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LISTE DES ABREVIATIONS

ADK : adénocarcinome

AM : adénocarcinome médullaire

CCR : cancer colo-rectal

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
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CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
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TNM : Tumor Node Metastase
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Sl : systéme immunitaire

ST : stroma

Cl : checkpoint immunitaire



GENERALITES

LE CANCER COLO-RECTAL

[.1. Epidémiologie

Le CCR est le 3°™¢ cancer le plus fréquent dans le monde, avec 1,2 millions de nouveaux
cas et 600000 déces par an (1). La France est I'un des pays d’Europe ou l'incidence du CCR est Ia
plus élevée pour les deux sexes. Il a touché 43 000 personnes et a causé 17 500 déces en 2015 en
France (2). L'age moyen au diagnostic est de 70 ans dans les pays développés (1). 20% des patients

sont métastatiques au moment du diagnostic.

Le taux de survie relative a 5 ans est de 56 % mais est tres variable en fonction du stade
de la maladie. En effet, le stade pTNM (pathological Tumor Node Metastasis - 7éme édition
publiée par I'UICC, Union Internationale contre le Cancer, en 2009, tableau 1 en annexes) est le
principal facteur pronostique reconnu de maniéere consensuelle. Il précise les facteurs histo-
pronostiques suivants : la taille de la tumeur (pT), I'extension ganglionnaire locale (pN) et
I’extension métastatique a distance (pM). La survie globale a 5 ans est de 94 % pour les stades | ;
80 % pour les stades Il ; 47 % pour les stades Il ; et seulement 5 % pour les stades IV (données de

I"HAS en 2013).

Cependant, certains auteurs ont proposé l'immunoscore, basé sur la densité en
lymphocytes T mémoires CD45R0O+ et cytotoxiques CD8+, comme nouveau facteur pronostique.
L'immunoscore semble, en effet, plus puissant que le stade pTNM (3) et permettrait méme
d’effacer la différence pronostique reconnue entre les CCR MSI et les CCR MSS (4). Ces auteurs
proposent donc la nouvelle classification TNM-I (TNM-Immune) pour prédire au mieux la survie

des patients. Elle est d’ailleurs en cours de validation au sein d’un consortium international (3).



[.2. Classification anatomo-pathologique des adénocarcinomes colorectaux

D’un point de vue morphologique, plusieurs sous-types d’adénocarcinomes sont décrits
dans la classification des tumeurs du systéeme digestif de I’Organisation Mondiale de la Santé
(World Health Organisation (WHO), édition 2010, tableau 2 en annexes).

Les adénocarcinomes sans autre spécificité (Not Otherwise Specified) sont les plus
fréquents (80%). Ils sont gradés selon le degré de différenciation de la prolifération tumorale,
c’est-a-dire le pourcentage de structures pseudo-glandulaires constituant la tumeur: bien
différenciés (>95% de structures pseudo-glandulaires), moyennement différenciés (50-95%) et
peu différenciés (<50%) (5). Les adénocarcinomes peu différenciés ou indifférenciés sont reconnus
pour étre de moins bon pronostic ().

Parmi les variantes histologiques, on retrouve notamment :

- les adénocarcinomes mucineux, définis par une composante mucineuse extra-cellulaire,
représentant plus de 50% du volume tumoral,

- les carcinomes a cellules en bague a chaton (<1% des CCR),

- les adénocarcinomes festonnés

- les adénocarcinomes médullaires (5,7).

Figure 1: Aspect microscopique des différents CCR (Flemming et al, 2012 et Nagtegaal et al, 2015)

De gauche a droite : adénocarcinomes NOS moyennement différencié, mucineux, a cellules en bagues a chatons
et festonné.




[.1.1. Caractéristiques des adénocarcinomes médullaires

Les adénocarcinomes de type médullaire (AM) correspondent a une variante histologique
extrémement rare de CCR. La classification OMS 2010 définit ce sous-type a I'aide des criteres
morphologiques suivants : nappes de cellules tumorales avec un large noyau vésiculeux, au
nucléole proéminent et un abondant cytoplasme éosinophile, associées a un abondant infiltrat
lymphocytaire intra-tumoral et péri-tumoral (figure 2). lls sont trés souvent associés a un
phénotype MSI. Cette définition ne précise pas le pourcentage de la tumeur devant présenter ces

caractéristiques morphologiques, ni la richesse exacte en TIL nécessaire.

Figure 2 : Aspect microscopique d’un adénocarcinome médullaire (HES x 20)

D’aprés une méta-analyse récente, leur prévalence moyenne est estimée a 2,7% des CCR,
mais variant de 2,8 a 4% selon les études en fonction notamment du pourcentage de la
composante médullaire quand elle était précisée (8-11). Hinoi et al utilisaient, quant a eux, le terme

de carcinome peu différencié a grandes cellules comme équivalent d’AM (12).

D’un point de vue anatomo-clinique, les AM touchent davantage les femmes avec un age
moyen au diagnostic de 77 ans, siegent préférentiellement au niveau du colon droit avec des

Iésions de plus grande taille, classée le plus souvent pT3-pT4 au moment du diagnostic (8,11). Les

10



métastases ganglionnaires sont plus rares dans les AM comparativement aux ADK peu ou

moyennement différenciés (s).

Enfin, d’un point de vue moléculaire, prés de 90% des AM ont un phénotype MSI

(MicroSatellite Instability) d’aprés une méta-analyse récente (8).

Malgré leur caractere morphologique peu différencié, les AM ont un meilleur pronostic
gue des ADK bien ou peu différenciés (7,11,15). lls semblent également étre de meilleur pronostic
que les CCR MSI de méme stade, age et grade (11). Il est donc important de les différencier des
adénocarcinomes NOS peu différenciés ou indifférenciés, qui représentent le principal diagnostic
différentiel. Néanmoins, ce diagnostic différentiel n’est pas toujours aisé et certains auteurs
proposent de s’aider du phénotype MSI et de la perte d’expression de MLH1 en IHC
notamment.(14,15). La perte d’expression de ARID1A, géne suppresseur de tumeur, notamment
décrit dans I'ovaire et dont le role est de réguler la structure de genes en remodelant la

chromatine, a aussi été proposée comme aide au diagnostic des AM (3,16).

[.3. La classification moléculaire des CCR

1.3.1. Les voies d’instabilité moléculaire

Trois voies d’instabilité moléculaire ont été décrites dans la carcinogénése colorectale, non
exclusives et se chevauchant dans certains cas (figure 3) :
- la voie d’instabilité chromosomique CIN (Chromosomal Instability) représentant 75% des CCR,
- la voie d’hyper méthylation des ilots CpG CIMP représentant 25% des CCR,

- la voie de l'instabilité microsatellitaire MSI représentant 15% des CCR (17).

11
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Figure 3: Principales anomalies moléculaires selon les voies de carcinogénése (Tougeron et al, 2014)

1.3.1.1. La voie CIN d’instabilité chromosomique

La voie CIN, décrite par Fearon et Vogelstein en 1990 (18), se caractérise par I'acquisition
séquentielle et I'accumulation d’anomalies chromosomiques au cours de I’évolution tumorale
aboutissant a la séquence « adénome-carcinome ». Elle concerne la majorité des CCR
sporadiques. Cette voie a été initialement décrite dans un syndrome de prédisposition héréditaire
au CCR, la polypose adénomateuse familiale (PAF), de transmission autosomique dominante (1 %
des CCR). Cette voie se caractérise par des pertes alléliques sur le bras court des chromosomes
17 et 8 et sur le bras long des chromosomes 18, 5 et 22 (19). Ces pertes alléliques sont associées a
des mutations des génes suppresseurs de tumeurs tels que APC, TP53, SMAD2/3 ou proto-

oncogene KRAS et participent ainsi a I'inactivation bi-allélique de ces génes (17).

1.3.1.2. La voie CIMP
L'hyperméthylation des Tlots CpG est la modification épigénétique la plus fréquente dans les
CCR. Les ilots CpG sont des régions riches en dinucléotides cytosine-guanine localisées au niveau

des promoteurs et dans les premiers exons des genes (17,20).
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Le phénotype méthylateur de ces ilots est appelé CIMP, et inclus en particulier les CCR de
phénotype MSI (hyperméthylation du promoteur MLH1) de type sporadique et la mutation de

BRAF. Les CCR CIMP sont plus souvent des tumeurs peu différenciées du colon droit, de la femme.

1.3.1.3. La voie d’instabilité microsatellitaire

L'instabilité MSI est la conséquence d’une défaillance du systeme de réparation des anomalies
de réparation des mésappariements de I’ADN lors de sa réplication, le systtme MMR (MisMatch
Repair). Ce systéeme de réparation est constitué de 4 protéines, MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2,
groupées en hétérodimeres (MSH2/MSH6, MLH1/PMS2 et MSH2 peut également former un
hétérodimere avec MSH3). A I’état normal, les erreurs de réplication sont réparées par le systeme
MMR, participant a la stabilité du génome. Dans les CCR sporadiques, cette défaillance est
secondaire a une anomalie épigénétique, I’hyperméthylation des ilots CpG du promoteur de
MLH1. La défaillance du systéme MMR est a I'origine d’un phénotype « mutateur » induisant de
trés nombreuses mutations dans le génome, et en particulier dans des séquences répétées du
génome, les séquences microsatellites. Les microsatellites sont des séquences d’ADN mono, di ou
trinucléotidiques répétées au sein du génome et dispersées dans les régions codantes et non
codantes du génome. Lors de la réplication de ’ADN, les ADN polymérases sont plus enclins a
faire des erreurs dans ces séquences microsatellites, soit par linsertion de bases
supplémentaires, soit par suppression de bases (figure 4)(21). La défaillance du systeme MMR est
responsable d’'une augmentation de ces erreurs. Il existe, ainsi, dans les cancers MSI une
augmentation du taux de mutations de cadre de lecture et mutations faux-sens, par une
accumulation de plusieurs insertions ou délétions de séquences microsatellites tout au long du

génome (22).
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Figure 4: Représentation du systeme MMR (Martin et al, 2002)

En pratique clinique, la recherche d’une instabilité microsatellitaire est réalisée 1) a visée
diagnostique, en cas de suspicion de cancer héréditaire de type Lynch (ou HNPCC, « Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer ») selon les critéres de Bethesda révisés (23), représentant 2,5%
des CCR MSI, et secondaire a une mutation constitutionnelle d’un géne MMR puis a un second
événement, somatique, dans les cellules tumorales induisant une défaillance du systeme MMR,
et 2) a visée thérapeutique. En effet, selon les recommandations du thésaurus national de
cancérologie digestive, la détermination du statut MSI ou MSS de la tumeur est recommandée
pour proposer l'indication d’une chimiothérapie adjuvante pour un patient opéré d’un cancer de
stade Il « a haut risque » (pT4, analyse de moins de 12 ganglions, présence d’emboles veineux,
périnerveux et/ou lymphatiques, tumeur peu différenciée, perforation et occlusion révélatrice)
(24,25). Une chimiothérapie adjuvante par 5-FU n’est pas recommandée pour les stades Il « a haut
risque » MSI. En effet, le statut MSI semble étre un facteur de résistance a la chimiothérapie
adjuvante par 5-FU seul (26). Certaines études ont cependant montré un bénéfice du FOLFOX chez
des patients MSI (27,28). Pour les CCR MSI de stade lll, d’aprés I'association des gasto-entérologues
oncologues, I'ajout d’oxaliplatine a la chimiothérapie adjuvante permettrait cependant de

contrebalancer les effets déléteres du 5FU seul (29).
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L'étude du phénotype MSI fait appel a 2 techniques complémentaires
I'immunohistochimie et la biologie moléculaire. L'IHC va permettre d’objectiver I'absence
d’expression tissulaire d’une des protéines de réparation des mésappariements de I"ADN du
systeme MMR, MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 sur coupes en paraffine. La biologie moléculaire par
PCR multiplex va mettre en évidence l'instabilité des séquences microsatellites. Un changement
de taille d'au moins deux des cing marqueurs microsatellites mono et dinucléotidiques dans la
tumeur par rapport a la normale définit le phénotype MSI-H (High), tandis que le phénotype MSS

ne présente aucun marqueur microsatellite instable (30,31).

Les CCR MSI sont de préférence observés dans le c6lon proximal chez la femme agée.
Morphologiquement, les CCR MSI sont des tumeurs riches en lymphocytes intra-tumoraux et
péritumoraux avec des aspects de type « Crohn-like » et un front d’invasion de type expansif. lls
correspondent le plus souvent aux variantes histologiques mucineux, a cellules en bagues a
chatons ou médullaire. D’aprés Alexander et al, le type histologique médullaire , la lymphocytose
intra-épithéliale et la faible différenciation seraient les meilleurs criteres pour déterminer le
caractére MSI (avec une forte spécificité mais toutefois une faible sensibilité) (10).

Le pronostic des CCR MSI est meilleur que celui des CCR MSS a stade égal, notamment

pour les stades II-1ll (32). Ils sont associés a une faible fréquence des métastases a distance (33).

1.3.2. Proposition de nouvelle classification moléculaire des CCR

Récemment, une nouvelle classification des CCR a été proposée, de maniere consensuelle,
par plusieurs groupes internationaux, intégrant des caractéristiques moléculaires et cliniques
(figure 5). Cette classification repose sur |'étude transcriptionnelle de 4000 échantillons
tumoraux, corrélée aux caractéristiques cliniques et permet d’identifier 4 sous types de CCR,

permettant notamment de démembrer les CCR MSS et d’isoler les CCR MSI (34).
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Figure 5: Distribution et caractéristiques des différents sous types moléculaires consensuels d'aprés la
taxonomie proposée par Guinney et al, 2015

Le sous-type CMS2, « canonique », représente 37% des CCR, principalement localisés dans
le colon gauche et touchant des hommes. Il se caractérise par une instabilité chromosomique
marquée et est associé aux voies de signalisation oncogéniques Myc et Wnt.

Le sous-type CMS3, « métabolique », représente 13% des CCR et se caractérise par une
signature moléculaire métabolique dysrégulée et inclus a la fois des tumeurs CIN et CIMP, avec
des mutations KRAS fréquentes.

