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Partie 1 : CANCERS COLORECTAUX

1. Epidémiologie

1.1 Incidence

La France fait partie des pays ayant une incidence élevée de cancer colorectal (CCR) avec
environ 40 500 nouveaux cas par an en 2011. Il se situe au 3éme rang de I'ensemble des
cancers, tous sexes confondus, aprés le cancer de la prostate (71 000 nouveaux cas/an) et le

cancer du sein (53 000 nouveaux cas/an).

L'incidence du CCR augmente avec I’age : faible avant 30 ans, elle augmente de maniere
importante a partir de 50 ans, puis double tous les dix ans avec une incidence maximale a 70
ans. L’age moyen au diagnostic en 2012 était de 70 ans chez ’'homme et de 73 ans chez la

femme.

Les taux d’incidence du CCR entre 1980 et 2012 augmentent progressivement, il est passé de
34,7 a 38,4 cas pour 100 000 chez ’'homme et de 23,0 a 23,7 pour 100 000 chez la femme.
Cependant les tendances récentes montrent un ralentissement de I’évolution de ces taux

d’incidence depuis une dizaine d’années aussi bien chez I’homme que chez la femme (1).

1.2 Mortalité

Avec environ 17 500 décés en 2011 (dont 53% chez ’'homme), le CCR se situe, tous sexes
confondus, au deuxiéme rang des déceés par cancer derriére le cancer du poumon (29 100
déceés) et devant le cancer du sein (11 500 déces). |l représente ainsi 12% de I’ensemble des

déces par cancer.

Il existe depuis quelques années une baisse du taux de mortalité. Cette baisse de la
mortalité résulte des progres réalisés dans le dépistage de la maladie grace a un diagnostic
plus précoce, dans I'amélioration de la prise en charge thérapeutique et dans la diminution

de la mortalité péri-opératoire (2-4).
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2. Carcinogéneése

Le type histologique largement majoritaire des cancers colorectaux est 'adénocarcinome. Il
peut survenir en muqueuse saine dans environ 20% des cas, ou bien se développer a partir

d’un adénome (polype adénomateux) préexistant dans 80% des cas.

La survenue d’un cancer est le résultat de I'accumulation d’altérations génétiques
aboutissant a la prolifération incontrolée des cellules néoplasiques grace a des
caractéristiques phénotypiques telles que I'indépendance vis-a-vis des signaux de croissance
et d’apoptose, le potentiel de réplication sans limites, I’activation de I'angiogenése, la
capacité a envahir les tissus adjacents et a distance, la capacité de résistance a la destruction
par le systeme immun et I’ induction d’'une inflammation chronique stimulant la prolifération

(5,6).

On estime que plus de 80% des cancers colorectaux sont sporadiques. Mais il existe
également des formes familiales, moins fréquentes, telles que le syndrome de Lynch ou

encore la polypose adénomateuse familiale.

Au cours des dernieres années, de nombreuses études sur les voies de carcinogénese du CCR
ont permis une avancée considérable des connaissances. Les principaux objectifs sont
d’identifier des altérations moléculaires pronostiques et/ou prédictives d’une réponse au
traitement pour optimiser la prise en charge des patients. Actuellement, trois phénotypes
distincts ont été décrits : I'instabilité chromosomique (CIN, chromosomal instability),

I'instabilité des microsatellites (MSI) et I’'hyperméthylation des ilots CpG (CIMP) (7) .

2.1 Instabilité chromosomique

Le phénotype CIN est le plus fréquent parmi les CCR, puisqu’il représente 80 % des CCR
sporadiques (8). Il est caractérisé par la survenue de pertes alléliques. Les segments les plus
fréguemment touchés sont le bras court des chromosomes 17, 8 et le bras long des
chromosomes 18, 5 et 22 (9). La perte d’'un géne est appelée la perte d’hétérozygotie (LOH,

loss of heterozygosity).
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Ces pertes alléliques sont fréquemment associées a des mutations des génes suppresseurs

de tumeurs, tels que TP53 et APC (10).

Ces instabilités chromosomiques apparaissent précocement dans la carcinogénése puisqu’on

les retrouve dans la majorité des adénomes (11,12).

2.2 Instabilité des microsatellites

L'autre groupe des CCR est caractérisé par un défaut de réparation des mésappariements de
I’ADN (DNA mismatch repair ou MMR, ou systeme RER (réparation des erreurs de
réplication)) qui se traduit par la présence d’une instabilité des locus microsatellites. Cette
instabilité micro-satellitaire représente environ 15% des cancers colorectaux sporadiques et
est également retrouvée dans 100% des formes héréditaires du syndrome de Lynch (5% des

CCR) (8).

Ce défaut de réparation est lié principalement a I’lhyperméthylation de la région promotrice
du gene hMLH1 dans les cancers sporadiques. Dans le cas du syndrome de Lynch, cette
altération du systeme MMR est liée a des mutations inactivatrices des genes hMSH2,
hMLH1, hMSH6 et PMS2. Plus rarement le syndrome de Lynch peut étre lié a une mutation
du géne TACSTD1 (13) responsable de I'inactivation de MSH2 (14) ou hypermethylation du
promoteur de hMLH1 (15). Les tumeurs appartenant a ce groupe ont un phénotype appelé

MSI.

Ce déficit du systeme de réparation MMR entraine une accumulation de mutations
secondaires notamment au niveau de ces séquences répétées, dont les conséquences
peuvent étre délétéres si ces derniéres se situent au niveau de régions codantes de I’ADN.
En conségquence, de nombreux génes impliqués dans des voies de contréle du cycle

cellulaire, de I'apoptose et de la réparation de ’ADN peuvent étre inactivés (16).
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2.3 Hyper méthylation de I’ADN (phénotype CIMP)

Plus récemment, des anomalies de la méthylation de ’ADN ont été mises en évidence dans
les tumeurs colorectales. Il s’agit de modifications épigénétiques c’est-a-dire un ensemble de
phénoménes influencant I'expression d’un géne sans pour autant modifier sa séquence

d’ADN.

Ces anomalies de la méthylation touchent les cytosines des ilots CpG qui sont des
dinucléotides CG localisés au niveau des promoteurs et des premiers exons des genes et
entrainent leur inactivation transcriptionnelle, donnant ainsi I'acronyme de ce phénotype
CIMP (CpG Island methylation phenotype) (17). Environ 30% des CCR présentent un

phénotype CIMP.

Ces cancers présentent un profil d’altérations génétiques particulier. On les retrouve
fréguemment associés a un phénotype MSI lié a I’'hypermethylation de hMLH1, et a une
mutation de I'oncogéne BRAF mais a une fréquence des mutations TP53 plus faible que dans

les CCR de phénotype CIN (18,19).

3. Facteurs pronostiques

En oncologie clinique, la connaissance des facteurs pronostiques est un outil important a la
décision thérapeutique. En effet ils permettent, entre autre, d’ajuster les traitements
adjuvants en fonction du pronostic attendu. Un certain nombre de facteurs pronostiques ont
clairement été établis dans les CCR depuis de nombreuses années. Ils sont principalement

histo-pronostiques, et il existe peu de facteurs biologiques connus a ce jour.

A I'heure actuelle, le stade TNM reste le facteur pronostique essentiel dans la prise en

charge des CCR (tableau 1) (20).

Il s’agit d’une classification histo-pronostique qui repose, apres échantillonnage précis, sur
I’envahissement en profondeur de la tumeur (pT) et son extension dans les ganglions

lymphatiques locaux (pN) et a distance (pM) lorsqu’une métastase est histologiquement
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documentée. La survie apres le diagnostic d’un cancer colorectal est fortement influencée

par le stade histo-pronostique.

