
forme de ratios, étaient associés a la survie. Contrairement a ces études, nous n'avons pas pu
mettre en évidence d'association significative entre les sous-types de TILs et la survie
lorsqu'ils étaient analysés séparément. Mais nous avons identifié¢ une corrélation entre une
infiltration élevée de CD3 et des caractéristiques pathologiques favorables (petite taille
tumorale et absence d’emboles vasculaires - Tableau 2).

Cependant, dans une revue systématique de la littérature avec méta-analyse, portant sur
l'influence pronostique des TILs dans le cancer, Gooden ef al. 3° ont souligné la nécessité
d'examiner les lymphocytes en tant que ratios plutdt qu’isolément.

Ainsi, dans notre étude, nous avons pu mettre en évidence une corrélation entre un ratio
lymphocytaire FoxP3/CD8 élevé et une faible différenciation tumorale (Tableau 2),
caractéristique histologique associée a une moins bonne survie. Nous avons ensuite établi
qu’un ratio CD4/CD3 ¢levé était associ€ a une moins bonne survie. Les autres ratios (CD3/
CD45, CD8/CD3 et CD4/CDS8) n’ont pas montré d’association significative avec la survie.
Pour approfondir nos résultats, nous avons analysé les Treg (FoxP3) seul ou sous forme de

ratios (FoxP3/CD3; FoxP3/CD4; FoxP3/CD8). En effet, Hwang et al.4% ont découvert, chez
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30 patients opérés d’un AP du pancréas gauche, qu'un faible ratio lymphocytaire Foxp3/
granzyme B était associé a une meilleure survie. Dans notre cohorte de patients, nous avons
constaté que le rapport FoxP3/CDS était associé de manicre presque significative a la survie
sans récidive (p = 0,08) (Tableau 4). Ces résultats démontrent que les lymphocytes FoxP3,
par leur action immunosuppressive, influencent le comportement tumoral et, par conséquent,
la survie.

Outre les TILs, les CAFs constituent également une entité du microenvironnement. L’ impact
des CAFs sur la survie a déja été décrit, mais il n’est pas encore clairement établie s’ils sont
liés a un meilleur 78 ou bien a un moins bon pronostic 7, en raison de leur hétérogénéité 21.22,
Les fibroblastes (et d'autres cellules stromales telles que les cellules endothéliales ...)
expriment la vimentine 80, mais les fibroblastes en contact avec les cellules tumorales
expriment également aSMA 81.

Etant donné la prépondérance du microenvironnement dans les AP, nous avons étudié la
corrélation (et la valeur pronostique) des CAFs et des TILs. Une étude récente, incluant 385
patients opérés d’un AP, a mis en évidence une signature pronostique intégrant des sous-types
lymphocytaires (CD3, CD4, CD8, CD68 et CD206 TILs) et le stroma (aSMA et collagene de
type I), permettant de stratifier les patients en fonction de leur survie 43. Dans notre étude,
nous avons constaté que les patients qui combinent un faible ratio aSMA/vimentine et un
ratio €élevé de lymphocytes CD4/CD3 avaient un pronostic plus sombre (Tableau 5 et Figure
5).

Pour apprécier la réponse immunitaire et I’activité tumorale d’un point de vue fonctionnel,
nous avons analysé nos échantillons avec des anticorps dirigés contre PD-L1 et Ki67. La
surexpression de PD-L1 par les cellules tumorales a été retrouvée dans un certain nombre de

cancers, et le blocage de la voie PD1-PD-L1 constitue une approche thérapeutique
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prometteuse en oncologie 82. En effet, la voie PD1 joue un réle majeur dans la régulation des
réponses immunitaires & médiation cellulaire. Elle atténue 1'activation des lymphocytes,
favorise le développement et la fonction des LT régulateurs et altére la réponse immunitaire
des cellules T anti-tumorales. Seules quelques études ont montré une corrélation entre la
surexpression de PD-L1 et une moins bonne survie chez les patients atteints d'un cancer du
pancréas 8. L'expression de PD-L1 n'était pas corrélée a la survie dans notre population,
probablement en raison de la petite taille de 1'échantillon.