Le sous-type CMS4, « mésenchymateux », représentant 23% des CCR, est de mauvais
pronostic. Ces CCR sont caractérisés par une surexpression des genes impliqués dans la transition
épithélio-mésenchymateuse, dans I’angiogenése, dans la voie d’activation du TGFpB, et du

remodelage de la matrice extracellulaire.
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Enfin, le sous-type CMS1 représente 14% des CCR. Il correspond aux CCR MSI et CIMP,
caractérisés par une phénotype hypermutateur, avec fréquemment une mutation de BRAF. Il se
caractérise par une signature immunitaire Thl et cytotoxique, contre-balancée par une
surexpression de genes immunorégulateurs pouvant participer a I'échappement tumoral au

systeme immunitaire.

[.4. Aspects thérapeutigques

Le traitement des CCR repose principalement sur la chirurgie associée ou non a une
chimiothérapie adjuvante. Aprés exérése chirurgicale d’'un CCR, la chimiothérapie est indiquée
pour les stades lll et est une option pour les stades Il a « haut risque ». La chimiothérapie de
référence est le FOLFOX.

Les patients métastatiques sont, quant a eux, le plus souvent, traités par des protocoles associant
chimiothérapie et thérapie ciblée dirigée soit contre le récepteur a I'EGF (cetuximab,
panitumumab) (epidermal growth factor) ou soit le VEGF (Vascular endothelial growth factor)
(bevacizumab). Des essais cliniques testent actuellement I'efficacité des immunothérapies chez

ces patients (PRODIGE 18, NCT00265824).
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L’AVENEMENT DES IMMUNOTHERAPIES EN PATHOLOGIE TUMORALE

[1.1. La réponse immunitaire anti-tumorale idéale

1.1.1. La théorie de I'immunosurveillance

La théorie de 'immunosurveillance des tumeurs a été initialement proposée par Paul
Erlich au début du XX®™e siécle et reconnaissait au systéme immunitaire un réle majeur dans le
controle de la prolifération des cellules tumorales. Actuellement, la théorie des « 3 E » énoncée
par Robert Schreiber ne fait que prolonger la théorie de I'immunosurveillance d’Erlich. Elle stipule
que l'interaction du systéme immunitaire avec la cellule tumorale peut aboutir a I'Elimination de
la tumeur, a un Equilibre (controle de la prolifération tumorale sans éradication) ou a un
Echappement de la cellule tumorale au systeme immunitaire, cette derniére phase étant la phase

cliniguement visible (Figure 6) (35-37).
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Figure 6 : Le concept d’immunoediting en trois phases (Ward et al, 2016)
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Plusieurs arguments a la fois expérimentaux chez I’animal (souris déficientes en cellules
ou molécules de I'immunité innée ou adaptative développent plus facilement des tumeurs (38)),
épidémiologiques (les déficits immunitaires primitifs ou secondaires, induits, sont des facteurs de
risques de développement de tumeurs malignes) ou cliniques chez I'homme (régression
spontanée de cancer du rein ou mélanome associée a une réaction lymphocytaire T cytotoxique,
meilleur pronostic des tumeurs infiltrées par de nombreux lymphocytes T CD8+ mémaoires)
plaident pour I'influence de la réponse immunitaire dans le contrdéle tumoral. Trois facteurs sont
impliqués a différents niveaux dans ce processus d'immunosurveillance : I'antigénicité tumorale
plus ou moins marquée, et I’état du microenvironnement tumoral incluant la densité et la nature

des cellules immunitaires (39).

11.1.2. Les effecteurs cellulaires impliqués dans la réponse anti-tumorale

La réponse immunitaire (SI) repose sur I'immunité innée et adaptative. L'immunité innée
est non spécifique, basée sur la reconnaissance de motifs bactériens ou d’anomalies a la surface
des cellules du soi (perte des molécules du CMH...), immédiate et sans mémoire. Elle fait
intervenir notamment les granulocytes, les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules
NK. Ces cellules interagissent avec les cellules de I'immunité adaptative que sont les lymphocytes
T et les lymphocytes B. L'immunité adaptative se différencie de I'immunité innée par plusieurs
points. Elle est durable, a I'origine d’'une mémoire aprés un premier contact avec un antigéne
avec production d’anticorps via I'immunité humorale (40). Les lymphocytes T cytotoxiques CD8+
jouent un réle prépondérant dans cette immunité. Ils sont capables d’une activité cytotoxique
apres la reconnaissance d’'un complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I/peptide
exprimé a la surface de la cellule tumorale, via la libération de granules cytotoxiques contenant
des enzymes et cytotoxines (perforine, granzymes). lls peuvent également induire I'apoptose de
la cellule tumorale quand leur récepteur membranaire Fas reconnait le ligand Fas-L sur la cellule
tumorale. Les lymphocytes T CD4+ helper ont un role plus complexe et moins direct dans la
réponse anti-tumorale. Les lymphocytes T CD4+ de type Thl jouent notamment un réle essentiel
dans l'induction et la persistance des lymphocytes T CD8+ anti-tumoraux via la sécrétion de

cytokines comme I'IL-2 ou I'lFNYy (40).
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11.1.3. Le cycle de 'immunité anti-tumorale
La réponse immunitaire anti-tumorale est médiée en grande partie par les lymphocytes T

CD8+ cytotoxiques, selon un processus multi-étapes (Figure 7) (41).
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Cancer antigen

presentation
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cancer cells by T cells

Release of o
cancer cell antigens

Killing of cancer cells

Figure 7. L'immunité anti-tumorale : un processus multi-étapes (Kim et Chen, 2016)

La mort des cellules tumorales entraine le relargage d’antigénes tumoraux (étape 1) capturés et
apprétés par les cellules dendritiques, les cellules présentatrices de I’antigene (CPA) les plus
efficaces (étape 2). Ces CPA vont ensuite migrer dans le ganglion de drainage et présenter le
complexe CMH/peptide aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ via leur TCR (étape 3, reconnaissance
antigénique par les LT appelée « priming » lymphocytaire) conduisant a I’activation et a la
maturation des CPA. Au cours de ce processus, la CPA exprime a la membrane des molécules de
co-stimulation CD80 ou CD86, OX40L, se liant a différents récepteurs lymphocytaires activateurs
(dont CD28, OX40) optimisant I'activation, la différenciation, la prolifération, la cytotoxicité et la
production cytokinique du lymphocyte T (dont I'[FNy) ou des récepteurs inhibiteurs (PD-1, CTLA-

4), limitant I'activation lymphocytaire durant cette étape de priming lymphocytaire (42) (figure 8).
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Les lymphocytes T CD4+ naifs, une fois activés, vont se différencier en lymphocytes T effecteurs
CD4 helper (Th) de type Thl notamment. Les Thl produisent entre autre I'IFNy qui favorise
I'immunité cellulaire et active les cellules NK, les macrophages et vont aider également au priming
des lymphocytes T CD8+ (Figure 9) (43). Les lymphocytes T effecteurs migrent du ganglion vers la
tumeur (étape 4) et l'infiltrent (étape 5). lls reconnaissent les cellules tumorales de facgon
spécifique via leur TCR qui reconnait le complexe peptide/CMH (CMH de classe | pour les
lymphocytes T CD8+ et CMH de classe Il pour les lymphocytes T CD4) (étape 6). Il s’ensuit la
destruction de la cellule tumorale via I'activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ (étape 7) et

le relargage de néo-antigénes conduisant a un nouveau cycle (41,44).
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Figure 8 : Les molécules de co-stimulation exprimées par la CPA au cours du processus de maturation
et leurs récepteurs respectifs sur le lymphocyte T (Mahoney, 2015, modifié)
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[1.2. Les mécanismes d’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire

Les différentes étapes de ce cycle qui visent a produire un microenvironnement
inflammatoire anti-tumoral peuvent étre inhibées par la tumeur. L’échappement tumoral a la
réponse immunitaire anti-tumorale, induit par le Sl lui-méme sélectionnant des variants
tumoraux résistants a I'attaque immunologique, peut étre lié a différents mécanismes dont :

- la perte d’expression de néoantigenes tumoraux immunogenes,

- la perte d’expression de molécules du CMH de type 1 par la cellule tumorale,

- un échappement de la cellule tumorale a I'apoptose par augmentation d’expression de
molécules anti-apoptotiques,

- la production par la cellule tumorale de molécules immunosuppressives (IL10, TGFB, IDO-1...),
- le recrutement dans le microenvironnement tumoral de cellules immunitaires suppressives
(lymphocytes T régulateurs, cellules myéloides suppressives, macrophages de type M2...),

- a 'expression de molécules inhibant et/ou favorisant I'apoptose des lymphocytes T effecteurs

comme Fas-L ou PD-L1 (31,29).

Les mécanismes d’échappement mis en place par la cellule tumorale que nous détaillerons
sont I'expression de ligands capables d’interagir avec les récepteurs lymphocytaires inhibiteurs

comme PD-L1 et la production de molécules immunosuppressives comme IDO-1(4e).

11.2.1. Le couple récepteur ligand PD-1/PD-L1

Les interactions entre PD-1 et PD-L1 limitent |'activation lymphocytaire : il s’agit d’un

« checkpoint» (point de contréle) immunitaire (Cl) inhibiteur (figure 9).
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Figure 9 : Place du checkpoint immunitaire PD-L1 PD-1 lors de I'activation du lymphocyte (Topalian et al,
2016)

1.2.1.1. Description et profil d ‘expression en physiologie et pathologie tumorale

Le récepteur PD-1 et ses ligands sont des protéines transmembranaires, de la famille
des B7/CD28, parmi la super-famille des immunoglobulines La premiére description du récepteur
PD-1 (CD279) date de 1992 (47). Il s’agit d’'un corécepteur inhibiteur, constitué d’un domaine
extramembranaire IgV, d'une région transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique
comprenant un « immunoreceptor tyrosine inhibitory motif » ITIM, et un « immunoreceptor
tyrosine switch motif» ITSM. En conditions physiologiques, PD-1 est exprimé par les thymocytes
CD4- CD8- lors de la formation des lymphocytes dans le thymus (48) et par des cellules
hématopoiétiques telles que les cellules B naives, monocytes (49).

En périphérie, aprés reconnaissance antigénique et stimulation cytokinique, PD-1 est
exprimé par les lymphocytes T CD 4 et CD8 activés (50), les cellules B activées (51), les lymphocytes

Treg, les cellules NK (52), les cellules dendritiques.

PD-1 interagit avec deux ligands : PD-L1 (B7-H1 ou CD274) et PD-L2 (B7-DC ou CD273).
En conditions physiologiques, PD-L1 est exprimé de fagon constitutive par des macrophages

(poumon, amygdale, foie) et par des cellules du syncytiotrophoblaste placentaire (49,53,54).
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Dans un microenvironnement inflammatoire, I’expression de PD-L1 peut étre induite par
des cytokines comme les IFN de type 1 et 2, le TNFa sur des cellules hématopoiétiques activées
(les cellules dendritiques, les macrophages, les cellules NK, les monocytes, les lymphocytes B et
T) et des cellules non hématopoiétiques, cellules endothéliales et épithéliales (46,53,55-57). PD-L1

est biologiquement actif uniguement lorsqu'il est exprimé a la surface des cellules.

Dans le cancer, PD-L1 peut étre exprimé par les lymphocytes T, les cellules myéloides
associés aux tumeurs, les cellules plasmocytoides et par les cellules tumorales (49). L'expression
« aberrante » de PD-L1 par les cellules tumorales a été décrite dans des cancers dits
« immunogenes» tels que les cancers du rein (58), du poumon (59,60) ou les mélanomes (55,61). Dans
ces cancers, PD-L1 peut étre également exprimé par les cellules immunitaires du stroma. Dans
certains cancers comme |'estomac, I'expression de PD-L1 est davantage observée sur les cellules

immunitaires du stroma (55,62-64).

L’expression aberrante de PD-L1 par les cellules tumorales et les cellules immunitaires du
stroma peut étre induite de deux fagons selon les concepts de résistance immunitaire inné et
adaptative. Dans le cas de la résistance immunitaire innée, |'expression peut étre induite par des
altérations génétiques ou des voies de signalisation oncogénique (65). Le second moyen
d’induction d’expression de PD-L1 reflete I'adaptation des tumeurs a la réponse immunitaire :
c’est la résistance immunitaire adaptative décrite par Taube et al en 2012 dans les mélanomes.
Elle est notamment médiée par de nombreuse molécules, telles que des cytokines pro-
inflammatoires (IFN de type 1 et 2, IL10, IL4 , TNFa), des facteurs de croissance telle que I'lFNy,
restant le principal inducteur d’expression de PD-L1 (66,67). D’une part, les lymphocytes CD4 Thl
et CD8 activés vont produire ces signaux inflammatoires dans le MET, ce qui, d’un coté, va activer
la destruction tumorale par les macrophages et les CPA, et d’un autre c6té, vainduire I’expression
de PD-L1 via ces mémes macrophages et les cellules tumorales (68). D’autre part, quelques heures
ou jours apres l'activation, les lymphocytes activés vont exprimer le récepteur PD-1.

L'expression physiologique de PD-L2 est plus limitée, induite par IL-4 et IFNy de facon
moindre (46) et retrouvée principalement sur des cellules hématopoiétiques (macrophages,
mastocytes et cellules dendritiques) (49). Dans le cancer, la surexpression de PD-L2 est plus limitée
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et a été rapportée notamment dans certains lymphomes (69) et cancers de I'’endomeétre (70). Son

affinité pour le récepteur PD-1 est plus importante que PD-L1.

1.2.1.2. Effets biologiques

D’un point de vue fonctionnel, la liaison de PD-1 avec son ligand PD-L1 entraine la
phosphorylation des domaines ITIM et ITSM et le recrutement de SHP2 (67), qui bloque I'activation
de ZAP70, PI3K (et AKT), PKCB, essentielle a la production d’IL-2, a I'origine d’une diminution de
la prolifération cellulaire. La voie de signalisation de PD-1 active Cbl-b et Smad3 qui,
respectivement, diminuent I'expression des TCR a la surface et la prolifération cellulaire. La liaison
PD-L1/ PD-1 diminue donc le contact entre le TCR et les complexes CMH/ peptides antigéniques
présentés par des CPA (46,71,72). Elle inhibe également le géne anti-apoptotique Bcl-xL et active le
géne pro-apoptotique Bim (figure 10). Cette voie diminue ainsi la prolifération des lymphocytes

T et induit leur apoptose (73).
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Figure 10 : La voie de signalisation de PD-1 (Ostrand-Rosenberg et al, 2014)
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A I’état physiologique, cette interaction PD-1/PD-L1 sert a maintenir 'homéostasie
immunitaire, la tolérance du soi, prévient I'auto-immunité et limiter les dommages collatéraux
liés a une réponse immunitaire excessive (49). Cet effet est en partie médié par I'expression de
PD-1 par les Treg qui contribue a leur prolifération en convertissant les lymphocytes T CD4 naifs

en Treg favorisant la tolérance (74,75).