Tableau 1. Classification TNM (UICC, AJCC 2010. 7éme édition)

T

T1 Envahissement du chorion ou de la sous-muqueuse ou taille <2 cm
Tla:<1cm
Tlb:1a2cm
T2 Envahissement de la musculeuse ou taille >2 cm
T3 Envahissement de la sous-séreuse ou des tissus périrectaux
T4 Atteinte de la séreuse ou des structures adjacentes
T4a : perforation du péritoine viscéral

T4b : adhésion ou invasion d’un organe de voisinage

Nx : ganglions non évalués

NO : pas de métastase ganglionnaire

N1 :1 a3 ganglions métastatiques régionaux
N1a: 1 ganglion métastatique
N1b : 2 ou 3 ganglions métastatiques

N2 : 4 ganglions métastatiques régionaux ou plus
N2a : 4 a 6 ganglions métastatiques

N2b : 7 ganglions ou plus

MO : pas de métastase

M1 : métastases a distance (dont ganglions sus-claviculaires)
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D’autres facteurs ont également un role pronostique connu, il s’agit du taux d’ACE
préopératoire (21), du grade histologique, de la qualité de I'exérese chirurgicale, du statut
des marges de résection dans les tumeurs rectales. L’envahissement vasculaire ou péri-

nerveux est également prédictif de survie.

Au-dela de ces marqueurs qui sont reconnus pour avoir une valeur pronostique

indépendante, d'autres marqueurs ont été récemment mis en exergue.

En effet, parmi les paramétres moléculaires, il est aujourd'hui connu que les patients
présentant une tumeur de phénotype MSI, par exemple, constituent un groupe particulier

dont le pronostic et la réponse a la chimiothérapie paraissent différents (22,23).

Le role pronostique du statut RAS reste controversé dans les CCR métastatiques (24,25) mais
semble plus évident dans les stades localisés (26). En revanche sa valeur prédictive de
réponse aux traitements anti-EGFR est clairement établie depuis plusieurs années, avec un
impact important sur la prise en charge des patients métastatiques puisque I'utilisation des

anti-EGFR est guidée par le statut RAS (27,28).

Il est également connu que la mutation de BRAF (V600E), qui survient dans 5 a 10% des CCR
métastatiques, est associée a un phénotype plus agressif, une résistance a la chimiothérapie

et une survie globale inférieure (29,30).

Au total, la détermination du statut moléculaire de la tumeur devient une étape importante

dans la prise en charge personnalisée des malades.

En dehors de ces facteurs propres a la tumeur, des facteurs liés a I’hote, telle que la réponse
immune, apparaissent également trés prometteurs (31,32). En effet, la tumeur primitive et
ses métastases se développent au sein d’'un microenvironnement comportant des
fibroblastes, des cellules endothéliales et des cellules du systéme immunitaire. Ainsi,
certains travaux suggerent que des médiateurs de I'inflammation pourraient favoriser le
développement tumoral et métastatique en induisant des mutations tumorales et des
résistances a I'apoptose (33,34). Et inversement, le systéme immunitaire pourrait empécher
le développement tumoral par les mécanismes dits d'immunosurveillance (35). Plus
récemment deux études du groupe de F. Pages et al. (31,32) ont cherché a mieux

caractériser la réponse immunitaire anti tumorale en étudiant sa nature, son orientation
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fonctionnelle, sa densité et la localisation des populations de cellules immunitaires au sein
de régions tumorales distinctes. Les auteurs ont ensuite corrélé les variables obtenues avec
I’évolution tumorale et la survie des patients. Ils ont ainsi pu mettre en évidence
I'importance de I'immunité adaptative dans la prévention de la récidive tumorale, et méme

une corrélation entre l'infiltrat lymphocytaire CD8 et un meilleur pronostic (31,32).

C’est dans cette perspective que se sont développées les immunothérapies en oncologie,
dans le but de concevoir des traitements anti-cancéreux capables d'exploiter la puissance

potentielle d'une réaction immunitaire dirigée contre la tumeur.
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Partie 2 : IMMUNITE ET CANCER

1. Généralités

Avant d’aborder la relation étroite qu’il existe entre I'immunologie et la carcinogénese, il

semble important de faire quelques rappels de base sur la réaction immunitaire.

Tout d’abord il faut distinguer 'immunité innée qui correspond a la réponse immunitaire
immédiate, de I'immunité acquise qui est spécifique, liée aux antigénes (Ag) et se fait par la

sélection de clones lymphocytaires de maniére plus tardive mais plus durable.

On distingue également I'immunité humorale de I'immunité cellulaire. La principale
différence réside dans la différence d’effecteurs par lesquels elles interviennent. Dans
I'immunité cellulaire, les cellules médiatrices sont principalement les lymphocytes T, alors
qgue dans I'immunité humorale il s’agit d’agents solubles tels que les anticorps ou le
complément. Toutefois, on ne peut pas parler de ces deux types de réactions de maniere
totalement indépendante. En effet les cellules participent a I'initiation des réponses par les
anticorps (Ac), ceux-ci étant le maillon essentiel dans certaines réactions a médiation

cellulaire.

1.1 Immunité innée

La réponse immunitaire humorale innée fait appel a des molécules préexistantes a la menace

et se fait par le biais des anticorps naturels et du complément.

La réponse immunitaire cellulaire innée, ou phénoméne a médiation cellulaire, est
également indépendant des Ag. Elle fait appel a différentes cellules que sont les lymphocytes
naturel killer (NK) et les cellules phagocytaires, parmi lesquelles on compte les
polynucléaires, les macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules vont ainsi devenir
des cellules présentatrices d’antigene (CPA), parmi lesquelles les cellules dendritiques jouent

un role majeur.

17



Bactérie
Pathogéne | Virus
Parasite

Cellules
dendritiques

(% A |

mmunite

o
g Cellules Neutrophile Monocytes/
- épithéliales Macrophages
Lymphocyte
T naif
9
={ PRRd'endocytose (M /O ) Expansion
\) (/ clonale
ol PRRde signalisation D (R ‘
stécules @ Lymphocytes T
Act Iyti Molécules de
> Activité lytigue l u costimulation O effecteurs

Figure 1. Role central des cellules dendritiques, lien entre 'immunité innée et I'immunité

adaptative

Suite a I'entrée d'un pathogene, les cellules dendritiques ainsi que les autres cellules de
I'immunité innée (cellules épithéliales, neutrophiles, NK = Natural Killer, monocytes
/macrophages) sont activées par leurs récepteurs PRR (Pattern Recognition Receptor) qui
reconnaissent des motifs du pathogéne et produisent alors diverses molécules (des

cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines).

Les cellules dendritiques activées subissent alors un processus de maturation et deviennent
des cellules présentatrices d'antigéne capables d'activer des lymphocytes naifs et donc

d'induire ainsi la réponse adaptative.

1.2 Immunité adaptative

L’immunité adaptative (ou acquise) est une réaction spécifique a un antigéne particulier.

Elle posséde quatre propriétés fondamentales : une spécificité antigénique, la capacité de
reconnaissance d’une grande diversité d’antigénes, une capacité de mémoire ainsi qu’une

capacité de discrimination du soi et du non-soi.