Ki67 est un marqueur de la prolifération qui permet d’établir une classification histo-
pronostique dans le cancer du sein et les tumeurs neuroendocrines 5184, Nous avons étudié
son expression dans notre population, mais nous n'avons pas trouver d’association avec a la
survie.

Notre étude a plusieurs limites. Tout d’abord, la détermination des seuils afin de dichotomiser
les patients a I’intérieur d’une population, différe largement dans la littérature. Certaines
¢tudes utilisent des percentiles, des tertiles ou la médiane, tandis que d'autres utilisent une
approche qualitative (absence ou présence), ou bien ne signalent tout simplement pas de
seuil. Notre analyse statistique était basée sur le seuil du 75¢me percentile. Cela a permis de
diviser la population en deux groupes (¢élevé et faible) en fonction de la quantité de TILs et de
CAFs. Mais cette classification ne refléte que le profil de la population de 1'étude et n'est
donc pas reproductible. I1 est possible que, dans des études antérieures (comme dans la
noétre), cette dichotomisation est secondaire au manque de résultats obtenus avec d'autres
techniques statistiques. La méthodologie est-elle a I'origine de I'hétérogénéité des résultats
concernant I'impact des TILs et des CAFs sur la survie?

Enfin, notre étude est limitée par son caractere rétrospectif et, essentiellement, par la taille de

sa population. Pour analyser I'importance de la réponse immunitaire dans I’adénocarcinome
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canalaire du pancréas, connu pour son caractére peu immunogene et immunosuppressif, il

apparait nécessaire d’étudier un nombre important de patients.
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CONCLUSION

Nos résultats suggerent qu’un rapport lymphocytaire CD4/CD3 ¢€levé est associé a une
moins bonne survie globale et sans récidive chez les patients opérés d’un adénocarcinome
canalaire du pancréas gauche. Nous avons également constaté que I’association d'un ratio
aSMA /vimentine faible et d’un ratio lymphocytaire CD4/CD3 ¢élevé est associée a une moins
bonne survie globale et sans récidive.

Ces résultats corroborent ceux d’études préexistantes et plaident en faveur de la poursuite des
recherches concernant 1’influence du microenvironnement sur la survie dans le cancer du
pancréas.

Dans un contexte de médecine de précision, des thérapies ciblées ayant pour cible le
microenvironnement tumoral, promouvant la réponse immunitaire de 1'hote par le remodelage
du stroma, pourraient améliorer la survie des patients atteints d’un adénocarcinome canalaire

du pancréas gauche.
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LEGENDES DES FIGURES

Figure 1 : Photographies représentant les sous-types de TILs (a-d) et de CAFs (e-h), par
quantité : CD3 ¢élevée (a) et faible (b); CD4 ¢levée (c) et faible (d); vimentine ¢levée (e) et
faible (f); aSMA ¢levée (g) et faible (h) (grossissement d'origine x20)

Figure 2 : Courbes de Kaplan-Meier représentant la survie globale (A) et la survie sans
récidive (B) de la population globale

Figure 3 : Courbes de Kaplan-Meier représentant la survie globale (A) et la survie sans
récidive (B), selon le ratio (¢levé ou faible) lymphocytaire CD4/CD3, de la population
globale

Figure 4 : Courbes de Kaplan-Meier représentant la survie globale (A) et la survie sans
récidive (B), selon le ratio (élevé ou faible) lymphocytaire CD4/CD3, chez les patients
présentant un ratio aSMA/vimentine faible

Figure 5 : Schéma synthétisant la relation entre TILs et CAFs dans I’adénocarcinome du

pancréas gauche
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LEGENDES DES TABLEAUX

Tableau 1 : Caractéristiques de la population
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Figure 1. Representative microphotographs show high (a) and low (b) CD3; high (c) and low (d)
CD4 posttive TILs;, high (&) and low (f) vimentin (stromal cells including fibroblasts); high (g) and
low (h) aSMA (CAFs) (original magnification x20)