En situation pathologique, en cas d’infection chronique ou de cancer, la stimulation
prolongée des antigenes a I'origine de I'activation des lymphocytes va favoriser I'interaction PD-
1/PD-L1. Cette interaction va avoir des effets sur le lymphocyte T cytotoxique CD8+ (Tcl)
principalement, résumés dans la figure 11. Les principaux effets sont :

- d’induire a un état de non réponse, appelé « exhaustion », correspondant a un épuisement, ou
a une anergie (76). L'exhaustion est un état réversible correspondant a la perte de la capacité a
secréter les molécules cytolytiques et les cytokines pro-inflammatoires telles que IL-2, IFNy et
TNFa (77,78), aprés une stimulation prolongée ou répétée avec un antigéne,

- d’entrainer la libération d’IL-10, enzyme immunosuppressive (56,79),

- d’induire I'apoptose des lymphocytes T.
L'interaction PD-1/PD-L1 va en paralléle protéger la cellule tumorale exprimant PD-L1
de maniere aberrante, des effets cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ et de I'apoptose induite

par Fas par les lymphocytes T CD8+ (« molecular shield ») (80).

L'interaction PD-1/PD-L1 peut aussi limiter I'activité lytique des cellules NK (52) et inhiber

la réponse clonale B (51).
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Figure 11 : L'immunosuppression induite par PD-L1 lors de I'échappement tumoral (Zou et al, 2008)

L'interaction PD-1/PD-L1 réprime ainsi la réponse immunitaire anti-tumorale
cytotoxique et favorise I'échappement de la tumeur a cette réponse anti-tumorale (81). La
surexpression de PD-1 et PD-L1 rompt le cycle de I'immunité anti-tumorale de deux facons. La
surexpression de PD-L1 et PD-1 dans le ganglion va limiter I'activation de nouveaux lymphocytes
T dans les ganglions. Secondairement, cette surexpression va limiter I'action des lymphocytes T

CD8+ sur les cellules tumorales.

[1.2.1.3. Applications en cancérologie générale

C'est le concept d'immunosurveillance et notamment la mise en évidence de la
surexpression de PD-L1 dans de nombreux cancers qui a participé et accéléré le développement
des immunothérapies anticancéreuses pour inhiber ces mécanismes d’'immunosuppression mis

en place dans le micro-environnement tumoral (53).
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Figure 12 : Place des inhibiteurs de la voie PD-1/PD-L1 dans le ganglion et la tumeur
(Hamanishi et al, 2016)

Les anti-PD-1 empéchent la liaison de PD-1 avec ses ligands PD-L1 et PD-L2 (figure 12). Les
anticorps anti PD-L1 bloquent eux spécifiquement I'interaction spécifique PD-L1/PD-1 mais aussi
PD-L1/CD80, mais ils n’empéchent pas I'interaction PD-1/PD-L2.

La conséquence principale de ces inhibiteurs est de réactiver les lymphocytes T « exhausted »,
d’augmenter leur prolifération, leur cytotoxicité et leur capacité a produire des cytokines

inflammatoires (figure 13)(s2).
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Figure 13 : Effets des anti PD-1/PD-L1 sur les lymphocytes « exhausted », dans le cadre
d’une pathologie virale chronique (Sharpe et al, 2007)

En France, les anti PD-1, le nivolumab et le pembrolizumab, ont obtenu I’AMM en 2015,
dans plusieurs indications en situation métastatique : le mélanome, le cancer du poumon non a

petites cellules (NSCLC) et le carcinome a cellules rénales (tableau 1 et en annexes, tableau 3).
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Cible Nom Source Classe Ig Phase

PD-1 Nivolumab (Optivo®, BMS-936558, MDX BMS 1gG4 Approuvé
1106)
Pembrolizumab (Keytruda®, MK3475, Merck 1gG4 Approuvé
lambrolizumab)
Pidilizumab (CT-011) Curetech 1gG1k 1]
AMP-224 Amplimmune Protéine de fusion, PD-L2, |

1gG2a

AMP-514 (MEDI0680) Amplimmune Protéine de fusion PD-L2 |

PD-L1 BMS-936559 (MDX1105), BMS 18G4 |
Azetolizumab (Tecentriq®, MPDL3280A) Genentech/Roche 1gG1k Approuvé
Durvalumab (MED4736) Medlmmune/Astrazeneca 1gG1k 1l
Avelumab (MSB0010718C) EMD Serono (Merck) 1gG1 |

Tableau 1 : Caractéristiques des principaux anti-PD1 et anti PD-L1.

L'efficacité des anti PD-1 ou PD-L1 a ainsi été démontrée dans plusieurs essais cliniques avec
des réponses objectives significatives et durables dans des cancers solides au stade métastatique
(55,83-85) tels que le cancer du poumon NSCLC (86), le mélanome (85,87-89), le cancer de vessie (90),
de I'estomac (91) ou hématologiques dans le lymphome de Hodgkin (92).

Il existe toutefois une variabilité de réponse aux anti-PD1 ou PD-L1 rendant nécessaire la
recherche de biomarqueurs pour identifier les patients susceptibles de répondre a ces thérapies.
L’'expression de PD-L1 comme biomarqueur prédictif de réponse a été suggérée par Topalian et
al en 2012, dans différentes tumeurs solides (mélanome, rein, poumon) avec 36 % de réponse
objective au nivolumab pour des patients avec expression de PD-L1 par la tumeur, contre 0 %
pour des patients sans expression de PD-L1 (83).

Les premieres études ont montré le plus souvent une corrélation entre I'expression de PD-
L1 en IHC avec la probabilité de réponse au traitement (55,62,83,88,90,93,94). D’aprés Sunshine et al,
1400 patients, dans un ensemble d’études, ont été traités avec, en moyenne, 45% de réponse

objective pour les patients aux tumeurs PD-L1+ (95).
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Figure 14 : Association de I'expression de PD-L1 des prélevements, avant traitement, et de la réponse
objective aux immunothérapies anti-PD-1 et anti PD-L1 (Sunshine et al, 2015)

Cependant, aucun seuil de positivité n’a encore été fixé a ce jour, ni de précision sur le
type de cellules devant exprimer PD-L1. De plus, 5 a 20% des patients ayant une tumeur PD-L1 -
présentent une réponse objective en fonction des essais cliniques (96), laissant penser que PD-L1

n’est peut-étre pas le meilleur facteur prédictif dans ce contexte.

Enfin, la valeur pronostique de I'expression de PD-L1 est variable selon le type de cancer
et selon les études. L'expression de PD-L1 a été associée a un mauvais pronostic dans le cancer
du rein (97), de vessie (90,98) ,de I’cesophage (99) ou du col utérin (100), tandis qu’elle a été associée
a un meilleur pronostic dans les mélanomes (61). D’autres études dans le cancer du rein (101), du

pancréas (76), du poumon (60,63) , ne rapportaient pas d’association.

[1.2.1.4. Application au cancer colorectal

L'efficacité parfois spectaculaire des anti-PD-1/PD-L1, dans le mélanome notamment, a
motivé leur utilisation dans le cadre d’essais cliniques de phase | ou Il chez des patients atteints
de CCR (tableau 2) avec des résultats initialement peu probants. Seuls quelques essais montraient

des réponses anecdotiques.
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Auteurs (ref.) Essais Nombre de Nombre de CCR Résultat clinique Relation expression en IHC et réponse
CCR avec IHC

Brahmer Essai anti PD-1 14 0 Une réponse compléte Parmi tous les cancers : association réponse et PD-L1
2010 (102) significative

Topalian Essai anti PD-1 19 7 Pas de réponse, un déces Parmi tous les cancers : association réponse et PD-L1

2012 (83) significative

Brahmer Essai anti PD-L1 18 0 Pas de réponse

2012 (85)

Lipson Essai anti PD-1 1 1 Une réponse compléte, durable a trois ans CCR MSI PD-L1+, surtout le stroma, avec TIL PD-1+
2013 (103) 3 cas de réponse (rein et mélanome)
Tabernero Essai anti PD-L1 4 Une réponse partielle, une maladie stable
2013(104)

Herbst Essai anti PD-L1 14 inclus 1 qére réponse a 18 semaines, arrét de traitement Cas CCR: PD-L1+ stroma
2014 (88) (6 pour la a 48 semaines Parmi tous les cancers : association réponse et PD-L1

survie) significative si par le stroma

Taube Essai anti PD-1 8 8 Pas de détail pour CCR Parmi tous les cancers : Association réponse et PD-L1
2014 (55) Parmi tous les cancers : significative si par les cellules tumorales, supérieure a la

10 réponses objectives, présence de TIL-PD-1+ ou de TIL seul (9 PD-L1+ par les
12 avec bénéfices cliniques cellules tumorales, 8 par le stroma dans les réponses
objectives)
Le Essai anti PD-1 11 MSI 10 MSI, 17 MSS, 4 /10 CCR MSI : 4 réponses partielles (5 D’aprés annexe, 2 CCR avec cellules tumorales et stroma
2015 (105) 21 MSS (+9 MSI (+7 MSI non CCR) stables, 1 progression) PD-L1+ avec réponse partielle
non CCR) 0/18 CCR MSS 2 réponses partielles PD-L1-

Bendell Essai anti PD-1 + 23 CCR 4 réponses partielles, 5 malades stables

2016(106) inhibiteur MEK

Tableau 2 : Les essais cliniques d’anti PD-1 et PD-L1 dans les CCR.

Lipson et al ont rapporté une réponse durable a un anti PD-1 chez un patient atteint de CCR de

phénotype MSI suggérant le role de linstabilité microsatellitaire dans la réponse aux

immunothérapies (103).

B MMR-proficient CRC
B MMR-deficient CRC
B VWR-deficient non-CRC

% Change from Baseline SLD

Figure 15 : Réponse aux anti-PD-1 dans des CCR MSI, des CCR MSS et des tumeurs MSI non CCR dans un
essai de Le et al en 2015 (Lee et al, 2016)

Ce sont les résultats de I'essai de phase 2 de Le DT en 2015 testant I'efficacité d’un anti-
PD-1, le pembrolizumab, dans des tumeurs MSI dont des CCR qui ont montré I'influence majeure
de l'instabilité microsatellitaire dans la réponse objective a cette molécule (105). En effet, dans
cette étude, une réponse objective était observée dans 40% des CCR MSI, tandis qu’aucune
réponse n’était rapportée dans les CCR MSS (figure 15).
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De maniére intéressante, cette étude montrait une corrélation entre I’expression
membranaire de PD-L1 par des cellules myéloides et lymphocytaires avec la réponse objective.
En revanche, deux patients sans expression de PD-L1 présentaient une réponse objective, posant
le probleme de la robustesse de ce marqueur potentiel, qui reste a préciser dans les essais

cliniques en cours.

Suite aux résultats de cette étude, le pembrolizumab a été autorisé pour les CCR avancés

MSI par la FDA aux USA en novembre 2015.

De nombreux essais cliniques sont en cours dans les CCR, notamment en France : parmi
eux, un essai de phase Il comparant I'efficacité de nivolumab (anti-PD-1) en monothérapie versus
I’association nivolumab/ipilimumab (anti CTLA-4) dans des CCR MSI métastatiques et récidivants
(107), un essai de phase Il étudiant le pembrolizumab en monothérapie dans des CCR
métastatiques ou localement avancés, préalablement traités, de statut MSI (108), un essai de
phase Il étudiant le durvalumab (MEDI4736), un anti-PD-L1, dans des CCR avancés, MSI ou riche
en TIL (109), un essai de phase lll étudiant le pembrolizumab versus chimiothérapie dans des CCR

de stade IV, MSI et MSS (110).

L’expression rapportée de PD-L1 et PD-1 dans les CCR est variable selon les études en
raison de la méthodologie trés variable en fonction des études (anticorps différents, sur TMA
(Tissue MicroArray), le plus souvent, seuil de positivité variable, analyse des cellules tumorales
et/ou des cellules du stroma) (figure 1 et tableau 4 en annexes). La fréquence d’expression varie
ainsi entre 0 et 89% selon les études. Les études les plus récentes retrouvent une expression
préférentielle dans les CCR MSI par rapport aux MSS (54,105,111,112).

L'expression de PD-1 par les lymphocytes a surtout été étudiée dans les CCR MSI (tableau
5 en annexes). Llosa et al rapportaient une expression de PD-1 dans ces CCR par les TIL CD4 et
CDS8, intraépithéliaux, du stroma et du front d’invasion (Fl). Gatalica et al ont rapporté une densité

en TIL PD-1 plus importante dans les CCR MSI (77% contre 39% de CCR MSS)(111).
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11.2.2. IDO-1, enzyme immunosuppressive du microenvironnement tumoral

11.2.2.1. Description et profil d ‘expression en physiologie et pathologie tumorale

L'indoléamine 2,3-dioxygénase existe sous la forme de deux isoformes, IDO-1 et 2 avec un role
prépondérant d’IDO-1 (113).
IDO-1 est une enzyme cytosolique, qui participe au catabolisme du tryptophane en le
convertissant en kynurénine. Le catabolisme du tryptophane est initié soit par I'IDO-1 ou 2 ou par

le tryptophane 2,3- dioxygénase 2 (TDO-2), de structure différente d’IDO-1 et 2 (figure 16).

