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 Low density neutrophils

* Methodology

* Association between high baseline circulating LDNs and resistance to first line ICl monotherapy
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* Phenotype and proteomic profile of LDNs compared to conventional neutrophils

* Plasma inflammatory profile in patients with high baseline circulating LDNs

* Invivo experiment-Mouse model



Predictive biomarkers in NSCLC GecCP

KEYNOTE 024: 5-YEAR OUTCOMES PFS 3 1.7¥55.5
il Events, HR
Key eligibility criteria o — ”; 1'2‘:‘ ;‘;) sl
g l embrolizumat 1 : 050
~Unirasiad S IV KL Pembrolizumab 200 mg IV Q3W 70 - Medisn 85% C1 Chamolharapy 187 1410834 (039100,65)
; = an [
DL TPS 250% (2 years) — 50 7.7 (6.1 10 10.2 . ;
LECOGPSO1 » =2 = 554.2106.2) : :
«No acivaling EGFR mutafion or Crossover rate of 66% g | | /
ALK transiocation i i i ;
«No unfreated brain metastases Plafinum-doublet chemotherapy 30 H 184N, ; o
No achve aulpmmune disoase -6 oycies) i i s i NR
requinng systemic therapy 10 4
1]
oyeusdooians 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 80 66
. Primary PFS (RECIST v1 1 per blinded, independent central review) Time (months)
. Secondary OS, ORR, salety No. at risk
4 EXPMI’Y DOR Permlrolizumab 154 82 62 45 38 36 30 22 20 i5 3 0
Chemotherapy 151 73 20 3 5 3 3 2 1 1 0 0

Reck M, et al. N EnglJ Med. 2016,375:1823-33; Reck M, et al. J Clin Oncol. 2021;39(21):2339-49
R



Low density neutrophils o PMN-MDSCs

« Los neutréfilos son una poblacion heterogénea y poseen propiedades tanto
pro como antitumorales.

« Se ha descrito una subpoblacién de neutréfilos aislados de la fraccion de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC), de baja densidad, en
pacientes con cancer.

* Los neutréfilos de baja densidad (LDNs) muestran un estado de maduracion
heterogéneo y se han asociado con propiedades protumorales en comparacion
con los neutroéfilos convencionales o de alta densidad (HDNs).

« Diferentes marcadores de superficie se han propuesto para su identificacion y
caracterizacion, incluyendo CD11b, CD66b, CD116, CD15, CD195 entre otros.
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Low density neutrophils

Article

Circulating Low Density Neutrophils Are Associated with
Resistance to First Line Anti-PD1/PDL1 Immunotherapy in
Non-Small Cell Lung Cancer

Hugo Arasanz '**(, Ana Isabel Bocanegra ', Idoia Morilla *?, Joaquin Fernandez-Irigoyen *,

Maite Martinez-Aguiilo >3, Lucia Teijeira *7, Maider Garnica !, Ester Blanco *>0, Luisa Chocarro ',

Karina Ausin *7, Miren Zuazo !, Gonzalo Fernandez-Hinojal *, Miriam Echaide ', Leticia Fernandez-Rubio ,
Sergio Pifeiro-Hermida !, Pablo Ramos ', Laura Mezquita %, David Escors *!, Ruth Vera %10

and Grazyna Kochan '

Poblacion homogénea:
51 pacientes con NSCLC estadios avanzados,
primera linea de tratamiento (31 IT +20 CTIT).
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Advanced untreated -
NSCLC patients

Basal CT scan

o Circulating inflammatory profile
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Association between high baseline circulating LDNs and resistance
to first line ICI monotherapy in NSCLC
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Circulating LDNs levels do not associate with responses to first line CT+ICI Gec'l;
combination therapy in NSCLC
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LDNs exhibit a distinct proteomic profile GeC'I;
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365 proteinas expresadas diferencialmente en LDNs en
comparacion con neutrofilos convencionales.
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Immunosuppressive Cytokines Predominate in Plasma of
Patients with Poor Prognosis

IL-1B and M-CSF have a prominent role in
driving myeloid expansion.

CXCL9 and Interferon-gamma (IFN-y) are
implicated in MDSCs expansion and their
activation in the TME.

IL-22 and IL-25 are implicated in regulatory
immune processes.
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In vivo experiment, mice model

Female C57BL/6 mice
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 Los LDNs son una subpoblacion mieloide presente en pacientes con cancer y ausente en la poblacion sana. Niveles
basales elevados de LDNs tienen un impacto negativo en la respuesta al tratamiento con inmunoterapia. La
combinacion con quimioterapia consigue deplecionar los LDNs y obtener respuesta.

* Los LDNs son un potencial biomarcador y marcarian un cambio de tratamiento para aquellos pacientes con CNMP
con expresion tumoral de PD-L1 > 50% y niveles elevados de LDNs.

* En comparacion con los HDNs, los LDNs varian entre pacientes, presentan un perfil proteomico diferencial con
aumento de sintesis proteica, disminucion de la apoptosis, formacion de NETS, disfuncion inmune y mayor
dependencia del metabolismo mitocondrial.

* Citoquinas implicadas en la expansion mieloide € inmunosupresoras predominan en pacientes con niveles elevados de
LDNs.

* La deplecion dirigida de LDNs mediante anti GR1, en combinacion con quimioinmunoterapia consiguio la mejor
respuesta en el modelo murino.

* Necesidad de seguir investigando para identificar moléculas sobreexpresadas que puedan ser propuestas como dianas
terapéuticas para deplecionar o inactivar los LDNS.
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