Table 1. Patients characteristics

Age at diagnosis, median (range) 68 (45-87)
<60y 10 (23.26%)
>60y 33 (76.74%)
Gender
Female 16 (37.21%)
Male 27 (62.79%)
Surgical procedure
Distal pancreatectomy 43 (100.00%)
En-bloc resection 10 (23.26%)
AJCC/UICC classification (8th edition)
Pathological tumor size (mm), median (range) 30 (5-80)
T1 (Z2cm) 13 (30.23%)
T2 (>2cm, <4cm) 17 (39.53%)
T3 (>4cm) 12 (27.91%)
T4 (arterial involvement*) 1(2.33%)
Pathological lymph node status
NO (0) 18 (41.86%)
N1 (1-3) 21 (48.84%)
N2 (>4) 4(9.30%)
Distant Metastases
MO 41 (95.35%)
Ml 2 (4.65%)
TNM Stage
I 17 (39.53%)
I 19 (44.19%)
I 5(11.63%)
v 2 (4.65%)

Histopathological examination

Resection margin status

RO 35 (81.40%)

R1 8 (18.60%)
Histologic grade

Well differentiated (G1) 28 (65.12%)

Moderately differentiated (G2) 8 (18.60%)

Poorly differentiated (G3) 7 (16.28%)
Microscopic vascular invasion

Yes 24 (55.81%)

No 19 (44.19%)
Perineural invasion

Yes 36 (83.72%)

No 7(16.28%)

Neo adjuvant & Adjuvant therapy
Neo adjuvant therapy

Yes 10 (23.26%)

No 33 (76.74%)
Adjuvant therapy

Yes 42 (97.67%)

No 1(2.33%)

*arterial involvement : Tumor involves the celiac axis, the common hepatic artery or the
superior mesenteric artery



Figure 2. Kaplan-Meier curves for OS (A) and DFS (B) of 43 left-sided PDAC patients
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Table 2. Correlation between clinicopathological variables, TILs and CAFs

CD3 FoxP3/CD8
Characteristics Low,n (%) High, n (%) p value Low,n (%) High, n (%) p value
Age at diagnosis 0.0917 0.4086
<60y 5(15.63) 5(45.45) 9(28.13) 1(9.09)
>60y 27(84.38) 6(54.55) 23 (71.88) 10 (90.91)
Gender 1.0000 0.7190
Female 12 (37.50) 4(36.36) 11(34.38) 5(45.45)
Male 20 (62.50) 7(63.64) 21 (65.63) 6(54.55)
AJCC/UICC classification (8th edition)
Pathological tumor size 0.0182 0.8672
T1 (<2cm) 6(18.75) 7(63.64) 10(31.25) 3(27.27)
T2 (>2cm, <4cm) 16 (50.00) 1(9.09) 13 (40.63) 4(36.36)
T3 (>4cm) 9(28.13) 3(27.27) 8(25.00) 4(36.36)
T4 (arterial involvement*) 13.13) 0(0.00) 13.13) 0(0.00)
Pathological lymph node status 0.7633 0.0897
NO (0) 13 (40.63) 5(45.45) 14 (43.75) 4(36.36)
N1 (1-3) 15 (46.88) 6(54.55) 17 (53.13) 4(36.36)
N2 (>4) 4(12.50) 0(0.00) 1(3.13) 3(27.27)
Distant Metastases 1.0000 1.0000
MO 30(93.75) 11 (100.00) 30(93.75) 11 (100.00)
M1 2(6.25) 0(0.00) 2(6.25) 0(0.00)
TNM Stage 0.5340 02723
1 12 (37.50) 5(45.45) 14 (43.75) 3(27.27)
I 13 (40.63) 6(54.55) 14 (43.75) 5(45.45)
11 5(15.63) 0(0.00) 2(6.25) 3(27.27)
v 2(6.25) 0(0.00) 2(6.25) 0(0.00)
Histopathological examination
Resection margin status 0.6563 0.4010
RO 25(78.13) 10(90.91) 27 (84.38) 8(72.73)
Rl 7(21.88) 1(9.09) 5(15.63) 3(27.27)
Histologic grade 1.0000 0.0371
Well differentiated (Gl) 21(65.63) 7(63.64) 24(75.00) 4(36.36)
Moderately differentiated (G2) 6(18.75) 2(18.18) 5(15.63) 32727
Poorly differentiated (G3) 5(15.63) 2(18.18) 3(938) 4(36.36)
Microscopic vascular invasion 0.0383 0.7279
Yes 21 (65.63) 3(27.27) 17 (53.13) 7(63.64)
No 11 (34.38) 8(72.73) 15 (46.88) 4(36.36)
Perineural invasion 0.3470 1.0000
Yes 28 (87.50) 8(72.73) 27 (84.38) 9(81.82)
No 4(12.50) 3(27.27) 5(15.63) 2(18.18)
Neo adjuvant & Adjuvant therapy
Neo adjuvant therapy 0.6983 0.4086
Yes 7(21.88) 3(27.27) 9(28.13) 1(9.09)
No 25(78.13) 8(72.73) 23 (71.88) 10 (90.91)
Adjuvant therapy 1.0000 02558
Yes 31(96.88) 11 (100.00) 32 (100.00) 10 (90.91)
No 1(3.13) 0(0.00) 0(0.00) 1(9.09)