KAL Kynurenic Acid (KA) ACMSD |Picolinic
KYNU _—. Acid (PA)
Anthranillic Acid (AA),
3-Hydroxy- T
KMO |  3-Hydroxy-  HKYNUL 1o nthranilic acid BA44%. | Acms } o o 1P L NAD
Kynurenine (3HK) (3HAA) cid (QA)

ACMS, 2-amino-3-carboxymuconate semialdehyde; ACMSD, aminocarboxymuconate-semialdehyde decarboxylase; 3-HAAO, 3-hydroxyanthranillic acid oxygenase; I1DO1, indoleamine 2,3-
dioxygenase 1; IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase 2; KAT, kynurenine aminotransferase; KMO, kynurenine 3-monooxygenase; KYNU, kynureninase; NAD?, nicotinamide adenine dinucleotide
(oxidized form); QPRT, quinolinic acid phos phoribosyltransferase; TDO, tryptophan dioxygenase

Figure 16 : Place de I'IDO-1 dans le catabolisme du tryptophane (Santhanam et al, 2015)

En conditions physiologiques, elle est exprimée dans la plupart des tissus, principalement
par les CPA (macrophages, cellules dendritiques, monocytes). IDO-1 est exprimée de facon
constitutionnelle par les cellules endothéliales du placenta, des poumons, et des cellules
épithéliales du tractus génital féminin et dans les tissues lymphoides par les cellules dendritiques
matures. Dans le muqueuse colique normale, IDO-1 est exprimé par des cellules de la lamina

propria (114).

En conditions pathologiques, aprés une infection bactérienne ou virale, IDO-1 peut étre
induite sur le site de I'inflammation et retrouvée sur les cellules épithéliales, les éosinophiles, les
cellules endothéliales. Dans les colites, IDO-1 peut étre exprimée par les cellules épithéliales de

la muqueuse colique, induite par des cytokines inflammatoires telles que IFNy, TNF a, IL-18 (113)..
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En pathologie tumorale, IDO-1 peut étre exprimé dans certaines tumeurs (i1s,116), par les
cellules dendritiques, les cellules myéloides associées aux tumeurs, les cellules endothéliales et
les cellules tumorales (114).

L’expression d’IDO-1 semble étre régulée de deux fagons. L'expression d’IDO-1 pourrait étre
régulée par le géne suppresseur de tumeur BIN1, d’aprés de modéles murins. La perte de BIN1,
altéré dans différents cancers, semble in vivo augmenter I'expression de IDO-1, a l'origine d’'une
diminution de I'activité des cellules T (115) (via une voie impliquant STAT1 et NFkB). Une étude a
tenté en IHC de montrer une relation entre le taux d’IDO-1 et BIN1 dans des CCR sans y parvenir
(117). Elle est principalement induite dans la tumeur en réponse a des signaux inflammatoires
produits par des lymphocytes T activés, tels que I'lFNy (66,118). Ce mécanisme semble prédominer

dans certains cancers du sein de type« basal like », avec un abondant infiltrat inflammatoire T (119).

11.2.2.2. Effets biologiques

En conditions physiologiques, IDO-1 a un role tolérogene. Il empéche une réaction
inflammatoire excessive et prévient I'auto-immunité (113,120-122).
Le réle de la surexpression d’IDO-1 dans I’échappement tumoral a été décrit par la premiére fois
par Uyttenhove en 2003 dans un modeéle animal (115). En pathologie tumorale, IDO-1 participe a
cet échappement par différents mécanismes (figure 17) :
- dés le priming des lymphocytes T en inhibant la maturation des cellules dendritiques
présentatrices d’antigenes (41,9),
- en activant la voie GCN2 et en inhibant la voie mTOR, secondairement a la déplétion en
tryptophane, essentiel aux fonctions anaboliques des lymphocytes (121), ce qui aboutit a une
diminution de la prolifération des lymphocytes T, une augmentation de I'apoptose (123) et est a
I'origine d’'une anergie des cellules T activées (124),
- en activant le récepteur AhR, secondairement a I'action directe des métabolites du tryptophane
(116), ce qui aboutit a la différenciation des T naifs en Treg favorisant leur prolifération et diminue
I’expression du TCR,

- en inhibant I'activation de lymphocytes T par des CPA voisines n’exprimant pas IDO-1,
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- en inhibant directement I'activation de cellules NK et les cellules B, contribuant ainsi davantage

a 'immunosuppression (115,125).

a DO’ tumour cell NK cell

» Downregulation of
\ activating NK receptors
Tryptophan \ / = Apoptosis
co)
Kynurenines \ « Cell cycle arrest
« Decreased activation
Cytotoxic T cell « Apoptosis

b « Cell cycle arrest
+ Downregulation of TCR
&-chain expression
« Apoptosis
« Areactivity
DD « Cell cycle arrest
Tryptophan \\* * Apoptosis
¢ « Areactivity
IDOI ) = Conversion into Ty, cell
Kynurenines Naive CD4*

Tcell

« Decreased production of IFNy
» Increased production of IL-4
« Increased production of IL-13

Invariant
NK cell

« Decreased antibody
Bystander production
suppression = Apoptosis
Lymphocyte Plasma cell

Figure 17 : L’immunosuppression induite par I'IDO-1 (Léb et al, 2009)

Dans la tumeur, les cellules tumorales IDO-1+ inhibent les cellules T cytotoxiques et les cellules
NK (120,125). IDO-1 augmenterait également I'activité des cellules myéloides associées aux tumeurs

et favoriserait I'angiogénése (115).

[1.2.2.3. Application en cancérologie générale
Actuellement, quatre inhibiteurs sont testés dans des essais cliniques dans des cancers
métastatiques (124) :
- Indoximod, aussi appelé D-1MT (1-methyl-D-tryptophan) ou NLG8189, (NewLink Genetics) (68),
- INCB024360 ou Epacadostat (Incyte),
- NLG919 (Genentech),

- vaccin ciblant IDO, en phase 1 dans des cancers du poumon non a petites cellules (126).
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Deux études récentes (ASCO 2016) rapportaient des résultats préliminaires majeurs : un
essai de phase 2 dans des cancers du pancréas métastatiques rapportait 45% de réponse
objective (2 réponses completes) et des réponses durables a plus de 6 mois a la combinaison
indoximod et gemcitabine/nab-paclitaxel ; un essai de phase 1b/2 dans des mélanomes avancés
rapportait 53% de réponse objective (8/15) et deux réponses complétes a la combinaison
indoximod et pembrolizumab (anti PD-1). Des essais de phase 2 sont en cours avec |'indoximod
dans le cancer du sein, de la prostate, du cerveau et en phase 1 dans des tumeurs primitives
cérébrales pédiatriques (127).

L’epacadostat, inhibant les fonctions d’IDO-1 médiées par les cellules dendritiques (128), a
également été testé en monothérapie et en association avec d’autres traitements, avec
récemment un essai de phase 3 aux USA dans le mélanome en combinaison avec le
pembrolizumab (NCT02752074).

Aucune donnée dans la littérature ne rapporte a ce jour de marqueur prédictif de

réponse aux inhibiteurs d’IDO-1.

11.2.2.4. Application au cancer colorectal

L'expression d’IDO-1, dans les tumeurs, est variable selon les études. IDO-1 est exprimé
par les cellules du stroma et les cellules tumorales, dans 12 a 78% des CCR (114,117,129,130). Une
étude récente a rapporté une augmentation de I'expression du gene codant pour IDO-1 par les

TIL des CCR MSI (131) et plus particulierement dans les adénocarcinomes médullaires (132).

Des études dans les CCR tendent a montrer un intérét de l'inhibition de la voie d’IDO-1 en
combinaison avec d’autres traitements (133,134). D’apreés Pucceti et al, sur 69 CCR, 42% exprimait
en IHC a la fois IDO-1 et la kynurénine, suggérant qu’IDO-1 ne semble pas étre la seule molécule

a induire la kynurénine et I'intérét des combinaisons afin de cibler la voie du tryptophane.
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Un essai clinique de phase | en 2014 dans des tumeurs solides avancée dont 29 CCR n’a
pas mis en évidence de réponse complete ou partielle a I'epacadostat en monothérapie, 30% des
patients inclus dans cette étude avait toutefois une maladie stable a 8 semaines (113,135).

Un essai de phase 1-2 testant I'epacadostat en combinaison avec le nivolumab (anti PD-1) dans

des cancers avancés dont des CCR est en cours (NCT02327078).
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

Afin de mieux identifier les patients susceptibles d’étre éligible aux immunothérapies anti PD-1/
PD-L1 et anti IDO-1, nous avons étudié, dans une série rétrospective de CCR, de type MSI en se
focalisant notamment sur les CCR de type médullaire connus pour étre associés a un riche
microenvironnement immunitaire, et de type MSS, la fréquence et le profil d’expression des deux
molécules immunorégulatrices que sont le ligand PD-L1 et I'enzyme IDO-1, ainsi que le type et

la densité de I'infiltrat lymphocytaire associé.
Précisément, nous avons :

- comparé le profil d’expression immunohistochimique de PD-L1 et d’IDO-1 par les cellules
tumorales et/ou les cellules du stroma, sur coupes entiéres, dans 3 sous-groupes de CCR :
les CCR MSI médullaires, les CCR MSI non médullaires et les CCR MSS,

- corrélé cette expression avec la densité en TIL PD-1+ et T-bet+, ces TIL T-bet+ étant

susceptibles de produire de I'lFNy, cytokine de type Th1 connue pour induire I’expression

de PD-L1 et IDO-1 (118,136).
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PATIENTS ET METHODES

I- Patients
Nous avons inclus dans cette étude 21 adénocarcinomes MSI de type médullaire opérés
ente 2002 et 2015 au CHU de Nantes (service de chirurgie digestive et endocrinienne), et déja
identifiés pour une étude anatomo-clinique antérieure. Nous avons défini ce sous-groupe selon
les criteres morphologiques et moléculaires suivants :

- les caractéristiques morphologiques des adénocarcinomes médullaires définies par la
classification des tumeurs du systeme digestif de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS 2010 ; 7¢™e version): « placards de cellules tumorales (pas ou rares formations
glandulaires) au noyau a chromatine vésiculeuse avec un nucléole proéminent au sein
d’un cytoplasme éosinophile, associée a de trés nombreux lymphocytes intra-
épithéliaux. La classification OMS ne précise pas quel pourcentage du volume tumoral
doit présenter ces aspects morphologiques. Nous avons considéré qu’ils devaient étre

prépondérants et représenter au moins 70% du volume tumoral.

- la présence d’une instabilité microsatellitaire

Nous avons comparé cette cohorte a 20 adénocarcinomes MSI non médullaires opérés ente 2007
et 2012, en identifiant les différents sous-types histologiques autres que médullaire, et a 39
adénocarcinomes NOS MSS de grade variable, opérés ente 2007 et 2014. Ces cas ont été
identifiés aprées interrogation du logiciel DIAMIC, et relus (EO et CB) afin de confirmer le sous-type

histologique et le grade de différenciation.

Nous avons tenté d’apparier les patients des 3 groupes en fonction du stade pTNM.

Nous avons exclu de I'étude les patients ayant eu un traitement néo-adjuvant (chimiothérapie
et/ou radiothérapie), les patients sous traitement immunosuppresseur et les patients pour

lesquels nous ne disposions pas de matériel tissulaire suffisant.

Cette étude a été réalisée en accord avec les régles d’éthique émises par notre institution.
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Il - Recueil des données anatomopathologiques et cliniques

Pour chaque patient, les comptes rendus anatomopathologiques et les dossiers cliniques
ont été consultés. Les informations suivantes ont été colligées : sexe, age au diagnostic, date de
I'intervention, localisation tumorale, taille tumorale, type histologique défini selon Ia
classification OMS, stade pTNM selon "'UICC, statut MSI ou MSS déterminé dans le cadre de la

prise en charge diagnostique ou dans le cadre d’une étude antérieure.

[l = Immunohistochimie

[1l.1. Anticorps utilisés

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur un automate Dako (Autostainer Link) a
partir de coupes entiéres du bloc le plus représentatif de la tumeur afin d’étudier le caractere

hétérogéne ou non de I'expression de PD-L1 et d'IDO-1 notamment.

Les anticorps primaires utilisés et leur protocole sont résumés dans le tableau suivant :

Fournisseur Type Clone pH Dilution
PD-L1 Ozyme Monoclonal, lapin E1L3N 9 1/100
PD-1 Abcam Monoclonal, souris NAT 105 | 6 1/400
IDO-1 Millipore Monoclonal, souris 10.1 9 1/100
T-bet Santa Cruz Monoclonal, souris 4B10 6 1/100
cD163 Novocastra Monoclonal, souris 10D6 6 1/100
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[11.2. Evaluation des différents immunomarquages

PD-L1

L’expression de PD-L1 par les filets nerveux a servi de témoin intrinseque pour l'interprétation de

I'immunomarquage (figure 18).

Figure 18 : Expression de PD-L1 par les filets nerveux de la paroi colique (x10)

Nous avons pris en compte I’expression membranaire (+/- cytoplasmique) de PD-L1 par
les cellules tumorales et par les cellules du stroma. L’'intensité du marquage a également été
prise en compte (1 = faible, 2 = modérée, 3 = forte).

Nous avons évalué le pourcentage de cellules PD-L1+ avec une intensité modérée a forte
de maniere semi-quantitative en 5 scores pour les cellules tumorales et en 4 scores pour les
cellules du stroma (résumés dans le tableau 3).

Seuls les cas présentant plus de 5% de cellules tumorales PD-L1+ avec une intensité
modérée a forte ont été considérés comme PD-L1+ sur les cellules tumorales (scores 1 a 4), et
seuls les cas renfermant plus de 5 amas d’au moins 50 cellules marquées/cm?, avec une intensité

modérée a forte ont été considérés comme PD-L1+ sur les cellules du stroma (score 2 a 3).

Expression de PD-L1 en immunohistochimie

Score Par les cellules tumorales Par les cellules du stroma

0 <5% < 4 amas de cellules marquées/cm?, ou de facon isolée

1 6%-25% 4 — 5 amas (au moins 50 cellules) de cellules marquées/cm?
2 26%-50% > 5 amas de cellules marquées/cm?, répartition hétérogéne
3 51%-70% Marquage diffus

4 >70%

Tableau 3 : Quantification semi-quantitative en immunohistochimie de I'expression membranaire de PD-
L1 avec intensité modérée a forte
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IDO-1

L’expression d’IDO-1 par les cellules endothéliales nous a servi de témoin intrinséque (figure 19).
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Figure 19 : Expression d’IDO-1 par les cellules endothéliales du stroma (x20)

Nous avons pris en compte I'expression de IDO-1 par les cellules tumorales et par les
cellules du stroma. Le marquage était cytoplasmique, homogéne ou granuleux. L'intensité du
marquage a été prise en compte (1 =faible, 2 = modérée ou 3 =forte) et le pourcentage de cellules
IDO-1+ a été évaluée de maniére semi-quantitative en 5 scores pour les cellules tumorales et en
4 scores pour les cellules du stroma (résumés dans le tableau 4).