Elle met en jeu les lymphocytes.
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1.2.1 Les lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) sont responsables de I'immunité cellulaire adaptative, qui vise a
détruire les cellules pathogénes, que ce soit des bactéries ou des cellules cancéreuses. La
réponse immunitaire cellulaire commence par I'activation des LT naifs, qui engendre la

prolifération de ces derniers ainsi que leur différenciation en cellules effectrices.
Caractéristiques structurales :

lls possedent un récepteur membranaire, le TCR (récepteur de cellules T) qui a pour
propriété de reconnaitre des fragments peptidiques antigéniques associés aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et cela de maniére spécifique. Il est associé aux
clusters de différenciation (CD) qui sont des molécules ayant des fonctions différentes les
unes des autres. Les LT présentent le TCR associé au complexe CD3, et également a un des

deux clusters de différentiation CD4 ou CD8. On distingue plusieurs types de LT:

e Les lymphocytes T-CD4+ (LT4) qui reconnaissent les Ag portés par les molécules
du CMH de classe Il. Leur action principale est la production de cytokines qui vont
amplifier la réaction immunitaire en activant et recrutant d’autres lymphocytes.
Les LT4 naifs vont se différencier en LT helpers (Th). Il existe plusieurs types de
lymphocytes Th, les Th-1 qui activent les macrophages pour détruire le matériel
phagocyté (immunité cellulaire) et les Th-2 qui aident les cellules B a produire des
anticorps (immunité humorale), les Th-17 (pro-inflammatoires) et les LT
régulateurs qui ont une action immunosuppressive sur les LT effecteurs et les

CPA.

Les cytokines produites par les LT sont des médiateurs solubles de la communication entre
les cellules de I'organisme. Les interleukines (IL) sont les cytokines qui servent a la
communication entre cellules immunitaires. Il existe de multiples cytokines. Bien qu’elles
soient sécrétées en réponse a une stimulation antigénique spécifique, elles n’ont

intrinsequement aucune spécificité antigénique.
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e Les lymphocytes T-CD8+ (LT8) reconnaissent les Ag présentés par le CMH de
classe I. lIs vont s’activer en lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Ils sont capables de

détruire directement les cellules cibles.

Une partie des lymphocytes effecteurs se transformera en lymphocytes T mémoires. Ils sont
capables de réagir plus rapidement, plus efficacement, et plus vigoureusement que les
lymphocytes T naifs lors d’une rencontre ultérieure avec le méme pathogene. C'est la

réponse secondaire.

1.2.2 Les Lymphocytes B

Les lymphocytes B (LB) sont responsables de I'immunité humorale adaptative. Ils
reconnaissent I’Ag via les Immunoglobulines (Ig), également appelées anticorps. Il y a alors
une prolifération clonale et une différenciation des LB en plasmocytes. Une partie se
différenciera en plasmocytes, cellules sécrétrices d'anticorps ayant une longue durée de vie,
et I'autre partie se transformera en LB mémoires. Les Ig sont regroupées en différentes

classes (A, D, E, G, M).

Les Ac vont se liés aux Ag et former ainsi le complexe immun, qui va activer les molécules du

complément qui vont ensuite détruire ce complexe immun.

2. Voies de Co-stimulation

Le systeme immunitaire est constamment confronté aux difficultés d’assurer la défense
contre les différents pathogénes rencontrés, sans débordement ni rupture de la tolérance
immune. Ces fonctions nécessitent une régulation fine et sophistiquée ainsi que la présence
de plusieurs étapes de contréle. La tolérance immune d’origine centrale (thymique pour les
LT et au niveau de la moelle osseuse pour les LB) constitue une premiere étape de sélection
permettant d’éliminer la majorité des lymphocytes auto-réactifs. Cependant, certains clones
auto-réactifs réussissent a passer ce premier filtre et se retrouvent en périphérie (36,37)

exposant au risque de développement de réactions auto-immunes. Il existe donc des
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stratégies au niveau périphérique permettant d’assurer le maintien de ’lhoméostasie
immunitaire. Par exemple I'activation des LT naifs suite a ’'engagement du TCR par le
complexe CMH-Ag est soumise a une régulation complexe faisant intervenir plusieurs
corécepteurs. Il s’agit des points de controle (check points) immunitaires. Ceux-ci délivrent
un second signal d’activation qui est indépendant de I’Ag, mais qui est nécessaire pour
compléter I'activation des LT. Sans ce second signal, I'activation cellulaire T est incompléte
(38). Ces molécules de la co-stimulation interviennent d’autre part lors de la phase

d’amplification de la réponse immune, lors du contact entre le LT et le LB.

Les voies de co-stimulation fonctionnent par contact cellulaire direct, par I'intermédiaire de
molécules exprimées a la surface des cellules, et de cette interaction nait le second signal
d’activation. Ces molécules forment un couple ligand-récepteur, exprimé par le lymphocyte

et la CPA.
Le signal délivré par ces voies de co-stimulation peut étre de deux types :

¢ il peut correspondre a un signal activateur, contribuant ainsi a I’activation cellulaire

compléte. Il s’agit des molécules CD28, ICOS et CD40.

e ou inversement, il peut correspondre a un signal de type inhibiteur. Il s’agit de molécules

telles que CTLA-4 ou PD-1.

Elles sont également regroupées par famille selon leur homologie vis-a-vis de certaines
grandes familles moléculaires. Ainsi, les molécules des voies de co-stimulation sont

regroupées en 3 familles principales (39—41) :
* les molécules appartenant a la superfamille des immunoglobulines
e celles appartenant a la famille des récepteurs du TNF a

e et une troisieme famille des récepteurs aux cytokines (39-41)
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2.1 Les molécules appartenant a la superfamille des immunoglobulines

Il s’agit des molécules de la famille B7. Cette famille comprend les voies CD28/ B7-1 (ou
CD80), B7-2 (ou CD86), CTLA-4 / B7-1, B7-2, PD-1/ PD-L1, PD-L2, ICOS / ICOSL, B7H3, B7H4
et BTLA. La voie de co-stimulation la mieux connue et dont le role dans I'activation

lymphocytaire est bien établi est la voie CD28 / B7-1, B7-2.

e Lavoie CD28/B7-1, B7-2

CD28 est exprimé par le LT. Son interaction avec les molécules B7-1 (ou CD80) et B7-2 (ou
CD86) apreés le premier signal d’activation sera responsable de la délivrance du second signal
qui est un signal positif, a I'origine de la réponse immunologique compléte et soutenue, avec
accumulation intracellulaire de facteurs de transcription (AP-1, Nuclear Factor of Activated T
cells ou NFAT), production d’interleukine -2 (IL-2) et d’autres cytokines (IFN), division

cellulaire et prolifération lymphocytaire (42,43).

e lavoie CTLA-4/B7-1, B7-2

CTLA-4 est exprimée également sur le LT activé et interagit avec les mémes ligands que
CD28, mais avec une affinité plus importante. Cette interaction CTLA-4 / B7-1, B7-2 est a
I’origine d’un signal inhibiteur de I’activation cellulaire. L'interaction de CTLA-4 avec ses
ligands est responsable d’une inhibition de la transcription de I'lL-2 en inhibant la

translocation de NFAT dans le noyau cellulaire.
e Lavoie PD-1/ PD-L-1, PD-L2
Cette voie sera détaillée de maniére plus compléte par la suite.