Bold values are statistically significant.



Table 2.C ion between clinie variables, TILs and CAFs
3 cne D8 FoxP3 CD4/CD3 FoxP3/CD8 ‘Alpha SMA/Vimentine
Characteristi Low,n (%) High, n (%) pvalue Low.n (%) High,n (%) pvalue Low,n (%) High,n (%) pvalue Low,n (%) High,n (%) P value Low,n (%) High,n (%) P value Low,n (%) High,n (%) P value Low,n (%) High, n (%) pvalue
‘Age ot disgnosis 00917 00017 00017 10000 10000 04086 06983
<6ty 5(15.63) 5@s45) 5(15.63) 5(5.45) 5(1563) 5(5.43) 8500 2018.18) 8500 2018.18) 908.13) 10.09) 70188 3@127)
~60y 27(3438) 6(5455) 27(8438) 6(5455) 27(8438) 6(3455) 24/(75.00) 9(81.82) 24(75.00) 9(81.82) 23(71.88) 109091) 25(78.13) 8(2.73)
Gender 10000 04902 10000 02781 10000 0719 04942
Female 12(37.50) 4(3636) 13 (40.63) 3@ 12(37.50) 4(36.36) 10(1.25) 6(5455) 12(37.50) 4(36.36) 11(34.38) 5(4545) 13 (40.63) 3@
Male 20(6250) 7(6364) 19(59.38) 8(273) 20(62:50) 7(63.64) 22(68.75) 5(45.43) 20 (62.50) 7(63.64) 21(6563) 6(5455) 19(5938) 8273
AJCCIUICC elassification (8th edition)
Pathological tumor size 0.0182 05618 02590 09323 0.1205 08672 07160
T (<2em) 6(1875) 7(63.64) §(25.00) 5@545) 7188) 6(5455) 908.13) 4(3636) 12(37.50) 10.09 10(31.25) 3e12m 113438) 2(18.18)
T2 (>2m, <dem) 16(50.00) 1009 14@375) 30727 1443.75) 30120 13.40.63) 4(36.36) 126750 5(4545) 1340.63) 4(3636) 12(3750) 5@545)
T3 (vdem) 9(2813) 3@ 9(2813) 3@ 10(31.25) 201818) 9(28.13) 3@121) 8(25.00) 4(36.36) 8(25.00) 4(36.36) 82500 4(36.36)
T4 (arterial involvement*) 16.13) 0(000) 16.13) 0(000) 16.13) 0(0.00) 16.13) 0(0.00) 0(0.00) 10.09) 16.13) 0(0.00) 16.13) 0(0.00)
Pathological lymph node status 07633 04086 05392 00769 0.4086 00897 10000
No©) 13 (40.63) 5(45.45) 1443.75) 4(3636) 12(37.50) 6(5455) 15 (46.88) 3@1n 144375) 4(3636) 144375) 4(3636) 1340.63) 5@5.45)
NI(13) 15(46.55) 6(5455) 1443.75) 7(63.64) 16(5000) 5@s45) 16(5000) 5@s4s) 14375 7(6364) 17(3.13) 4(36.36) 16(50.00) 5(@s45)
N24) 4(1250) 0(0.00) 4(12.50) 0(000) 4(12.50) 0(0.00) 16.13) 3@121) 4(1250) 0(000) 16.13) 3@127) 3038) 1009)
Distant Metastases 10000 04507 10000 10000 04507 10000 10000
Mo 30(93.75) 11(100.00) 319688) 109091) 30(93.75) 11(100.00) 30(9375) 11(100.00) 31(96.58) 1090.91) 30(9375) 11(100.00) 30(9375) 11(100.00)
il 2(625) 0(0.00) 1613) 1009 2(625) 0(0.00) 2(625) 0(0.00) 16.13) 1009 2(625) 0(0.00) 2(625) 0(0.00)
TNM Stage 05340 04273 04773 02723 06600 02723 09375
I 12(37.50) 5(5.45) 13 (40.63) 4(3636) 1(3438) 6(54.55) 144375 3@121) 14(4375) 3@12n) 14(8375) 3@127) 13.4063) 4(3636)