Seuls les cas avec plus de 5 % des cellules tumorales IDO-1+ avec une intensité modérée
a forte ont été considérés IDO-1+ (scores 1 a 4), et seuls les cas avec plus de 5 % des cellules du
stroma IDO-1+ avec une intensité modérée a forte ont été considérés IDO-1+ pour les cellules du

stroma (score 1 a 3).

Expression d’IDO-1 en immunohistochimie

Score Par les cellules tumorales Par les cellules du stroma
0 <5% <5%

1 6%-25% 6%-25%

2 26%-50% 26%-50%

3 51%-70% >50%

4 >70%

Tableau 4 : Quantification semi-quantitative en immunohistochimie de I'expression d’IDO-1 avec intensité
modérée a forte
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PD-1

Les lymphocytes T folliculaires helper (TFH) PD-1+ dans les follicules lymphoides nous ont
servis de témoin interne (figure 20). L'expression membranaire de PD-1 a été évaluée
manuellement de maniére semi-quantitative. Les lymphocytes intra-tumoraux (TIL, intra-
épithéliaux et du stroma) ont été pris en compte. Le nombre de TIL PD-1 + a été évalué dans les
5 champs les plus riches au grossissement 200. Le résultat a ensuite été rapporté en nombre de

TIL PD1+ par champ.

Figure 20 : Lymphocytes TFH PD-1+ intra-folliculaires (x20)

T-BET

L’expression nucléaire de T-bet a été évaluée manuellement de maniére semi-quantitative de
la méme facon que pour PD-1. Le nombre de TIL T-bet + a été évalué dans les 5 champs les plus
riches au grossissement 200. Le résultat a ensuite été rapporté en nombre de TIL T-bet + par

champ.
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IV - Analyses statistiques

L'ensemble des données anatomo-cliniques, immunohistochimiques et moléculaires a
été inclus dans une base de données. Les données épidémiologiques ont été présentées en
nombres et pourcentages et les données quantitatives en médiane, minimum et maximum. Le
test du Chi-2 bilatéral ou le test exact de Fisher ont été utilisés pour déterminer les associations
entre les variables qualitatives (selon les effectifs). Le test non paramétrique de Mann-Whitney a
été utilisé pour étudier les variables quantitatives et graduelles, notamment pour évaluer la
relation entre la densité en TIL-PD-1+ ou en TIL T-bet+ et les caractéristiques morphologiques et
moléculaires des CCR. Un coefficient de Spearman a été calculé pour étudier la corrélation entre
la densité en TIL PD-1+ ou T-bet+ et I'expression de PD-L1. Les mémes analyses ont été effectuées
pour I'expression d’IDO-1. Les données manquantes ont été exclues de I'analyse statistique. Une
valeur de p inférieure a 0,05 a été retenue pour déterminer la significativité statistique. Ces

analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 7.
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RESULTATS

| - Caractéristiques anatomo-cliniques des patients

Les caractéristiques anatomo-cliniques des patients sont résumées dans le tableau 5. Nous
avons inclus 35 hommes et 45 femmes. Parmi les 41 CCR MSI, 39 étaient des cas sporadiques, 2
patients avaient un syndrome de Lynch. Parmi les 20 CCR MSI non médullaires, la majorité
correspondait a des ADK mucineux (n=10, 50%) ou des ADK NOS bien a moyennement
différenciés (n=7, 35%). Parmi les 39 CCR MSS, la majorité correspondait a des ADK NOS bien a
moyennement différenciés (n=31, 79.5%) ou a des ADK mucineux (n=4, 10.2%). Nous avions

également un CCR de type morphologique médullaire parmi les CCR MSS.

Les CCR de phénotype MSI, quelle que soit la variante histologique, présentaient les
caractéristiques anatomo-cliniques habituelles des CCR MSI : la majorité des tumeurs était
localisée au colon droit (83% versus 30% des CCR MSS) (p<0,0001), de plus grande taille (moyenne
6,84 cm versus 5 cm dans les MSS) (p=0,0004), en particulier dans les CCR MSI médullaires, et
touchait préférentiellement des femmes (62,3% vs 43,6% dans les MSS) (p= 0,04), agées
(p<0,0001).
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CCR MSI CCR MSI non p CCR MSS p

médullaires médullaires

(n=21) (n =20) (n=39)

(MSI vs MSS)

Age: moyenne (extrémes) 76,2 (35-95) 77,2 (61—-389) 0,68 66,4(44 — 87) p<0,0001
Sexe
Homme 8 (38,1%) 5 (25%) 0,5 22 (56,4%) 0,04
Femme 13 (61,9%) 15 (75%) 17 (43,6%)
Site tumoral
Colon droit 18 (85,75%) 16 (80%) 0,69 12 (30,8%) <0,0001
Colon transverse 2(9,5%) 2 (10%) 1 5(12,8%) 0,72
Colon gauche 0 (0%) 2 (10%) 19 (48,7%) 0,0038
Rectum 0 (0%) 0 (0%) 3(7,7%)
Gréle 1(4,75%) 0 (0%) 0 (0%)
Taille tumorale (cm) : moyenne (extrémes) 7,52 (4-11) 6,1 (3-10) 0,03 5,03 (1,5-10) 0,0004
Sous type histologique
Adénocarcinome NOS :
- Bien /moyennement différencié 0 (0%) 7 (35%) 31 (79,5%) <0,0001
- Peu différencié 0 (0%) 1(5%) 1(2,56%)
Adénocarcinome mucineux 0 (0%) 10 (50%) 4 (10,26%) 0,14
Adénocarcinome médullaire 21(100%) 0 (0%) 1(2,56%) <0,0001
Adénocarcinome polymorphe 0 (0%) 2 (10%) 1(2,56%)
Adénocarcinome festonné 0 (0%) 0 (0%) 1(2,56%)
pT
pT1 0 (0%) 0 (0%) 5(12,8%)
pT2 2(9,5%) 0 (0%) 2 (5,2%)
pT3 13 (62%) 12 (60%) 27 (69,2%)
pT4 6 (28,5%) 8 (40%) 0,52 5(12,8%) 0,03
pN
pNO 14 (66,6%) 8 (40%) 23 (59%)
pN1 4(19,1%) 9 (45%) 0,12 12 (30,8%) 0,65
pN2 3(14,3%) 3 (15%) 4 (10,2%)
pM
MO 19 (90,5%) 16 (80%) 0,40 31(79,5%) 0,56
M1 2(9,5%) 4 (20%) 8(20,5%)
Stade
| 2 (9,5%) 0 (0%) 6 (15,4%)
Il 11 (52,5%) 7 (35%) 15 (38,6%)
I 6 (28,5%) 9 (45%) 10 (25,5%)
Y 2 (9,5%) 4 (20%) 0,41 8 (20,5%) 0,56

Tableau 5 : Caractéristiques anatomo-cliniques des patients inclus dans I’étude
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Il - Uexpression de PD-L1 était plus fréquente dans les CCR MSI, et notamment dans

le sous-type médullaire ol PD-L1 était exprimé par les cellules tumorales.

PD-L1 n’était pas exprimé par les cellules épithéliales de la muqueuse colique normale (figure 21).

o - e .
Figure 21 : Absence d'expression de PD-L1 par la muqueuse colique normale (x20)

Dans les CCR, 78% (32/41) des CCR MSI étaient PD-L1+ (expression membranaire +/-
cytoplasmique par les cellules tumorales et/ou les cellules du stroma) contre 46% (18/39) des CCR
MSS (p=0,005). Plus précisément, dans les CCR MSI, I'expression de PD-L1 était plus importante
dans les CCR de type médullaire. En effet, 90% des CCR médullaires étaient PD-L1+ (19/21) contre
65 % des CCR MSI non médullaires (13/20), mais la différence n’atteint pas la significativité
statistique (p =0,06).

Il. 1 - L'expression de PD-L1 par les cellules tumorales était hétérogéne, présente uniquement

dans les CCR MSI, et préférentiellement dans le sous-type médullaire.

L’expression aberrante de PD-L1 par les cellules tumorales (score > 1) n’était retrouvée
que dans les CCR MSI (19/41, 46%) (au total, 61 cas score 0, 6 score 1, 0 score 2, 5 score 3, 8 score
4). Aucun CCR MSS ne présentait ce profil d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales (p

<0,0001) (figure 22).
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Figure 22: Profil d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans les trois groupes de CCR
a : Représentation des scores d’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ( x2,5) 48

b : Expression de PD-L1 par les cellules tumorales dans les trois groupes de CCR : ensemble des scores, score 1 et score 3.




Cette expression tumorale était hétérogene, soit diffuse (équivalent au score 4), soit en
foyers, plus focale, assez souvent a l'interface avec le stroma, notamment au niveau du front

d’invasion mais pas uniquement (figure 23).

Figure 23 : Expression hétérogene de PD-L1 par les cellules tumorales dans les CCR MSI/

a : Expression focale de PD-L1 par les cellules tumorales dans un CCR MSI non médullaire avec un renforcement a
Vinterface tumeur/ stroma au sein de ce foyer (x 1,25) ; b : Renforcement d’expression de PD-L1 par les cellules
tumorales a l'interface tumeur/stroma dans un CCR MSI médullaire (x10) ; c : Expression homogeéne et diffuse de
PDL1 dans un CCR MSI médullaire (x1,25)

Elle était préférentiellement retrouvée dans le sous-type médullaire (62%, 13/21) par
rapport aux non médullaires (30%, 6/20), mais la différence n’atteignait pas la significativité
statistique (p=0,061). En revanche, si I'on considére une expression aberrante de PD-L1 par plus
de 50% des cellules tumorales (score > 3), ce profil d’expression est significativement plus
fréquent dans les CCR de type médullaire (57%, 12/21) que dans les CCR non médullaires (5%,
1/20) (p =0,0005) (Figure 22).
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Il. 2 = L’expression de PD-L1 par les cellules du stroma était hétérogéne, plus fréquente dans

les CCR MSI, mais était significative dans les CCR MSS.

L'expression de PD-L1 par les cellules du stroma était également répartie de fagon
hétérogéne au sein des tumeurs, le plus souvent en foyers encorbellant des ilots de cellules
tumorales, principalement au niveau du front d’invasion mais également dans le centre de la
tumeur (figure 25).

L’expression de PD-L1 par quelques cellules du stroma regroupées en amas (score 1,4 a5
amas d’au moins 50 cellules/cm2 PDL1+) était assez fréquente dans les CCR (20%, 19/80) et
notamment dans les CCR MSS (33%, 13/39).

Cependant, en considérant une expression significative de PD-L1 par les cellules du stroma
(score =2, plus de 5 amas d’au moins 50 cellules marquées/cm?, celle-ci était retrouvée dans 56
% de CCR MSI (23/41), et 43 % de CCR MSS (18/39) (p=0,5) (figure 25). Parmi les CCR MSI, 52%
des CCR MSI médullaires et 60% des CCR MSI non médullaires exprimaient PD-L1 par le stroma.

Aucune différence statistiquement significative n’a été démontrée.

Figure 24 : Les cellules du stroma PD-L1+ (a) se superposent a des cellules myéloides CD163+(b) avec
rares cellules lymphoides PD-L1+ (c) (x20)

Concernant la nature des cellules du stroma PD-L1+, il s’agissait essentiellement de cellules de
grande d’allure macrophagique CD163+, associée a de rares éléments lymphoides (figure 24).
Une partie des CCR MSI PD-L1+ présentait une expression de PD-L1 a la fois par les cellules
tumorales et par les cellules du stroma : 23,8% des CCR médullaires et 25 % des CCR MSI non

médullaires.
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Figure 25 : Profil d’expression de PD-L1 par les cellules du stroma dans les CCR.

a : Représentation des scores d’expression de PD-L1 par les cellules du stroma dans les CCR

b : CCR MSI médullaire avec image d'encorbellement des cellules tumorales par des cellules du stroma PD-L1 +(x 10)
¢ : Expression de PD-L1 par les cellules du stroma dans les trois groupes de CCR : ensemble des scores et score 2




1.3 — L’expression de PD-L1 était associée a certaines caractéristiques anatomo-cliniques

L’expression de PD-L1 globale (cellules tumorales et/ou cellules du stroma) était retrouvée

préférentiellement dans des tumeurs volumineuses (>7,5cm, p=0,004), de phénotype MSI

(p=0,0052), dans la variante médullaire (p=0,0015), de stade Il (p =0,01) (tableau 6).

PD-L1 + PD-L1- p
(n=50) (%) (n=30) (%)
Age
Moyenne 72,4 72,3 0,74
<65 14 (28) 7 (23,3) 0,794
265 36 (72) 23 (76,7)
<75 22 (44) 18 (60) 0,24
>75 28 (56) 12 (40)
Sexe
Homme 19 (38) 16 (53,3) 0,24
Femme 31(62) 14 (46,6)
Stade UICC
| 4(8) 4(13,3)
Il 26 (52) 7(23,3) 0,01
1l 12 (24) 13 (43,3)
\Y 8 (16) 6 (20) 0,76
Taille tumorale
Moyenne 6,5 5,21 0,023
<5cm 15 (30) 9 (30) 1
>5cm 35 (70) 21 (70)
<7,5cm 30 (60) 27 (90) 0,004
>7,5 cm 20 (40) 3(10)
Type histologique
NOS BD MD 20 (40) 18 (60) 0,10
NOS PD 1(2) 1(3,4)
Médullaire 20 (40) 2 (6,6) 0,0015
Mucineux 8(16) 6(20) 0,76
Polymorphe 1(2) 2 (6,6) 0,55
Festonné 0(0) 1(3,4)
Site tumoral
Droit 30 (60) 16 (53,3) 0,64
Autres 20 (40) 14 (46,7)
Statut
MSI 32 (64) 9 (30) 0,0052
MSS 18 (36) 21 (70)

Tableau 6 : Caractéristiques anatomo-pathologiques des CCR selon I'expression globale de PD-L1

Sur les deux cas de CCR MSI héréditaires, I'un exprimait PD-L1 par les cellules tumorales, I'autre

par les cellules du stroma.
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Ill - IDO-1 était essentiellement exprimée par les cellules tumorales, de maniére

significative dans les trois groupes de CCR.