La molécule PD-1 est exprimée sur les lymphocytes apres I’activation cellulaire T et B.
L'interaction entre PD-1 et ses ligands PD-L1 ou PD-L2 est a 'origine d’un signal inhibiteur de
I’activation médiée par le TCR, de la production de cytokines (IL 2), et touche aussi bien les

cellules T que B.
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e Lavoie ICOS/ICOSL

ICOS (Inducible COStimulatory receptor) est une molécule induite a la surface des cellules T
lors de I'activation lymphocytaire. Le ligand d’ICOS (ICOSL ou B7h) est exprimé de facon
constitutive sur les cellules B, les macrophages, mais aussi lors de la réaction inflammatoire
sur des tissus n’appartenant pas au systeme lymphoide : cellules endothéliales, fibroblastes,
cellules épithéliales. La stimulation par I'intermédiaire de CD28 ou d’ICOS présente certaines
similitudes, et sont considérées comme agissant en synergie. La voie ICOS joue un role
important dans la production d’IL-10 et un réle régulateur en auto-immunité et dans

I'allergie.
e lesvoies B7H3, B7H4, BTLA

B7H3 est exprimée apres activation par les cytokines inflammatoires sur les cellules
dendritiques et les monocytes. L'interaction avec son ligand serait a 'origine d’une
activation cellulaire. La mise en jeu de B7H4 est a |'origine d’un signal inhibiteur sur les LT et
LB. B7H4 est exprimée par certaines cellules tumorales suggérant son implication dans
I'immunité anti-tumorale. BTLA (B and T Lymphocyte Attenuator) est considéré pour
I'instant comme le récepteur de B7H4. BTLA est exprimé par les cellules T de phénotype Thl

et non Th2.
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Figure 2. Les molécules de la famille des CD28 : membres et ligands. Les noms, le
profil d'expression et la fonction sont indiqués. Act, expression suite a une activation; const,

expression constitutive (44).

2.2 La voie CD40 / CD40OL

CDA40 est exprimé de facon constitutive sur les LB, les macrophages et les cellules

dendritiques.

CD40 ligand (CD40L ou CD154) est un membre de la famille du TNF. Cette glycoprotéine
membranaire est principalement exprimée sur les LT4 et ce rapidement apres |'activation via
le TCR. Son expression est régulée par la liaison du TCR a I’Ag et par d’autres molécules de

co-stimulation, notamment CD28 et ICOS.

L'interaction de CD40L avec CD40 est a I'origine d’un signal d’activation.
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2.3 Les voies de co-stimulation appartenant a la famille des récepteurs des
cytokines

Il s’agit principalement d’0OX40, 4-1BB, et CD27.
e 0X40

OX40 (ou CD134) est exprimée principalement sur les LT4, et a un moindre degré sur les LTS,
les LB et les cellules dendritiques. Cette molécule est induite lors de I'activation cellulaire via
le TCR. Les LT activés et présents aux sites inflammatoires expriment OX40. Le ligand d’OX40
ou OX40L est observé a la surface des CPA, cellules dendritiques, les lymphocytes B et

macrophages. OX40L est également exprimé par les cellules endothéliales, favorisant ainsi la

migration des LT aux sites inflammatoires.
e 4-1BB

4-1BB (ou CD137) est exprimé par les LT4 et LT8 activés, mais aussi par les LB, macrophages,
cellules dendritiques et cellules NK. Son ligand ou 4-1BBL est retrouvé a la surface des CPA,

apres activation cellulaire.
e (D27

A l'inverse des deux molécules précédentes, il est exprimé par les LT non activés. Son ligand,

CD27L (ou CD70) est inductible sur les CPA.

Ces différentes molécules présentent de nombreuses similitudes, notamment les types
cellulaires sur lesquels elles sont exprimées. Elles sont responsables d’un signal de type
activateur, que ce soit isolément ou en association avec CD28. Toutefois, elles ne sont pas
mises en jeu simultanément et, probablement successivement, assurant ainsi des fonctions
différentes dans la phase d’expansion ou de maintenance de la réponse cellulaire aprés la
reconnaissance antigénique par le TCR et I'activation de la voie CD28. Ainsi, ces différentes

molécules cooperent de fagcon séquentielle.
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3. Immunité et Carcinogéneése

3.1 Immunosurveillance

Il existe au sein du microenvironnement tumoral un infiltrat immunitaire plus ou moins
abondant selon les tumeurs. Cet infiltrat est composé de différentes cellules de I'immunité

innée et acquise. Il comprend notamment :

- Les TlLs, les lymphocytes infiltrant les tumeurs (Tumor-Infiltrative Lymphocytes) qui
correspondent aux cellules NK et NKT, LT8 mémoires et cytotoxiques et les LT4 mémoires et

effecteurs (Thl, Th 2 et LT reg).

- Les TAM, macrophages associés aux tumeurs (Tumor-associated Macrophages), que I'on

peut classer en 2 types : M1 ou M2.

- Les cellules dendritiques

- Les MDSC (Myeloid Derived Suppressor Cells)

C’est donc ce microenvironnement qui est impliqué dans I'immunité anti-tumorale. Ce
concept est appelé immunosurveillance. Il existe une réponse innée via les macrophages et

les cellules NK et une réponse adaptative qui fait appel aux CPA.

Comme toute réponse immunitaire, la réponse anti-tumorale adaptative doit étre
déclenchée par des cellules présentatrices d’antigéne. Les cellules tumorales sont des
cellules du soi et, de ce fait, bien qu’anormales, tres faiblement inductrices de réponse du
fait de leur faible antigénicité. Le réle des CPA est alors crucial pour le développement d’une
défense efficace. Il est bien établi que les cellules tumorales peuvent étre reconnues
spécifiguement par les cellules effectrices du systéme immunitaire. Il a été démontré que les
cellules dendritiques étaient des CPA efficaces pour engendrer des effecteurs cytotoxiques

spécifiques des cellules tumorales (45).
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3.2 Immunoediting

Malgré cette immunosurveillance opérée par le systéme immunitaire, certaines cellules
tumorales peuvent se développer et constituer une tumeur. Le concept

d’immunosurveillance a donc été repensé, laissant place a la théorie de 'immunoediting.

L'immunoediting est le concept qui décrit I’équilibre qui existe entre I'inflammation pro et
anti tumorale (46). C’'est la reconnaissance du concept du double jeu dans lequel est

impliquée I'immunité dans la carcinogéneése. Ce principe repose sur 3 étapes (35) :

-Une premiere phase, qui est la phase d’élimination, qui correspond a I'immunosurveillance,
comme décrite précédemment. C’'est le mécanisme par lequel le systeme immunitaire est

capable de reconnaitre et détruire les cellules tumorales.

-La deuxieme phase correspond a la phase d’équilibre. On assiste alors a une maitrise de la
prolifération des cellules tumorales sans qu’il n’y ait pour autant d’éradication, certaines de

ces cellules ayant acquis des moyens de se soustraire au systéme immunitaire.

-Enfin, la troisieme phase qui est la phase d’échappement, au cours de laquelle les cellules
devenues résistantes déjouent le systéeme immunitaire. Cette étape représente I'échec du
systeme immunitaire a éliminer ou controler les cellules tumorales. Les principaux
mécanismes sont la sécrétion de facteurs de croissance, la résistance aux facteurs
antiprolifératifs tels que TGFpB, des stratégies d’échappement par I'expression de ligands
inhibiteurs, (PD-L1, CTLA-4), une angiogenése favorisée et le recrutement de cellules

immunosuppressives (LT reg, TAM).

27



Partie 3: PROGRAMMED DEATH ONE (PD-1)

Parmi les récepteurs co-inhibiteurs, PD-1 a suscité depuis quelques années l'intérét de
nombreux travaux de recherche afin de caractériser sa structure, sa fonction, sa voie de

signalisation ainsi que les pathologies qui peuvent lui étre inhérentes ou associées (40).