n 1340.63) 6(5455) 1340.63) 6(5455) 14375) 5@5.45) 14@3.75) 5(545) 13.(40.63) 6(3455) 14(8375) 5@545) 13.(40.63) 6(5455)
m 5(15.63) 0(0.00) 5(15.63) 0(0.00) 501563) 0(0.00) 2(625) 3e1n 4(1250) 1009 2(625) 3127 401250 1009)
v 2(625) 0(000) 1613) 1009) 2(625) 0(000) 2(625) 0000) 16.13) 1009 2(625) 0(0.00) 2(625) 0000
Histopathological examination
Resection margin status 06563 0.0900 00900 04010 04010 04010 06563
RO 25(78.13) 109091) 24(75.00) 11(100.00) 24(75.00) 11(100.00) 27(8438) 8(273) 27(8438) 8(2.73) 27(8438) 8(273) 25(78.13) 109091)
Rl 70188) 1009) 8(25.00) 0(000) 82500 0(0.00) 5(1563) 3e12n 5(1563) 3e1an 5(1563) 3127 7188 1009)
Histologic grade 10000 10000 07731 06823 06016 0.0371 10000
Welldifferentiated (GI) 21(65.63) 7(63.64) 21(65.63) 7(63.64) 20(62:50) 8(2.73) 21(65.63) 7(63.64) 2(68.75) 6(34.55) 24/(75.00) 4(3636) 21 (65.63) 7(6364)
Moderately differentiated (G2) 6(1875) 2(18.18) 6(1875) 2(18.18) 7(2188) 109.09) 5(1563) 3@121) 5(1563) 3@121) 5(1563) 3@127) 6(1875) 2018.18)
Poorly differentiated (G3) 5(15.63) 2(18.18) 5(15.63) 2(18.18) 5(1563) 2(18.18) 6(1875) 10009 5(1563) 2(18.18) 3038 4(3636) 5(1563) 2(18.18)
Microscopic vascular invasion 0.0383 04947 01703 01703 10000 07279 07279
Yes 21(65.63) 30127 19(59.38) 5545) 20(62.50) 4(3636) 20(62.50) 4(3636) 18(56.25) 6(5455) 17(53.13) 7(63.64) 17(53.13) 7(63.64)
No 11(3438) 8(12.73) 13(40.63) 6(5455) 12(37:50) 7(6364) 12(37.50) 7(63.64) 14(43.75) 5(4545) 15(46.88) 4(36.36) 15 (46.88) 4(3636)
Perineural invasion 03470 03470 06563 00584 10000 10000 03470
Yes 28(87.50) 8(273) 28 (87.50) 8(273) 26(81.25) 109091) 29(90.63) 7(63.64) 27(8438) 9(81.82) 27(8438) 9(81.82) 28(87.50) 8(12.73)
No 4(1250) 30127) 4(12.50) 30127) 6(1875) 109.09) 3038 4(3636) 5(1563) 2(18.18) 5(15.63) 2(18.18) 4(1250) 30127)
Neo adjuvant & Adjuvant therapy
Neo adjuvant therapy 06983 10000 06983 06983 10000 04086 06983
Yes 70188 3@727) §(25.00) 2(18.18) 7188 3@12m 7188 3@r2n) 82500 20818 908.13) 1009 7188 3@727)
No 25(78.13) 8(12.73) 24(75.00) 9(81.82) 25(78.13) 8(12.73) 25(78.13) 8(12.73) 24(75.00) 9(81.82) 2(7188) 10(9091) 25(78.13) 8(273)
Adiuvant therapy 10000 10000 10000 10000 02558 02558 02558
Yes 31(9688) 11(10000) 31(96.88) 11(100.00) 31(96.88) 11(100.00) 31(96.89) 11(100.00) 32(100.00) 10(9091) 32(10000) 10(9091) 32(100.00) 109091)
No 16.13) 0(0.00) 16.13) 0(0.00) 16.13) 0(0.00) 16.13) 0(0.00) 0(0.00) 10.09 0(0.00) 10.09 0(0.00) 1009