IDO-1 n’était exprimée dans la muqueuse colique normale que par des cellules du chorion
d’allure macrophagique et quelques cellules dendritiques dans les flots lymphoides intra-
mugqueux. En revanche, elle était exprimée par les cellules épithéliales de la muqueuse

péritumorale (figure 26).

Figure 26 : Profil d’expression d’IDO en muqueuse colique normale et péritumorale.

Expression d’IDO-1 par de rares cellules du chorion de la muqueuse colique normale (N) (x5), au milieu : expression d’IDO-1 par
la muqueuse colique péri tumorale (PT) (x1,25) dans un CCR MSI non médullaire (x2,5), principalement par les cellules
épithéliales de la muqueuse colique péritumorale (x20) (T = tumeur).
Dans les CCR, IDO-1 était exprimée de maniere aberrante essentiellement par les cellules
tumorales, sous la forme d’'un marquage cytoplasmique homogene ou granuleux. L’expression
d’IDO-1 par les cellules du stroma était rare, observée uniquement dans 1 CCR MSS (figure 27)

par des cellules d’allure macrophagique ou dendritique (score 3).

53 > - ~ - -

Figure 27 : Expression aberrante d’ID0-1 par les cellules du stroma dans un CCR MSS (score 3) associée a une
expression focale dans les cellules tumorales (score 1) (x20).
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Cette expression (score>1, plus de 5% des cellules tumorales) était retrouvée dans 46% de
CCR MSI et 38% des CCR MSS. Parmi les CCR MSI, cette expression concernait 47% des CCR MSI
médullaires et 45% des CCR non médullaires. Nous n’avons pas retrouvé de différence
d’expression statistiquement significative entre les groupes. Si I'on considere |'expression
aberrante d’IDO-1 par plus de 50% des cellules tumorales (score>3), 14% des CCR MSI
médullaires, 10% des CCR non médullaires, et 23% des CCR MSS présentaient ce profil, sans

différence statistiquement significative (figure 28).
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Figure 28 : Profil d’expression d 'IDO-1 par les cellules tumorales dans les CCR

a : CCR MSI non médullaire (10% de cellules tumorales, score 1) (x10), b : CCR MSI médullaire (20% de cellules
tumorales, score 1) (x20) ; ¢ : CCR MSS (80% de cellules tumorales, score 4) (x20) ; d : expression d’IDO-1 par les
cellules tumorales dans les trois groupes de CCR : ensemble des scores, score 1 et 3.
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L’expression d’IDO-1 était plus fréquente dans les CCR du colon droit (p=0,04) ( tableau 7).

Expression d’IDO-1

IDO CT+ IDO CT- p

(n =34) (%) (n =46) (%)
Age
Moyenne 74 71 0,85
Rang 54-89 35-95
<75 15 (44,1) 26 (56,5) 0,36
>75 19 (55,9) 20 (43,5)
Sexe
Homme 15 (44,1) 20 (43,5) 1
Femme 19 (55,9) 26 (56,5)
Stade UICC
| 2(5,9) 6(13) 0,0534
1] 20(58,8) 13 (28,3)
n 8(23,5) 17 (37)
\Y 4(11,8) 10 (21,7)
Taille tumorale
Moyenne 6,4 5,7 0,17
<7,5cm 22 (64,7) 36 (78,2) 0,21
27,5cm 12 (35,3) 10 (21,8)
Site tumoral
Droit 15 (44,1) 31(67,4) 0,0430
Gauche 11(32,4) 10(21,7)
Transverse 5(14,7) 4(8,7)
Gréle 1(2,9) 0(0)
Rectum 2(5,9) 1(2,2)
Type histologique
NOS BD MD 13(38,3) 25(54,3)
NOS PD 1(2,9) 1(2,2) 0,26
Médullaire 11(32,4) 11(23,9) 0,45
Mucineux 7 (20,6) 7(15,2) 0,56
Polymorphe 1(2,9) 2(4,4) 1
Festonné 1(2,9) 0(0)
Statut
MSI 19(55,9) 22 (47,8) 0,5
MSS 15 (44,1) 24 (52,2)

Tableau 7 : Caractéristiques anatomo-cliniques des CCR selon I’expression d’IDO-1.

Nous n’avons pas mis en évidence de relation entre I'expression d’IDO-1 et I'expression

de PD-L1 que ce soit par les cellules tumorales (p=0,42) ou par les cellules du stroma (p=0,82).
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IV — Les densités en TIL PD-1+ et T-bet+ étaient significativement plus élevées dans les
CCR MSI, notamment les CCR de sous-type médullaire, étaient corrélées entre elles et
a I'expression de PD-L1.
IV.1 - Densité en TIL PD-1+

La densité en TIL PD-1+ était significativement plus élevée dans les CCR MSI (233,8/champ
+/-326,2) que dans les CCR MSS (42,7/champ +/- 158,8) (p<0,0001) (figure 29).
Dans les CCR MSS, le cancer avec la densité la plus élevée en TIL PD-1+ (997/champ) correspondait
au CCR de sous-type médullaire.
Dans les CCR MSI, la densité en TIL PD-1+ était significativement plus élevée dans les CCR de type
médullaire (369,2/champ, 2 a 1555/champ +/- 406) que dans les CCR non médullaires (91,6/
champ, 1,8 a 260/champ+/- 94,7) (p = 0.003).
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Figure 29: Profil d’expression de PD-1 par les TIL dans les différents groupes de CCR (x 20)

a : CCR MSI médullaire, b : CCR MSI non médullaire, c : CCR MSS ; d et e: densité en TIL PD-1+ selon les groupes de CCR
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IV.2 - Densité en TIL T-bet+

La densité en TIL T-bet+ était significativement plus élevée dans les CCR MSI (moyenne
113,6/champ, +/- 104,2) que dans les CCR MSS (moyenne 31,8/champ, +/- 33,2) (p<0,0001).
Le CCR MSS de sous-type médullaire avait une des densités les plus élevées (90 TIL T-bet+/champ
versus 31,8/champ en moyenne. Plus précisément, dans les CCR MSI, leur densité était
significativement plus élevée dans le sous-type médullaire (moyenne 142,2/champ, +/- 117,2) par

rapport aux non médullaires (moyenne 85/champ, +/- 79,4) (p=0,01) (figure 30).
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Figure 30: Profil d’expression de T-bet par les TIL dans les différents groupes de CCR (x 20)

a : CCR MSI médullaire, b : CCR MSI non médullaire, c : CCR MSS ; d et e : densité en TIL T-bet + selon les groupes de CCR
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IV.3 - La densité en TIL T-bet+ était corrélée a la densité en TIL P-D1+.
De maniere intéressante, nous avons mis en évidence une corrélation significative entre
le nombre de TIL T-bet+ et le nombre de TIL PD-1+ dans la cohorte globale (r = 0.598, p<0,0001)

(figure 31), la densité en TIL T-bet+ étant inférieure a la densité en TIL PD-1+.

o 500-
&
®
T 400-
+ ]
a»
£ 300- ¢
®

—
2000 & ° .
® * . *°
2100, o* °
g ‘...
ik}
D U T T 1

0 500 1000 1500

Densité en TIL PD-1/champ

Figure 31 : Corrélation entre la densité en TIL T-bet+ et PD-1+ dans les CCR (r = 0,598)

Cette corrélation reste significative dans les différents groupes de CCR (p = 0,0005, r=0,527 dans
les CCR MSI ; p =0,001, r= 0,54 dans les CCR MSI médullaires ; p= 0,018, r= 0,52 dans les CCR MSI
non médullaires et p = 0,0007, r = 0,518, dans les CCR MSS).

IV.4 - La densité en TIL T-bet+ et PD-1+ était associée a I’expression de PD-L1-

PD-L1 étant I'un des ligands du récepteur PD-1 exprimé par certains lymphocytes T, nous
avons corrélé I'expression de PD-L1 avec la densité en TIL PD-1+ dans chaque groupe de CCR
(figure 32). La densité en TIL PD-1+ était significativement plus élevée dans les CCR PD-L1+ dans
la cohorte globale, que ce soit une expression de PD-L1 par les cellules du stroma et/ou par les
cellules tumorales (206 TIL PD-1+/champ +/- 328 dans les CCR PD-L1+ versus 30 TIL PD1+/champ
+/- 53 dans les CCR PD-L1- ; p<0,0001), par les cellules tumorales uniquement (378/champs +/-
555 dans les CCR PD-L1+ versus 30/champ +/- 53 dans les PD-L1-; p=0,0013), ou par les cellules

du stroma uniquement (151/champs dans les CCR PD-L1+ +/- 246 versus 30/champ +/- 53 dans
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les PD-L1-; p =0,0075). De plus, il existait une corrélation significative entre la densité en TIL PD-

1+ et I'expression globale de PD-L1 (r=0,49 et p<0,0001).
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Figure 32: Densité en TIL PD-1+ en fonction de I'expression de PD-L1 (globale, par les cellules
tumorales uniquement ou le stroma uniquement)

Cette corrélation est également observée de maniére significative dans les CCR MSS (p =

0,0061 ; r =0,431) et semble également exister dans les MSI (p= 0,06 ; r 0,28).

L’expression de PD-L1 pouvant étre induite par I'l[FNy, sécrétée par les lymphocytes T
T-bet+ (Th1 et Tcl), nous avons également analysé la relation entre I'expression de PD-L1 et la
densité en TIL T-bet+. La densité en TIL T-bet+ était significativement plus élevée dans les CCR PD-
L1+ par rapport aux CCR PD-L1- dans la cohorte globale, que ce soit une expression de PD-L1 par
les cellules tumorales et/ou le stroma (107/champ +/- 96 dans les CCR PD-L1+ versus 17/champ
+/- 14 dans les CCR PD-L1-; p<0,0001), par les cellules tumorales uniquement (174/champ +/- 151
dans les CCR PD-L1+ versus 17 +/- 15 dans les CCR PD-L1-; p<0,0001) ou par les cellules du stroma

59



uniquement (81/champ +/- 75 dans les CCR PD-L1 ST+ contre 17 +/- 15 dans les CCR PD-L1 ST-;
p<0,0001).
De plus, il existait une corrélation significative entre la densité en TIL T-bet+ et |'expression de PD-

L1 globale (r=0.66 et p<0.0001)(figure 33).
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Figure 33 : Densité en TIL T-bet+ en fonction de I'expression de PD-L1 globale, par le stroma et/ou les
cellules tumorales, par les cellules tumorales (CT) et par le stroma (ST).

Cette corrélation persiste dans les sous-groupes CCR MSI (r =0.52, p = 0.005) et MSS (r=0.61, p
<0.001).

L'expression d’IDO-1 pouvant étre induite par I'IFNy, nous avons également analysé la
relation entre I'expression d’IDO-1 et la densité en TIL T-bet+. Bien que n’ayant pas retrouvé de
relation statistiquement significative, les CCR IDO-1+ semblent étre plus riches en TIL T-bet+

(91/champ+-108) par rapport aux CCR IDO-1- (62/champ+-68) (p=0,26).
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DISCUSSION

Cette étude rétrospective portant sur 80 CCR, est I'une des premiéres ayant analysé de
maniere assez exhaustive en immunohistochimie sur coupes entieres, la fréquence et le profil
d’expression de deux molécules immunorégulatrices - le ligand PD-L1 et I'’enzyme IDO-1 — dans
les CCR MSI connus pour étre associés a un riche microenvironnement immunitaire, en les
comparant aux CCR de type MSS, en fonction des différentes variantes histologiques de la
classification OMS. Nous montrons que : 1) I'expression de PD-L1 est fréquente dans les CCR, mais
tres hétérogene d’une tumeur a l'autre et sein d’'une méme tumeur, retrouvée dans plus de 60%
des CCR, 2) I'expression de PD-L1 est retrouvée préférentiellement dans les CCR MSI (78%), et
notamment dans le sous-type médullaire (90%), 3) cette expression est corrélée a un infiltrat riche
en TIL PD-1+ et en TIL T-bet+, 4) IDO-1 est exprimé dans plus de 40% des CCR, quel que soit leur

statut microsatellitaire.

Nous rapportons dans cette étude, une expression de PD-L1 dans 62% des CCR. Il s’agit
d’une expression aberrante puisque nous ne la retrouvons pas dans la muqueuse colique
normale, en accord avec la plupart des études (53,77,137-139). Dans la littérature, les données sur
I’expression de PD-L1 en immunohistochimie dans les CCR sont trés variables, le plus souvent
parcellaires, et parfois discordantes entre les études. Dans les CCR en général, la fréquence
rapportée varie de 5% a 89%. Cette variabilité et ces discordances sont vraisemblablement liées
a des différences en termes de méthodologie et d’interprétation des immunomarquages. En
effet, il 'y a pas de consensus actuel pour tester I'expression de PD-L1 sur coupes tissulaires.
Différents anticorps, certains étant reconnus comme peu performants pour
I'immunohistochimie, différents scores (précisant ou non le type de cellule évalué, le niveau
d’intensité de I'immunomarquage, le marquage membranaire ou cytoplasmique, le pourcentage
de cellule considéré) sont utilisés en fonction des études, et les études les plus récentes incluant
un nombre significatif de patients ont été réalisées sur Tissue Micro-arrays (TMA), ne permettant
pas d’apprécier I'éventuelle hétérogénéité d’expression de PD-L1 dans les CCR. Hors, cette

hétérogénéité d’expression a été rapportée dans les cancers du poumon et le mélanome
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notamment (5,6). Notre étude est la premiere a avoir analysé dans une cohorte significative de
CCR, de type médullaire notamment, I'expression de PD-L1 sur coupes entieres afin de prendre
en compte cette hétérogénéité d’expression. Seule une étude avait également analysé le profil
d’expression de PD-L1 a partir de coupes entieres, dans une cohorte de 87 patients et rapportait
21% de CCR PD-L1+ en prenant en compte uniquement les cellules tumorales et sans préciser le
seuil de positivité (111). Nous avons utilisé un anticorps monoclonal commercialisé depuis 2014
(clone E1L3N, Cell Signaling Technology), validé lors de certains essais cliniques pour
I'immunohistochimie sur coupes de tissus formolés et inclus en paraffine (140), mais pas encore
considéré comme test « compagnon ». Nous avons considéré un seuil de >5% de cellules
tumorales PD-L1+ avec un marquage membranaire, ce type d’expression membranaire
permettant une interaction avec son récepteur (62) et ce seuil ayant été associé a une réponse
thérapeutique significative dans des essais cliniques (83,141). Notre étude sur coupes entieres
permet de retrouver une hétérogénéité de PD-L1 d’'une tumeur a l'autre et au sein d’'une méme
tumeur avec une expression focale (41%) ou diffuse (21%). L’expression de PD-L1 est observée
essentiellement sur les cellules du stroma de nature macrophagique CD163+ et est moins
fréquente sur les cellules tumorales. Cette expression par les cellules tumorales et/ou les cellules
du stroma est assez souvent retrouvée a l'interface cellules tumorales/stroma, avec des cellules
macrophagiques PD-L1+ encorbellant les ilots tumoraux, ou des foyers de cellules tumorales PD-
L1+ a la lisiére du stroma. Ce profil d’expression, soit focal, soit diffus, a déja été rapporté dans le
mélanome et le cancer du poumon (142,143) et en partie dans le CCR (105,112,131) et suggere des

interactions particuliéres entre cellules tumorales et cellules immunitaires.