1. Identification de PD-1

Cette molécule a été découverte initialement en 1992 par I’équipe du Professeur Tasuku
Honjo en tant que molécule induite lors de la mort cellulaire programmée d’un hybridome T
murin (47). La mise en évidence de ’lhomologue humain de PD-1 (Pdcd1) a été réalisée
guelques années plus tard par la méme équipe. Le géne humain de PD-1 est situé sur le
chromosome 2 (48). Depuis, de nombreux travaux ont contribué a mieux caractériser cette

molécule et a mieux comprendre ses fonctions.

2. Structure et expression

PD-1 est une glycoprotéine transmembranaire de type | qui appartient a la superfamille des
Immunoglobulines. Elle est composée d’'un domaine IgV extracellulaire, d’'un domaine
transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmique qui contient deux motifs de signalisation

de type « tyrosine-based signaling motifs » : un motif ITIM et un motif ITSM (48-50).

En raison de ses propriétés régulatrices et de la présence de similitudes structurales, la
molécule PD-1 est assimilée a la famille des molécules de co-récepteurs CD28/CTLA-4 (51).
Contrairement aux autres membres de cette méme famille, PD-1 ne contient pas dans sa
structure membranaire le résidu cystéine proximal nécessaire pour I’lhomo-dimérisation. Les
analyses structurelles et biochimiques ont montré que PD-1 est une protéine monomérique

aussi bien sous forme soluble que transmembranaire (52).

PD-1 peut étre exprimé par les LB et LT, les cellules dendritiques et les cellules NKT.
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En périphérie, les LT naifs au repos n’expriment pas PD-1. C’est I’activation cellulaire par le
TCR qui va induire de maniére transitoire une expression importante de PD-1 (53-56).

Il en résulte une inhibition des LT qui est transitoire et spécifique.

Grace a des modeles murins, il a été démontré que I'induction initiale de PD-1 suite a
I'activation du TCR est également sous la dépendance du facteur de transcription
notamment NFATc1 (57). Une étude plus récente montre que I'action synergique de NFATc1,
STAT3 et STAT4 renforce et soutient I’expression de PD-1 sur les LT8 (58). Ainsi, par rapport
aux LT8 activés par le TCR seul, I'action conjointe des cytokines IL-6 (STAT3) et IL-12 (STAT4)

augmente |'expression de PD-1 (58).

Mais le caractere généralement transitoire de I'expression de PD-1 sur les LT suggere
I’existence de facteurs qui l'inhibent. Certains travaux suggérent que la voie de signalisation
Notch serait également impliquée dans la régulation de I'expression de PD-1 par les LT8

activés (59).

De trés nombreux travaux montrent que I’expression de PD-1 peut étre anormalement

prolongée et soutenue au cours de certains cancers et pathologies virales chroniques.

Les différents mécanismes de régulation de I'expression de PD-1 sont complexes et
partiellement élucidés. La participation de plusieurs facteurs de transcription a la régulation
de I'expression de PD-1 rend compte de sa grande capacité a répondre a de nombreux et

différents stimuli, et le positionne comme ayant un réle central dans la régulation immune.

3. Les ligands de PD-1

PD-1 interagit avec 2 ligands connus: Programmed Death Ligand 1 (PD-L1, B7-H1 ou CD274)
et Programmed Death Ligand 2 (PD-L2, B7-DC ou CD273) (51,60).

PD-L1 est une protéine transmembranaire de type | codée par le géne Cd274 situé sur le

chromosome 9 (60).
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La molécule PD-L2, second ligand de PD-1, présente une structure proche de celle de PD-L1

et son gene est également situé sur le chromosome 9 (61,62).

Malgré la présence d’homologies structurales et d’un récepteur commun, PD-L1 et PD-L2
présentent certaines différences qui concernent leurs profils d’expression cellulaire et leurs

interactions avec PD-1.

En effet, PD-L1 présente une large distribution cellulaire et peut étre exprimé
constitutivement ou de maniere inductible par un grand nombre de cellules
hématopoiétiques, notamment les monocytes, les cellules dendritiques ainsi que les LT et LB
activés et également des cellules non hématopoiétiques (60) (56,63) . De nombreux stimuli
sont capables d’augmenter I'expression de PD-L1 sur les cellules hématopoiétiques. Par
exemple, la stimulation des récepteurs a I'antigéne (TCR ou BCR) renforce |'expression de
PD-L1 surles LT et LB. (63,64) L'IL-2, I'lL-7, I'IL-15 et I'IL-21 augmentent I'expression de PD-L1
sur les monocytes et, a I'exception de I'lL-21, sur les lymphocytes T. Par contre seule I'lL-21
induit une plus forte expression de PD-L1 sur les LB (65). L'interféron-p et I'interféron-y sont
tous les deux capables d’induire et d’augmenter I'expression de PD-L1 sur les monocytes

et/ou les cellules dendritiques (66,67).

L'expression cellulaire de PD-L2 est beaucoup plus restreinte que celle de PD-L1. Son
expression est inductible et principalement limitée a certaines cellules hématopoiétiques

telles que les cellules dendritiques et les monocytes (56).

Par ailleurs, I'expression des ligands de PD-1 peut étre induite sur les cellules tumorales au

cours de certaines pathologies néoplasiques (développé plus loin).

Ces deux ligands ne sont pas spécifiques de PD-1 et n’interagissent pas exclusivement avec
ce dernier. En effet, on connait depuis quelques années au moins un 2eme ligand pour PD-
L1, il s’agit de la molécule B7-1, membre de la famille B7 et ligand de CD28 et CTLA-4 (68,69)

(figure 1). Cependant, PD-L1 a une plus grande affinité pour PD-1 que pour B7-1 (69).

Les deux ligands de PD-1 affichent donc beaucoup de similitudes mais aussi plusieurs

différences. Les fonctions de PD-1 se trouvent ainsi diversifiées et son champ d’action élargi.
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Vu sa large expression tissulaire, PD-L1 est plutét impliqué dans le controle des lymphocytes
T auto-réactifs et le maintien de la tolérance immune vis-a-vis des auto-antigenes (70,71).
Tandis que PD-L2, de par son expression restreinte aux CPA serait plus impliqué dans le

contréle des réponses immunes vis-a-vis des antigénes environnementaux. (50, 60, 71-76)

4. Voie de signalisation

En tant que membre de la famille CD28 et comme tous ses homologues, PD-1 agit en
modulant la voie de signalisation des récepteurs a I'antigene (figure 2). PD-1 exerce ses
fonctions grace a la présence dans sa partie intra-cytoplasmique de deux résidus Tyrosine :
le ler est situé dans le motif ITIM proximal, et le second dans le motif switch ITSM distal

(48-50).

Apres stimulation du TCR, I’'engagement concomitant de PD-1 avec I'un de ses ligands induit
la phosphorylation de ses deux tyrosines permettant ainsi le recrutement de la phosphatase
SHP-2 et probablement aussi de la phosphatase SHP-1 (55,61,78,79). Ces derniéeres vont a
leur tour inhiber le co-récepteur CD28 et entrainer I'inactivation en aval de PI3K qui devient
a son tour incapable d’activer Akt (79,80). De plus, PD-1 active la phosphatase PTEN qui a
son tour réprime davantage la voie PI3K-Akt (81). En inactivant PI3K, PD-1 inhibe
directement I'expression du gene anti-apoptotique Bcl-xL et affecte la survie du LT (55)
(figure 2). De plus cette inactivation réprime Akt, empéche la production de I'lL-2 qui est

elle-méme cruciale pour la survie et la prolifération des lymphocytes T (82) (figure 3).

En inactivant ainsi la voie de signalisation PI3K-Akt mais aussi la voie ERK, PD-1 est capable
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T par arrét en phase GO/G1. Cet effet est en partie

restauré par 'apport d’IL-2 (83).