Bold values are statistically significant,



Figure 3. Kaplan-Meier curves for OS (A) and DFS (B) stratified by CD4/CD3 lymphocytes
ratio in left-sided PDAC patients
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Table 3. Univariate Cox Regression Analysis of DFS and OS in Relation to Clinicopathological variables

Disease Free Survival

Overall Survival

Characteristics Number of patients
HR(95%CI) p value HR(95%CI) p value
Age at diagnosis, median (range) 68 (45-87) 1.00 (0.97-1.04) 0.9745 0.98 (0.95-1.02) 0.4531
<60y 10 (23.26%)
>60y 33 (76.74%)
Gender
Female 16 (37.21%) 1 1
Male 27 (62.79%) 1.09 (0.54-2.30) 0.8123 1.18 (0.56-2.63) 0.6670
AJCC/UICC classification (8th edition)
Pathological tumor size 0.0012 0.0014
T1(<2cm) 13 (30.23%) 1 1
T2 (>2cm, <4cm) 17 (39.53%) 3.55(1.35-10.77) 0.0095 2.43 (0.88-7.50) 0.0865
T3 (>4cm) 12 (27.91%) 4.50 (1.67-13.92) 0.0026 4.68 (1.63-15.22) 0.0040
T4 (arterial involvement*) 1(2.33%) 51.41 (4.45-388.60) 0.0048 107.77 (7.80-1519.20) 0.0020
Pathological lymph node status 0.0820 0.4977
NO (0) 18 (41.86%) 1 1
NI (1-3) 21 (48.84%) 1.61 (0.77-3.54) 0.2104 1.53 (0.68-3.70) 0.3095
N2 (>4) 4(9.30%) 3.94 (1.14-11.68) 0.0323 1.80 (0.51-5.57) 0.3353
Distant Metastases
MO 41 (95.35%) 1 1
M1 2 (4.65%) 3.75(0.75-11.88) 0.0965 7.77 (1.48-27.59) 0.0199
TNM Stage 0.0198 0.0544
I 17 (39.53%) 1 1
I 19 (44.19%) 1.56 (0.72-3.61) 0.2607 1.52 (0.64-3.91) 0.3492
1 5(11.63%) 5.13 (1.60-15.07) 0.0076 2.42(0.75-7.45) 0.1348
v 2 (4.65%) 5.80 (1.07-21.75) 0.0425 10.58 (1.86-44.72) 0.0117
His topathological examination
Resection margin status
RO 35 (81.40%) 1 1
R1 8 (18.60%) 1.62 (0.66-3.54) 0.2735 1.81 (0.69-4.16) 0.2128
Histologic grade 04112 0.6803
Well differentiated (G1) 28 (65.12%) 1 1
Moderately differentiated (G2 8 (18.60%) 1.24 (0.49-2.81) 0.6276 1.00 (0.37-2.42) 0.9986
Poorly differentiated (G3) 7 (16.28%) 1.82 (0.73-4.08) 0.1882 1.51 (0.56-3.59) 0.3936
Microscopic vascular invasion
Yes 24 (55.81%) 1.18 (0.58-2.47) 0.6547 1.27 (0.57-3.06) 0.5656
No 19 (44.19%) 1 1
Perineural invasion
Yes 36 (83.72%) 1.14 (0.49-3.20) 0.7736 1.18 (0.47-3.73) 0.7482
No 7 (16.28%) 1 1
Neo adjuvant & Adjuvant therapy
Neo adjuvant therapy
Yes 10 (23.26%) 0.93 (0.36-2.07) 0.8603 1.48 (0.55-3.44) 0.4104
No 33 (76.74%) 1 1
Adjuvant therapy
Yes 42 (97.67%) 0.19 (0.05-1.79) 0.1232 0.10 (0.02-0.93) 0.0445
No 1(2.33%) 1 1