Nous montrons une expression préférentielle de PD-L1 dans les CCR MSI (78%) par rapport
aux CCR MSS (46%). Cette expression préférentielle de PD-L1 dans les CCR MSI a été rapportée
dans quatre études récentes (54,105,111,112) avec des pourcentages cependant moins élevés (12,5;
18; 38;75%). Néanmoins, les fréquences sont difficiles a comparer car les cellules étudiées et les
scores utilisés sont différents. Deux études récentes sur TMA ont étudié I'expression de PD-L1 a
la fois par les cellules tumorales et les cellules du stroma, sans rapporter toutefois I'expression

globale observée (132,144).
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De maniére intéressante, nous retrouvons une expression significative de PD-L1 dans les
CCR MSS (46%). Dans la littérature, I’expression rapportée est plus faible, oscillant entre 2 et 10%
(112,132). Dans notre étude, il s’agit d’'une expression par les cellules du stroma uniquement. Ce
résultat est surprenant compte-tenu de I'absence de réponse rapportée dans ce groupe de cancer
(105), dans un essai, incluant cependant, peu de CCR MSS. Parmi les CCR MSS ayant été testés
(4/21), aucun n’exprimait PD-L1. Nos résultats laissent donc a penser qu’un nombre significatif
de cancers MSS pourrait étre éligible aux immunothérapies anti PD-1/PD-L1 sauf si I'expression
de PD-L1 par les cellules tumorales est nécessaire pour induire une réponse objective. En effet,
pour certains auteurs, I'expression de PD-L1 par les cellules tumorales semble nécessaire (55),
pour d’autres, I'expression par les cellules du stroma pourrait étre suffisante (8g). Les résultats des
essais incluant notamment davantage de CCR MSS permettront peut-étre de répondre a cette

question.

Contrairement a d’autres types de tumeurs (mélanome, cancer du poumon...), nous
montrons que |'expression de PD-L1 par les cellules tumorales est peu fréquente (24%). Seuls 10%
des CCR présentent une expression diffuse par les cellules tumorales (score 4). Ce profil
d’expression caractérise préférentiellement les CCR MSI (46%), en accord avec études récentes
publiées pendant la réalisation de notre propre étude, mais avec des fréquences plus faibles de
18% et 22% respectivement dans les études de Lee et al et Rosenbaum et al (112,145). En outre,
nous décrivons ce profil d’expression surtout dans les CCR MSI de sous-type médullaire (62%)
comme le rapportent également ces deux études. La fréguence d’expression rapportée de PD-L1
dans les adénocarcinomes médullaires est variable avec parfois des résultats contradictoires. En
effet, Friedman et al ne rapportaient pas de différence d’expression entre des CCR médullaires
(18%) et des CCR MSI bien différenciés (23%) (étude sur TMA)(132). Ces discordances pourraient
étre expliquées par I'absence de critére précis pour définir les adénocarcinomes médullaires dans
I'actuelle classification OMS, et bon nombre d’études ne précise notamment pas le volume de
cette composante médullaire pour définir ce sous-type histologique.

Ce profil d’expression particulier de PD-L1, spécifique aux CCR MSI de type médullaire,

pose la question de son origine. Elle pourrait s’expliquer par le micro-environnement immunitaire
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particulierement riche en TIL T-bet+, potentielle source d’IFNy, une cytokine de type Th1l connue
pour induire I'expression de PD-L1. D’ailleurs, nous montrons une densité significativement plus
élevée en TIL T-bet+ dans les CCR médullaires par rapport aux autres CCR MSI non médullaires ou
MSS et une corrélation significative (r=0.52, p=0.005) entre I'expression de PD-L1 et la densité en
TIL T-bet+, notamment dans le groupe des CCR MSI. Ces résultats sont en accord une signature
moléculaire IFNy retrouvée dans les adénocarcinomes médullaires (132). Cette immunogénicité
accrue des CCR MSI médullaires pourrait étre liée a un taux de mutations frameshift plus élevé
dans cette variante histologique que dans les autres CCR MSI, responsable de la synthése d’une
quantité plus importante de néoantigenes, reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques, ce qui
reste a démontrer. Ce lien entre le taux de mutations « frameshift » et 'immunogénicité a été
montré dans les CCR MSI (34,146), dans d’autres tumeurs MSI et dans des cancers du poumon non
a petites cellules (105,147). Certaines études montrent également que I'expression aberrante de
PD-L1 peut étre induite par des anomalies oncogéniques de la cellule tumorale elle-méme (14s),
selon le concept de la résistance immunitaire innée. Dans ce cas, I'expression de PD-L1 est décrite
comme diffuse (82,149), profil d’expression observé uniquement dans les adénocarcinomes
médullaires dans notre étude. L'expression de PD-L1 peut, dans ce cas, étre induite suite a la
délétion de PTEN dans les glioblastomes (65), a |'activation de la voie ALK dans les cancers du
poumon (150) ou encore de la voie C-myc dans certains modéles animaux (151). L'origine de cette
expression particuliere de PD-L1 dans les CCR MSI médullaires mériterait donc d’étre approfondie
dans les études futures en corrélant les caractéristiques immunitaires au profil moléculaire de ces

tumeurs dans une étude multicentrique étant donné la rareté de celle-ci.

D’autre part, nous montrons que cette expression de PD-L1 est corrélée de maniere
significative a la densité en TIL PD-1+ (r=0.49, p<0.0001). La densité en TIL PD-1+ est, comme
I’expression de PD-L1, significativement plus élevée dans les CCR MSI que dans les CCR MSS, et
particulierement dans les CCR MSI médullaires. Cette richesse en TIL PD-1+ dans les CCR MSI
médullaires a également été rapportée par Friedman et al (132). D’'un point de vue fonctionnel, ces
lymphocytes PD-1+ pourraient étre épuisés (« exhausted »)(152,153), participant donc a

I’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire anti-tumorale, I'expression de PD-1 sur les
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lymphocytes T Th1l et Tcl survenant physiologiquement apres I'étape d’activation initiale afin de
réguler la réponse immunitaire effectrice. Dailleurs, nous montrons une corrélation significative
entre la densité en TIL PD-1+ et la densité en TIL T-bet+ a la fois dans la cohorte globale et dans
les 3 groupes de CCR, T-bet étant le facteur de transcription induisant la différenciation des T en
Thl et en Tcl (154). Des études fonctionnelles, sur explants aprés isolement de ces TIL,
permettraient de vérifier si ces lymphocytes T-bet+ sont PD-1+ et donc incapables effectivement

de produire de I'lFNy.

L’ensemble de nos résultats suggerent donc que le groupe des CCR MSI est hétérogene,
au moins d’un point de vue « immunitaire » avec une surexpression préférentielle de PD-L1, PD-
1 et T-bet dans les CCR MSI médullaires par rapport aux CCR MSI non médullaires, avec un profil
d’expression singulier de PD-L1 par les cellules tumorales retrouvé presque exclusivement dans
les CCR médullaires (57% versus des 5% dans les MSI non médullaires, pour le score 3). De
maniére intéressante, un CCR MSS médullaire exprimait PD-L1+ de maniére tres significative mais
uniquement par les cellules du stroma (score 3), et était I'un des plus riches en TIL T-bet + et TIL
PD-1+ parmi les CCR MSS. Ce constat pose le probléme de savoir si ce type de CCR médullaire
MSS se comporte de la méme facon que sa contrepartie MSI, et que finalement, seules les
caractéristiques morphologiques (a savoir le caractere médullaire) de la tumeur déterminent le
profil d’expression de PD-L1 et non le statut microsatellitaire. Cette variante histologique, qu’elle
soit MSI ou MSS, rejoindrait les CCR dits « immunogénes » caractérisés par un « immunoscore »

élevé (4,155).

Les mécanismes immunorégulateurs mis en place par la tumeur pour échapper a la
réponse anti-tumorale peuvent faire également intervenir des voies métaboliques comme
I’expression aberrante d’IDO-1. Nous mettons en évidence une expression aberrante d’'IDO-1,
essentiellement par les cellules tumorales, dans 42% des CCR, en accord avec lI'étude de
Brandacher et al (156). Elle était toutefois observée dans les cellules épithéliales de la muqueuse
péritumorale, normale morphologiquement mais vraisemblablement subnormale d’un point de

moléculaire. L'expression dans les CCR était plus homogene que celle de PD-L1. Friedman et al
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ont récemment rapporté une expression préférentielle d’IDO-1 dans les médullaires par rapport
aux autres CCR MSI ou MSS que nous ne retrouvons pas. Cette différence peut peut-étre
s’expliquer par le fait qu’ils ont étudié un nombre plus conséquent de médullaires. IDO-1 est
connue pour étre induite par I'lFNy. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation
entre I'expression d’IDO-1 et la densité en TIL T-bet+. Cela peut supposer I'implication d’un autre

mécanisme d’induction de I'expression d’IDO-1, soit oncogénique, soit cytokinique autre.

En conclusion, notre étude, bien qu’ayant porté sur un nombre limité de cas, a permis
d’étudier de maniere assez exhaustive, la fréquence et le profil d’expression de deux molécules
immunorégulatrices que sont PD-L1 et IDO-1. Nous mettons en évidence une expression
préférentielle de PD-L1 et PD-1 dans les CCR avec un immunoscore élevé, notamment les
adénocarcinomes médullaires, qu’ils soient MSI ou MSS. Nos résultats suggerent que les
immunothérapies ciblant I'axe PD-L1 /PD-1 pourraient étre particulierement efficace dans ces
CCR. L'expression concomitante d’IDO-1 dans une proportion significative de CCR peut supposer
une réponse aux inhibiteurs d’IDO-1, éventuellement en combinaison avec des anti PD-1 ou PD-

L1 dans certains cas.
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ANNEXES

Tis : intra-épithéliale ou intramuqueuse

T1 : sous-muqueuse

T2 : musculeuse

T3 : sous-séreuse

T4a : pénétration du péritoine viscéral

T4b : envahissement d’un organe de voisinage

NO : pas de métastase ganglionnaire

N1a : 1 ganglion envahi

N1b : 2-3 ganglions envahis

N1c : dépbts tumoraux « satellites » dans la sous-séreuse, ou dans le tissu
péri-colique ou péri-rectal non péritonisé, dans le cadre d’une absence de
ganglions lymphatiques métastatiques

N2a : 4-6 ganglions envahis

N2b : > 7 ganglions envahis

MO : pas de métastase

M1a : métastases a distance confinées a un organe

M1b : métastases atteignant plus d’un site métastatique ou atteinte du
péritoine

Stade O

Stade |

Stade 1A
Stade II1B
Stade IIC
Stade llIA
Stade 11IB
Stade IIIC
Stade IVA
Stade IVB

pTis NO MO

pT1-2 NO MO

pT3 NO MO

pT4a NO MO

pT4b NO MO

pT1-T2 N1/N1c MO et pT1 N2a MO

pT3-T4a NIN1cMO, pT2 T3N2aMO, pT1 T2N2bMO
p T4a N2a MO; p T3,T4a N2b MO; pT4b N1-N2MO
tout T, Tout N, M1la

tout T, tout N, M1b

Tableau 1 : Classification pTNM et stade (7eme version, U/CC)

Tableau 2 : Classification des CCR de I'OMS 2010 : différents types histologiques de CCR
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FRANCE

Nivolumab (OPDIVO) : AMM du 19/06/2015 via procédure centralisée
Pembrolizumab (KEYTRUDA) : AMM du 17/07/2015 via procédure centralisée

Mélanome

- Nivolumab : monothérapie ou en association a I'ipilimumab dans le traitement des patients adultes atteints d'un mélanome
avancé (non résécable ou métastatique)

- Pembrolizumab : monothérapie dans le traitement des patients adultes atteints d’'un mélanome avancé (non résécable ou
métastatique).

Rein

- Nivolumab : monothérapie dans le traitement de patients adultes atteints d’un carcinome a cellules rénales avancé aprés un
traitement antérieur.

Poumon

- Nivolumab : monothérapie dans le traitement des patients adultes atteints d'un cancer bronchique non a petites cellules
(CBNPC) localement avancé ou métastatique aprés une chimiothérapie antérieure.