En résumé, I'activation de la voie de signalisation de PD-1 permet d’abroger les effets du TCR
et de la molécule de co-stimulation CD28. De ce fait, ces événements conduisent a une
atténuation, voire une inhibition de I'activation, de la prolifération et de la différentiation
cellulaire. Les fonctions effectrices ainsi que la survie des LT sont également perturbées
(figure 3). Au total, L’axe PD-1/PD-1 Ligands peut ainsi conduire a I'anergie du LT voir méme

a sa suppression physique.
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Figure 3. Voie de signalisation de PD-1 : 'engagement concomitant du TCR du LT (ici T Cell)
et de PD-1 (ici sur les cellules dendritiques, DC) avec leurs ligands respectifs entraine au
niveau de PD-1 la phosphorylation (P) des tyrosines des deux motifs ITIM et ITSM, et au
recrutement subséquent de SHP-2 et/ou SHP-1. Ceci conduit a I'inhibition des signaux
activateurs proximaux du complexe du TCR par déphosphorylation, et a 'augmentation de
I’expression de PTEN. Au final, I'activation de la voie PI3K/Akt est atténuée ce qui peut
aboutir a I'inhibition de la prolifération cellulaire et de la survie du lymphocyte T, ainsi qu’a
une diminution de la synthése des protéines et la production des cytokines (les fleches et le

texte en rouge indiquent la conséquence de la signalisation de PD-1) (84).
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La signalisation de PD-1 est beaucoup mieux caractérisée dans le lymphocyte T que dans le

lymphocyte B ou les monocytes et les cellules dendritiques.

L’effet inhibiteur de PD-1 sur I'activation du lymphocyte B s’exerce de maniére comparable
au lymphocyte T. PD-1 inhibe I'activation du lymphocyte B, sa prolifération ainsi que la
sécrétion de I'lL-6 (cytokine importante pour le maintien du lymphocyte B). Cet effet est

réversible par blocage de I'laxe PD-1/PD-1 (63).

5. Role physiologique de PD-1 dans le maintien de la tolérance immune

PD-1 agit a plusieurs niveaux pour réguler et maintenir la tolérance immune. Au niveau
central, la voie PD-1/PD-L1 semble pouvoir intervenir a différents stades du développement
intra-thymique du LT pour influencer et réguler leur maturation (85,86). PD-1 participe a
I’édification du répertoire des LT matures et au processus de la tolérance d’origine centrale,

en influencant plusieurs étapes du développement intra-thymique des lymphocytes T.

En périphérie, PD-1 intervient dans le contréle des clones auto-réactifs ayant survécu a la
sélection négative. Comme précédemment décrit, PD-1 participe a la terminaison de la
réponse immune: PD-1 abroge le signal activateur, limite I’expansion cellulaire ainsi que les

fonctions effectrices.

PD-L1 étant largement exprimé au niveau tissulaire par des cellules non hématopoiétiques,
cela permet a PD-1 de controler les LT auto-réactifs au stade effecteur et au niveau méme de

I'organe cible, et ce en empéchant leur réactivation in situ (71,87).

Ensemble, ces données montrent qu’en périphérie, PD-1 limite les réponses des LT auto-
réactifs au niveau de deux sites anatomiques différents : le tissu lymphoide et I'organe cible,
et ce en contrélant respectivement deux étapes différentes de leur différenciation: le stade

naif (au moment de l'initiation de la réponse immune) et le stade effecteur.

PD-1 apparait donc comme étant une molécule dotée d’une grande pléiotropie lui
permettant de maintenir I’homéostasie immunitaire en agissant par différents mécanismes.

Elle se distingue ainsi des autres co-récepteurs tels que le CTLA-4 par sa grande capacité a
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influencer le comportement de plusieurs types de cellules immunitaires appartenant aussi

bien au compartiment adaptatif qu’inné.

6. PD-1 et carcinogéneése

L'implication de PD-1 dans I'échappement tumoral a la réponse immunitaire a été suggérée
par les modeles animaux et a présent confirmée dans différents cancers chez I’homme. De
maniére générale, dans certains cancers, les lymphocytes T infiltrant la tumeur expriment
PD-1, et les cellules tumorales expriment le ou les ligands de PD-1 (PD-L1 et/ou PD-L2). La
mise en jeu in situ de I'interaction de PD-1 avec ses ligands inhibe les fonctions cytotoxiques

et sécrétrices de cytokines.

Ainsi, I’activation de la voie PD-1/PD-L1 va induire un microenvironnement

immunosuppressif pouvant favoriser la croissance tumorale.

7. Role pronostique de PD-L1

L'expression de PD-L1 par les cellules tumorales a été rapportée dans différents types de
cancers, notamment dans les cancers du rein, de 'ovaire, de I'cesophage, bronchiques non a

petites cellules et carcinomes épidermoides d’origine ORL (88—93).

La plupart des études mettent en évidence une forte corrélation entre I'expression de PD-L1
et un mauvais pronostic (90,92,94). Cependant dans les CCR il existe une étude rapportant

une corrélation entre I'expression de PD-L1 et un meilleur pronostic (95).

8. Implications thérapeutiques

PD-1 et PD-L1 sont des cibles trés prometteuses en immunothérapie (96). Le concept repose

sur I'idée de restaurer une immunité anti-tumorale.
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L'utilisation des anticorps monoclonaux anti-PD-1 et anti PD-L1, également appelés
Inhibiteurs de check point immunitaires (ICls), a récemment modifié les perspectives
thérapeutiques de maniére importante en oncologie. Les AC Anti-PD-1 ont déja fait leurs
preuves en termes d’efficacité et de tolérance dans la prise en charge des mélanomes, des

cancers bronchiques et des carcinomes rénaux (97).

Les deux inhibiteurs les plus étudiés actuellement sont le Nivolumab et le Pembrolizumab

qui sont des anti-PD-1.

9. Facteurs prédictifs de réponse au traitement

Il est crucial d’identifier des biomarqueurs afin de mieux sélectionner les patients pouvant

bénéficier de ces immunothérapies.

L’expression de PD-1 et PD-L1 a été étudiée en tant que potentiel marqueur de réponse aux
traitements anti-PD1 et PD-L1. Leur réle en tant que facteur prédictif de réponse au
traitement reste controversé. En effet, il a été mis en évidence une association entre le taux
de réponse aux anti-PD-L1 (MPDL3280A) et I'expression de PD-L1 au niveau tumoral (98). De
méme, la réponse au Nivolumab est fortement corrélée a I'expression de PD-L1 sur les
cellules tumorales (99). Au total, les patients exprimant PD-L1 au niveau tumoral semblent
avoir de meilleurs taux de réponse au traitement. Cependant des réponses au traitement

ont également été observées chez des patients n’exprimant pas PD-L1 (98).

Tres récemment, il a été mis en évidence une augmentation du taux de réponse au
Pembrolizumab dans les CCR de phénotype MSI, laissant suggérer que le statut MMR
pourrait étre considéré comme un facteur prédictif de réponse au traitement anti PD-1
(100). L’hypothése reposerait sur la présence d’un nombre plus important de mutations

somatiques (10 a 100 fois) par rapport aux tumeurs MSS.
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Partie 4: ETUDE RETROSPECTIVE

1. Introduction/Objectifs de I'étude

1.1 Objectif principal

L’objectif principal de notre étude est I’évaluation de I'expression et de la valeur pronostique

en terme de survie globale de PD-L1 dans les cancers colorectaux naifs de tout traitement.