95% Cl indicates 95% confidence interval; HR, hazard ratio

Bold values are statistically significant

*arterial involvement : Tumor involves the celiac axis, the common hepatic artery or the superior mesenteric artery



Figure 4. Kaplan-Meier curves for OS (A) and DFS (B) stratified by CD4/CD3 lymphocytes
ratio and low CAFs infiltration (low aSMA/vimentin) in left-sided PDAC patients
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Table 4. Univariate Cox Regression Analysis of DFS and OS in Relation to TILs and CAFs

Disease Free Survival

Characteristics
HR(95%CI) p value HR(95%CI) p value

Tumor-Infiltrating Lymphocytes
CD3 Low 1 1

High 0.70 (0.29-1.52) 0.3866 0.73 (0.28-1.66) 0.4628
CD4 Low 1 1

High 1.23(0.55-2.55) 0.6007 1.41 (0.59-3.08) 04230
CD45 Low 1 1

High 0.77 (0.33-1.63) 0.5155 0.76 (0.31-1.69) 05121
CD8 Low 1 1

High 0.61 (0.24-1.36) 0.2378 0.82(0.31-1.87) 0.6537
FoxP3 Low 1 1

High 1.04 (0.44-2.20) 0.9321 1.00 (0.40-2.25) 0.9974
Cancer-Associated Fibroblasts
Alpha-SMA Low 1 1