USA

Mélanome

- Nivolumab : monothérapie dans le traitement de patients avec mélanome avancé (non résécable ou métastatique) et
progression de la maladie apres traitement par ipilimumab, et en cas de mutation de BRAF V600 mutation apres traitement par
inhibiteur de BRAF. (2014)

- Nivolumab : combinaison avec l'ipilimumab dans le traitement de patients avec mélanome avancé (non résécable ou
métastatique), BRAF non mutés. (2015)

- Pembrolizumab : monothérapie dans le traitement de patients avec mélanome avancé (non résécable ou métastatique), en
premiére ligne. (2015)

Rein

- Nivolumab: monothérapie dans le traitement de patients adultes atteints d’un carcinome a cellules rénales
avancé/métastatique, aprés avoir un traitement anti-angiogénique. (2015)

Poumon

- Nivolumab : monothérapie dans le traitement des patients atteints de CBNPC métastatiques de type épidermoide, progressant
pendant ou apres chimiothérapie a base de platine. Les patients avec mutations EGFR ou ALK doivent avoir progressé sous un
traitement adapté pour recevoir le nivolumab. (2015)

- Pembrolizumab : monothérapie dans le traitement des patients atteints de CBNPC métastatiques, dont les tumeurs expriment
PD-L1, avec progression de la maladie pendant ou aprés chimiothérapie a base de platine. L'expression de PD-L1 doit étre
recherché avec un test validé. (2015)

Lymphome

- Nivolumab : monothérapie dans le traitement de patients atteints de lymphome d’Hodgkin classique, échappant a une greffe
de cellules souches autologues et a un traitement par brentuximab vedotin (Adcetris). (2016)

Vessie

- Atezolizumab (avec test IHC compagnon Ventana PD-L1 (SP142)) : monothérapie dans le traitement des patients atteint de
carcinome urothélial de vessie localement avancé ou métastatique dont la maladie a progressé pendant ou aprés une
chimiothérapie a base de platine en situation métastatique ou dont la maladie s’est aggravée dans les 12 mois suivant une
chimiothérapie a base de platine administrée avant intervention chirurgicale (traitement néoadjuvant) ou apreés intervention
chirurgicale (traitement adjuvant). (2016)

CCR

- Pembrolizumab : monothérapie dans le traitement de patients atteints de CCR métastatiques MSI-H (2015)

Tableau 3 : Indication des immunothérapies en France et aux USA
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Figure 1 : Représentation des TissueMicroArrays, utilisés dans certaines études

(source Internet : openspecimenatlassian.net)
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Nombre de Clone TMA Seuil de Marquage Intensité Analyse des Analyse des Expression par les cellules tumorales Expression par les cellules du Expression par la muqueuse
Auteur (Réf.) CCR (+IHC si positivité m/c cellules cellules du stroma colique normale
different) tumorales( CT) stroma (ST)
Dong Etude 19 5H1 Non 10% de MetC X NR NR 53% des CCR PD-L1+, sans précision sur la nature des cellules Absence
2002(53) tumeur
Brahmer Essai anti 14 5H1 Non 5% ™M N X N Pas d’analyse IHC de CCR
2010 (102) PD-1 (01HC)
Topalian Essai anti 19 5H1 Non 5% ™M N X N 1 CCR/7 (5% des CT)
2012 (83) PD-1 (71HC)
Hua Etude 102 NR X Intensité >1 MetC X seule X Non 33 CCR (score>1) Absence, 3 cas d‘expression
2012(137) Association avec diminution de linfiltrat T faible
et augmentation T reg dans CCR
Song Etude 404 Abcam X Quantitatif MetC NR NR NR « Index d’expression » de 0 a 15.9 (médiane : 2.33)
2013(148) HK,
China
Droeser Etude 1420 27A2 X Intensité NR X X X 30% des CCR : 37% des CCR MSS, 29% des 2,5% des CCR Présence
2013(157) 1197 MSS Ab820 CCR MSI, Expression inversement corrélée
223 MsI 58 avec statut MSI
Shi Etude 143 Abcam Non Intensité MetC X NR NR 44,8 % des CCR PD-L1+, sans précision sur la nature des cellules Absence, 11 % cas péritumorale
2013(138) 58810 +H/+++ PD-L1+
Lipson Essai anti 1 5H1 Non NR M N X X 1 CCR: rares cellules tumorales 1CCR : macrophages et TIL avec
2013(103) PD-1 TILPD-1+
ZhuJ. Etude 101 2H11 Non NR* NR * NR* NR* NR* 54,5% des CCR (supposé par CT) Absence
2014(158)
Zhu H. Etude 120 Abcam Non Grade >4 C X X Non 25% des CCR
2014(139) Festonnés
Zhao Etude 56 CCR dont MIH5 Non Score >4 : MetC X X Non 48,2% CCR : expression forte de PD-L1 8%: muqueuse adjacente
2014(159) 33 rectums High faiblement positive
Wu Etude 49 (Tet 27A2 Non NR (4 NR NR NR NR 14 CCR avec score >1, sans précision sur la nature des cellules ni seuil Absence
2014(77) N+)(18IHC) grades)
Herbst Essai anti 14 SP142 Non NR M NR X X Pas d’expression Un CCR score 3 c’est a dire >10%
2014(88) PD-L1 (11HC) des cellules du stroma
Gatalica Etude 60 MSI AF156 Non NR MetC X X C°n5idéf'é35_ 21% de CCR, 13% CCR MSS,38% de CCR MSI
2014(111) 27 MsS comme témoin Corrélation MSI et expression
Taube Essai anti 8 5H1 Non 5% M X X X 1/8 CCR 4/8 CCR
2014(55) PD-1
Le Essai anti 11 MSI NR Non 5% M NR X X 3 CCR MSI (10% des cellules tumorales) 0 8 CCR MSI, 4 MSI non CCR
2015(105) PD-1 21 MSS CCR MSS (+ 1 MSI non CCR)
Corrélation MSI et expression
Llosa Etude 11MSI 5H1 Non Quantitatif NR Non X X Aucun CCR Cellules myéloides, TIL IE et FI :
2015(131) 14 MSS Pas de précision sur nombre
Friedmann Etude 105 Méd EPR11 X Intensité NR X X X Méd. : Environ 38% >25% de CT PD-L1+ Evaluation quantitative,
47PD PD: Environ 35% >25% de CT PD-L1+ g
2016 (132) 22 MSI BD 61 R MSI BD : Environ 50 % >25% de CT PD-L1+ Plus de TII::;D” L.1+ dans les
30 MSS BD MSS BD : Environ 38% >25% de CT PD-L1+ medullaires
Rosenbaum Etude 181(54MSI) E1L3N X 5% M Quelque X Non 9% CCR (16 cas : 4 MSS et 12 MSI,
2016(145) Tet M+ soit correspondant a des médullaires)
Masugi Etude 823 MIH1 X+10 NR MetC X seule X X (présence, 731 (89%) CCR 44 CCR (5%)
2016(160) (793 IHC) lames 5 scores (somme C + M) absence) Expression inversement corrélée avec le
statut MSI, et nombre de T reg
Kim Etude 208 MSI EIL3N X 5%, Intensité MetC X X X 12,5% des CCR MSI 29,2% des CCR MSI
2016(144) haliand
Inaguma Etude 424CCR MSS E1L3N X 5% NR NR X X 13% des CCR; NR
2016(54) 82 CCR MSI 44,7 % des CCR MSI, et 6,8% des MSS,
(478 IHC) Corrélation MSI et expression
LH Lee Etude 394 CCR E1L3N X 1% CT MetC X X X 5% CCR :18% CCR MSI et 2% MSS NR
2016(112) dont 68 MSI Corrélation MSI et expression

Tableau 4 : Etudes et essais avec ana/yse de /'expression de PD-L1 dans les CCR (M et C : membranaire et cytoplasmique, ST : Stroma, CT : cellules tumorales ; N+ et M+ =métastase ganglionnaire et a distance; * = pas de détalil,
référence citée Sun et al, 2007 dans I'estomac, seuil de 10% pour cellules tumorales (quantitatif) avec marquage C et M.
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Nombre CCR Etude PD-1 Résultats PD-1 Relation PD-L1et PD-1
PD-1et PD-L1 et caractéristiques clinicopathologiques
Hua 102 Oui PD-1 par les lymphocytes T CD4 et CD8 Foxp3 — et T CD4 CD8 Foxp3+, mais plus
2012 Cytométrie en flux importante dans les T CD4 CD8 foxp3 - : réle négatif sur CD8, et augmentation T reg
Song 404 Non PD-L1 régulée par IFNy et PTEN de fagon indépendante.
2013 PD-L1 : associé avec métastase a distance, TNM, expression de PTEN
Quand perte de PTEN : pas de corrélation PD-L1 et clinique (méta, stade, OS)
Droeser 1420 Oui IHC 5% CCR MSS avec peu de CD8+ PD-1+ Pas d’expression de PD-1 dans CCR MSS PD-L1+ Univarié : PD-L1 dans CCR MSS associé a : T précoce, absence de N+ et d’invasion vasculaire,
2013 (Clone : NR) (Corrélation PD-L1 avec nombreux CD8+) tumeur de faible grade.
Shi 143 Non PD-L1 associé avec TNM et différenciation (tendance) : augmentation de PD-L1 entre bien diff
2013 et peu diff, et entre les 1 3 4.
Pas d’association avec age, sexe, localisation, statut N
Lipson 1 Oui IHC CCR répondant au traitement : PD-L1+ par le stroma, avec nombreux CD3+ PD-1+
2013 (Clone: M3)
ZhuJ. 101 Non Pas de corrélation avec localisation, différenciation, M, N,mucineux,
2014 PD-L1 inversement corrélée a I'expression de PTEN
Zhu H. 120 Non
2014 serrated
Zhao 56 CCR Non Association avec T, N. Pas d’association avec age, sexe, localisation, différenciation - Association
2014 avec densité Treg
Wu 49 Oui Expression de PD-1 uprégulée par les CD8 a la fois dans tumeurs et N- ; CD8+ PD-1+ Expression de PD-L1 associée a la fonction des CD8 PD-
2014 (TetN+) Cytométrie produisent cytokines et perforines dans les N- ol PD-L1 pas exprimé, mais moins 1+ dans la tumeur
(Clone MIH3) efficaces que T CD8 PD-1 + de la tumeur, ot PD-L1 est surexprimé (et dans N+) :
Effet régulation négative de PD-1 sur les CD8 dans la tumeur, pas dans N-.
Gatalica 60 MSI Oui IHC 50% des CCR TIL PD-1+; 77% des CCR MSI avec TIL PD-1+ et 39% de CCR MSS avec 12% CCR PD-L1+/ TIL PD-1+ 32% MSI, 4 % MSS Expression de PD-L1 ET PD-1 inversement corrélées avec le stade du CCR
2014 27 MSs (Clone NAT105) TILPD-1+
Taube 8 Oui IHC Association densité en TIL PD-1 et expression de PD-L par CT e/o ST (divers cancers, pas de détail dans CCR)
2014 (Clone M3) TIL-PD-1 : association borderline avec réponse clinique
Llosa 8 Msl, Oui IHC Gene PD-1 plus exprimé dans CCR MSI (celui PD-L1 dans TIL IE et stroma)
2015 14 MSS (Clone : M3) Expression de PD-1 plus élevée dans MSI par TIL IE,Stroma, FI
+expression genes
Friedmann 105 Méd. Oui IHC - Nombre de PD-1 stroma plus élevé dans MSI bien différencié ; TIL IE PD-1 et PD-L1 Pas de différence d’expression de PD-L1 entre le groupe médullaire et les autres
2016 47 PD (Clone NAT 105) plus élevés dans médullaires qu’autres groupes
22 MSI BD + expression génes -Expression géne PD-L1 upregulée dans médullaire par rapport aux autres CCR, sf les
30 MSS BD MSI ; celle de PD-1 upregulée dans les médullaire par rapport aux autres CCR
Rosenbaum 181 (54MSI) Non PD-L1 associé a tumeur de plus grande taille, nombre de TIL T-bet+, faible différenciation,
2016 TetM nombre de TIL CD8+, phénotype médullaire, statut MSI, mutation BRAF, @ moins de mutation
KRAS
Multivariée : CD8, phénotype médullaire : prédictifs d’expression de PD-L1
Masuyi 823 Oui HC Densité en lymphocytes PD-1+ : absent 29%, trés faible 24%, faible 18%, Association inverse avec densité en T reg (indépendamment de facteurs de confusion), MSI,
2016 intermédiaire 13%, fort 16% CCR mucine extracellulaire.
Pas d’association avec T CD3, CD8 ou CD45RO+
Pas d’association expression par stroma et critéres clinicopathologiques et moléculaires.
Kim 208 MsI Non PD-L1 par CT : associé a 4ge avancé, femme, différenciation non mucineuse, tumor budding,
2016 stade avancé, CIMP, méthylation promoteur MLH1, mutation BRAF (pas associé aux
médullaires)
PD-L1 par ST : associé a un infiltrat inflammatoire et réaction « crohn » like, a st de plus
précoce, pas au contingent mucineux, ni CIMP, ni hérédité
LH Lee Oui IHC 19% CCR avec TIL PD-1 “High” : 50% des MSI, 13% des MSS Correlation PD-1/PD-L1 PD-L1 associé a sexe féminin ; PD-1 a stade plus précoce, et moins de N, ;
2016 IE et stroma Co-expression: 68% CCR PD-L1+/ PD-1+, 98% PD- PD-L1 et TIL PD-1 : associé a colon droit, nombreux TIL, infiltrat péritumoral, age plus jeune, et

Clone NAT 105

L1 « low »/TIL « low » PD-1

morphologie médullaire (16cas : 6 PD-L1+, 11 PD-1+)

Tableau 5 : Expression dans les CCR de PD-1, relation avec PD-L1, et avec la clinique ( IE : intra épithéliaux)
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LES ADENOCARCINOMES COLORECTAUX MSI DE TYPE MEDULLAIRE SE
CARACTERISENT PAR UN MICROENVIRONNEMENT IMMUNITAIRE PARTICULIER :
UNE CIBLE DE CHOIX POUR LES IMMUNOTHERAPIES VISANT L’AXE PD-1/PD-L1.

RESUME

Les objectifs de I'étude étaient de préciser I'expression de PD-L1 et IDO-1, par les cellules
tumorales et le stroma, en immunohistochimie, dans une cohorte de 80 cancers
colorectaux (CCR), MSS et MSI (Microsatellite Instability), dont 21 adénocarcinomes
meédullaires, et de corréler cette expression avec la densité en lymphocytes infiltrant la
tumeur (TIL) PD-1et T-bet+. L’expression de PD-L1 est fréquente, hétérogene, retrouvée
dans 62% des CCR, préférentiellement dans les CCR MSI (78%), et dans le sous-type
meédullaire (90%). Elle est corrélée a un infiltrat riche en TIL PD-1+ et T-bet+. IDO-1 est
exprimé dans 40% des CCR quel que soit le statut microsatellitaire. Les CCR MSI, en
particulier de sous type médullaire, semblent étre une cible pour les immunothérapies

bloquant I'axe PD-1/PD-L1, éventuellement en association avec des inhibiteurs d’'IDO-1.

MOTS-CLES
ADENOCARCINOME MEDULLAIRE, PD-1, PD-L1, IDO-1, IMMUNOTHERAPIE,
CANCER COLO-RECTAL, T-BET, MSI, MSS