1.2 Objectifs secondaires

-L’évaluation de I’expression lymphocytaire de PD-1

-La caractérisation de l'infiltrat inflammatoire

-La comparaison entre I'expression de PD-L1 sur lame entiére et sur tissu micro-array (TMA)
-L’évaluation de la corrélation entre I’expression de PD-L1 et PD-1

-L’évaluation de la corrélation entre I'expression de PD-L1 et I'intensité de I'infiltrat

lymphocytaire
-L’évaluation de la corrélation entre I'expression de PD-L1 et CD8
-L’évaluation de la corrélation entre I'expression de PD-L1 et CD168

-L’évaluation de I'expression et de la valeur pronostique de PD-L1 en fonction du statut

MMR

-Comparer I'expression de PD-L1 entre la tumeur primitive et la métastase, en cas de

rechute métastatique.
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2. Matériels et Méthodes

Il s’agit d’une étude observationnelle rétrospective et monocentrique menée a I'Institut

Bergonié a Bordeaux.

2.1 Population

2.1.1 Criteres d’inclusion

Patients naifs de tout traitement et opérés a I'Institut Bergonié pour un cancer colo rectal

entre juin 2008 et décembre 2013.

2.1.2 Criteres d’exclusion

e Radiothérapie néoadjuvante
e Chimiothérapie néoadjuvante

e Antécédents d’autre cancer de moins de 5 ans

2.2 Critéres de jugement

L’étude immunohistochimique a été réalisée a partir de blocs de matériel tumoral, fixé en
formol et inclus en paraffine. Ces blocs ont fait I'objet de coupes sériées de 4um d’épaisseur
qui ont été montées sur lames de verre chargées positivement et qui ont servi pour I'étude
immunohistochimique de I'expression de PD-L1 (sur lame entiere) et I'évaluation de

I'intensité de l'infiltrat inflammatoire.
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Construction du TMA

La technique des tissue microarrays (TMAs) permet d’obtenir des profils d’expression
protéiques par immunohistochimie (IHC) de plusieurs centaines de tumeurs disposées au
sein d’'un méme bloc de paraffine grace a la technique de fabrication mise au point par
Kononen et al. en 1998 (101).

L'avantage de cette technique est de réduire la quantité d’anticorps utilisée, de traiter
différentes coupes de tissus sur une méme lame dans les mémes conditions, et de pouvoir
réaliser plusieurs coupes sériées successives, permettant ainsi de comparer |'expression de
plusieurs anticorps sur des coupes histologiques virtuellement identiques.

Nous avons utilisé des blocs de TMAs construits dans le service de biopathologie par une
technicienne de recherche (Valérie Velasco - VV). A partir des lames HES, les zones
tumorales en périphérie, au contact de l'infiltrat inflammatoire ont été sélectionnées et

cerclées par Gratiane Cogniet (GC) puis validées par le Docteur Isabelle Soubeyran (IS).

Les zones d’intérét ont été prélevées en utilisant un « tissue arrayer » (Beecher Instruments
Tissue Arrayer, Sun Prairie, WI), a partir des blocs en paraffine correspondants. Cet appareil
est constitué d’une tourelle comportant 2 aiguilles. Une est destinée a prélever sur les
différents blocs sélectionnés la zone d’intérét (cylindre de 0,6 mm de diametre). L'autre
aiguille est destinée a former dans un bloc vierge, les différents trous ou seront placés les
différents cylindres tumoraux. Nous avons placé les prélevements biopsiques en triple
exemplaire (triplicate). Les différents blocs de paraffine nouvellement construits ont ensuite
fait I'objet de coupes sériées, en utilisant un microtome classique. Les différentes coupes ont

ensuite été déposées sur lames.

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur automate Benchmark®ULTRA (ROCHE -
VENTANA) avec les Kits de détection UltraView Universal DAB (760-500) ou OptiView DAB

IHC (760-700) selon le protocole des différents anticorps primaires utilisés (Tableau 1).

Lors de la mise au point de chaque anticorps, un témoin positif et négatif est réalisé pour

optimiser la dilution, le démasquage antigénique et le temps d’incubation.
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Tableau 1. Protocoles des différents anticorps primaires utilisés

Temps
Anticorps Clone Dilution Producteur Démasquage incubation/
Révélation
CcD3 2GV6 Prédilué Ventana-CONFIRM-760- CC1 standard | 32 min
4341 (Ultraview)
CDS8 C8/1448B 1/25 Dako,Glostrup,Danemark CC1 court 32 min
(Ultraview)
CD68 PG-M1 1/50 Dako,Glostrup,Danemark CC1 court 20 min
(Ultraview)
CD163 10D6 1/100 Leica/Novocastra CC1 court 32 min
Laboratories, United (Ultraview)
Kingdom
PD-L1/CD274 SP142 1/100 Spring Bioscience, CA, CC1 standard | 36 min
United States (Optiview)
PD1 NAT 1/80 ABCAM, United Kingdom CC1 standard | 56 min
(Ultraview)
MLH1 G168-15 1/60 BDPharmingen-550838- CC1 (56') 52 min
(Optiview)
MSH2 g219-1129 | Prédilué Ventana-760-4265- CC1 (40) 40 min
(Optiview)
MSH6 44 1/200 BDBiosciences-610918- CC1 (48") 40 min
(Optiview)
PMS2 EPR3947 | Prédilué Ventana-CellMarque- CC1 (48" 40 min
(Optiview)

La lecture des données d’IHC a été réalisée par GC et IS.
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2.2.1 Critere de jugement principal
Le critere de jugement principal est I'expression de PD-L1.
Le marquage immunologique de PD-L1 a été évalué sur lame entiere et sur TMA afin de

vérifier sa reproductibilité sur TMA. Il est exprimé en pourcentage de cellules marquées et

nous avons retenu un seuil de positivité a 1% (figure 4).
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1A
2A 2B

3A 3B

Figure 4. Marquage de PD-L1 sur CCR. Les panels A
correspondent aux lames entiéres, et les panels B
aux TMA pour le méme cas. Le panel 3C est un zoom
du panel 3A sur la zone fortement positive.

1A et 1B : cas fortement positifs avec 80% cellules
tumorales marquées sur lame entiere et sur TMA.
2A et 2B : cas discordant, avec 2% cellules positives
sur lame entiére et négatif sur TMA. 3C

3A et 3B : cas positifs avec 5% de cellules marquées
sur lame entiére et sur TMA, avec un marquage
focalement intense.
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2.2.2 Criteres de jugement secondaires

a.PD-1

L’expression de PD-1 a été évaluée sur TMA en fonction de sa présence ou de son absence,

avec un seuil de positivité a 1%.
b. Caractérisation de l'infiltrat lymphocytaire

Tout d’abord, nous avons évalué l'infiltrat lymphocytaire sur lame entiére en fonction de son

niveau d’intensité qui pouvait étre minime, modéré ou intense.

Ensuite, nous avons évalué en IHC, sur TMA, I'expression de CD3 et CD8 (marqueurs
lymphocytaires) et CD 68 et CD 163 (marqueurs macrophagiques), afin de caractériser plus
précisément l'infiltrat inflammatoire. La mesure de ces différents facteurs immunologiques a
été évaluée de facon semi-quantitative selon le pourcentage de cellules marquées en

minime, modéré ou intense.
c. Phénotype MSI

La recherche d’une instabilité des microsatellites a été réalisée par technique
d’'immunohistochimie. Nous avons étudié I'expression des protéines MMR (MLH1, MSH2,
MSH6 et PSM2). Une perte d’expression de I'une de ces protéines permet de conclure au

phénotype MSI.
d. PD-L1 sur les sites métastatiques

L’étude de I'expression de PD-L1 a également été réalisée en IHC sur le matériel
métastatique, lorsque celui-ci était disponible, afin d’étre comparée a I’expression de PD-L1

sur la tumeur primitive.