High 1.39(0.62-2.88) 0.4029 1.39(0.56-3.11) 0.4521
Vimentin Low 1 1

High 0.52(0.20-1.15) 0.1108 0.50 (0.18-0.18) 0.1167
Others
Ki67 " 04721 0.5280

0 1 1

<5 1,75 (0.55-7.04) " 0,3573 2,04 (0.56-10.83) 0.2958

>5,<10 2,05 (0.70-7.96) r 0,1999 1,63 (0.48-8.37) 04614

>10,<15 3,07 (0.02-34.31) r 0,5221 15,05 (0.10-256.11) 0.2024

>15,<20 5,01 (0.79-27.51) r 0,0820 2,79 (0.25-21.76) 0.3562

>20 3,03 (0.80-13.20) r 0,1033 3,25(0.77-18.35) 0.1096
PDL1 0 1 1

1 1.17(0.48-2.55) 0.7076 1,39 (0.55-3.10) 0.4632
Ratios
CD3/CD45 Low 1 1

High 0.58 (0.24-1.26) 0.1771 0.64 (0.25-1.46) 0.2981
CD4/CD3 Low 1 1

High 2.23(1.04-4.61) 0.0410 2.62 (1.11-5.88) 0.0284
CD8/CD3 Low 1 1

High 0.61 (0.26-1.30) 0.2095 0.65 (0.27-1.44) 0.2966
CD4/CD8 Low 1 1

High 1.38 (0.64-2.80) 0.3987 1.52(0.64-3.31) 03281
FoxP3/CD3 Low 1 1

High 0.75 (0.32-1.59) 0.4694 0.78 (0.33-1.70) 0.5439
FoxP3/CD4 Low 1 1

High 0.79 (0.32-1.72) 0.5724 0.73 (0.29-1.64) 0.4638
FoxP3/CD8 Low 1 1

High 1.95(0.91-3.94) 0.0819 1.69 (0.78-3.52) 0.1795
Alpha-SMA/Vimentin Low 1 1

High 0.88 (0.38-1.85) 0.7495 0.91 (0.35-2.06) 0.8235

95% CI indicates 95% confidence interval; HR, hazard ratio

Bold values are statistically significant.



Table 5. CAFs' influence with respect to immune infiltration

Tumor Infiltrating CAFs Disease Free Survival Overall Survival
Lymphocytes (AlphaSMA/Vimentin) HR(95%CI) p value HR(95%CI) p value
Low 1 1
. High
High 1.21 (0.01-12.57) 0.9026 3.00 (0.02-56.24) 0.5434
CD3
Low 1 1
. Low
High 0.71 (0.28-1.61) 0.4204 0.71 (0.26-1.71) 0.4553
Low 1 1
. High
High 1.37 (0.24-6.30) 0.6959 1.81(0.16-13.79) 0.5819
CD4
Low 1 1
. Low
High 1.25 (0.50-2.86) 0.6145 1.50 (0.58-3.54) 0.3845
Low 1 1
. High
High 1.21 (0.01-12.57) 0.9026 3.00 (0.02-56.24) 0.5434
CD8
Low 1 1
. Low
High 0.61 (0.23-1.43) 0.2643 0.82 (0.30-1.97) 0.6671
Low 1 1
. High
High 0.80 (0.14-3.24) 0.7707 1.62 (0.27-8.49) 0.5689
FoxP3
Low 1 1
. Low
High 1.15(0.43-2.73) 0.7640 0.94 (0.32-2,38) 0.9076
Low 1 1
. High
High 1.26 (0.32-5.54) 0.7416 1.75 (0.38-10.20) 0.4745
CD4/CD3
Low 1 1
. Low
High 3.46(1.22-9.04) 0.0216 4.07 (1.27-12.01) 0.0197
Low 1 1
. High
High 1.64 (0.37-6.37) 0.4938 3.93(0.75-23.83) 0.1015
FoxP3/CD8
Low 1 1
. Low
High 1.88 (0.77-4.26) 0.1611 1.34 (0.54-3.08) 0.5124

Bolds values are statistically significant.
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Table 6. TIL’s influence on survival in pancreatic cancer

CD3 High

CD4 High

CD8 High

FoxP3 Low

CD20 High

Ino et al. * (2013)
Tewari et al. (2013)
Hwang et al. ** (2016)
Jiang et al. (2014)
Ryschich et al. (2005)
Mahajan et al. (2018)
Karakhanova et al. (2015)
Wartenberg et al. (2015)
Miksch et al. (2018)
Nejati et al. (2017)
Tahkola et al. (2018)

* ratio : CD4high/CD8high/FoxP3low

** ratio : CD8high/FoxP3low

+

+

+
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SERMENT D'HIPPOCRATE

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure
d’étre fideéle aux lois de I'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la
santé dans tous ses éléments, physiques et mentaux, individuels et
sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans
aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions. J'interviendrai
pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans
leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la contrainte, je ne ferai pas
usage de mes connaissances contre les lois de I'humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de
leurs conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité
des circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je
ne me laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la
gloire.

Admis(e) dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront
confiés. Recu(e) a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des
foyers et ma conduite ne servira pas a corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas
abusivement les agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a |'accomplissement de ma
mission. Je n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui
me seront demandés.

J'apporterai mon aide a mes confréres ainsi qu‘a leurs familles dans
I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele
a mes promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.
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