2.3 Analyses statistiques

Les variables continues ont été décrites en terme de déviations standards, de médianes et

d’intervalles.

Les variables qualitatives ont été décrites en terme de fréguences et de pourcentages.
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Le recul médian a été calculé par la méthode de Kaplan Meier inversée. Le temps de
participation a été calculé de la date de chirurgie a la date de déces ou des dernieres

nouvelles.

2.3.1 Analyse de survie

La survie globale a été calculée pour I'ensemble de la population selon la méthode de Kaplan
Meier. Tous les déces, quelle qu’en soit la cause, sont considérés comme un évenement. La
durée de participation est calculée de la date de la chirurgie a la date des derniéres

nouvelles ou du déces.

2.3.2 Analyse pronostique

L’analyse univariée de la survie globale a été calculée selon le modeéle de Cox apres
vérification de I’hypothése de proportionnalité par la méthode des résidus. Lorsque cette
hypothése n’était pas vérifiée I'interaction avec le temps était introduite dans le modele, et

les HR reportés ont été calculés a 3 ans.

L’analyse pronostique de la survie sans rechute dans la population non métastatique au
diagnostic (M0) n’a pas été réalisée en raison du tres faible nombre d’évenements
(seulement 12) donnant des résultats sans précision avec des intervalles de confiance tres

larges.

2.3.3 Analyse de la reproductibilité du TMA

Afin d’évaluer la reproductibilité de I'utilisation du TMA dans I'analyse de I'expression de PD-
L1, s’agissant du méme marqueur mais testé sur deux supports différents, nous avons
considéré la lecture sur lame entiere comme étant le gold standard et nous avons calculé la

sensibilité et spécificité de la lecture sur TMA.

2.3.4 Tests de corrélations des marqueurs avec I'expression de PD-L1

Pour étudier la corrélation entre I'expression de PD-L1 et les différents marqueurs d’'IHC,
nous avons utilisé le test du Chi_2 lorsque les effectifs le permettaient et dans le cas

contraire aprés regroupement si nécessaire, nous avons utilisé le test de Fischer.
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3. Résultats

3.1 Analyses descriptives

3.1.1 Caractéristiques de la population étudiée

Apres analyse de la base de données des tumeurs de I'Institut Bergonié, 193 patients
correspondaient a nos critéres d’inclusion. Apres exclusion des patients ayant recu un
traitement néoadjuvant ou ayant un antécédent de cancer de moins de 5 ans, 105 patients

ont été retenus.

Les caractéristiques cliniques des 105 patients inclus sont rapportées dans le tableau suivant

(Tableau 2).
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Tableau 2. Caractéristiques clinico-pathologiques de la population de I'étude

Variables N %

Masculin 62 59%
Sexe
Féminin 43 41%

NO 47 45%

N1 24 23%
N

N2 33 31%

ADK lieberkhunien 100 95%
ADK mucineux 3 3%
Histologie Carcinome en cellules a bague a
1 1%
chaton
Carcinome indifférencié 1 1%

Emboles Absence 59 56%

vasculo-nerveux  présence 46 44%



3.1.2 Caractéristiques de la prise en charge

Tous les patients ont été opérés d’emblée. Dans 47% des cas, il n’y a pas eu de traitement

adjuvant. Le détail des traitements complémentaires est rapporté dans le tableau ci-dessous.

(Tableau 3)

Tableau 3. Descriptif des traitements regus par la population de I’étude. (Chir TP = chirurgie

de la tumeur primitive. Chimio= chimiothérapie. Chir Méta= chirurgie de la métastase. RCC=

radio-chimiothérapie concomitante. RF=radiofréquence)

Variables

Nombre patients

%

Chir TP seule

Chir TP + chimio

Chir TP + Chir Méta + Chimio

Chir TP + Chir Méta

Chir TP + RCC

Chir TP + Chir Méta + RCC

Chir TP + RF + Chimio

49

39

13

47%

37%

12%

1%

1%

1%

1%

3.1.3 Expression des marqueurs

Le niveau d’expression des différents marqueurs immunologiques sur les pieces opératoires

sont rapportés dans le tableau 4.
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Tableau 4. Expression des marqueurs immunologiques sur piéce opératoire

Variable Nombre Pourcentage

0 90 86%
PD-L1 sur TMA

>=1 15 14%

0 56 53%
PD-1 sur TMA

1 49 47%

Minime 44 42%
CD3 sur TMA Modéré 51 49%
Intense 10 9%

Minime 20 19%
CD68 sur TMA Modéré 57 54%
Intense 28 27%
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Parmi les 34 patients métastatiques (au diagnostic ou ayant présenté une rechute), nous
disposions de matériel tumoral métastatique pour 17 d’entre eux, 8 parmi la population
métastatique d’emblée et 9 parmi les patients ayant présenté une rechute. Nous avons donc
étudié I'expression de PD-L1 chez ces 17 patients. Les résultats sont détaillés dans le tableau

5.

Tableau 5 : Expression de PD-L1 chez les patients métastatiques sur site métastatique

(Biopsie ou piéce opératoire)

Variable Nombre Pourcentage
0 14 82%
PD-L1
>=1 3 18%
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3.2 Analyse de survie

Le recul médian de la série est de 37.7 mois (IC95% : 27.3-47.2). Durant la période de suivi,
23 patients sont décédés et 12 ont présenté une rechute métastatique avec un délai médian

de survenue de 14.1 mois (1.7-25.6).

La survie globale a 5 ans est de 67% (IC95% : 54-78). La survie sans rechute a 3 ans est de 81

% (1C95% : 69.6-89.2)

Tableau 6. Evolution durant la période de suivi

Variables

Nombre patients % de patients

Oui 4 4%
Rechute locale
Non 101 96%

49



Figure 5. Courbe de survie globale selon la méthode Kaplan meier
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Figure 6. Courbe de survie sans rechute métastatique dans la population MO au diagnostic
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3.3 Analyses pronostiques

Tableau 7. Facteurs pronostiques de survie globale en analyse univariée

Parametres (N) HR IC 95% P (Wald)

<70 ans 1
AGE 1.376-10.002 0,0096
>=70ans 3.710

N N1 3.411 0.815-14.287 0.0931

N2 7.984 2.303-27.685 0.0011

Bas grade 1
Grade 0.689-5.971 0.1996
Haut grade 2.028




Paramétres (N) HR IC 95% P (Wald)

PD-L1 lame 0.3-2.2 0.68

PD-1 0.108-1.964 0.2948
>=1 0.460

Minime 1
CD3 Modéré 0.158 0.053-0.471 <0.001
Intense 0.159 0.021-1.211 0.076

Minime 1

CD68 Modéré 0.584 0.202-1.687 0.32

Intense 0.706 0.220-2.261 0.56




En analyse univariée, le TNM, I’envahissement vasculo-nerveux, et I’age sont des facteurs
pronostiques significativement associés a la survie globale. Pour ce qui est des marqueurs en
IHC, I’expression de PD-1, un infiltrat modéré ou intense de CD3 ou CD8 étaient également
associés de maniere significative a un meilleur pronostic en survie globale avec
respectivement des HR a 0.264 (1C95% :0.09-0.776), 0.158 (IC95% : 0.053-0.471) et 0.231
(1C95% :0.085-0.627).

Ni I'expression de PD-L1, ni le statut MMR n’ont été retrouvés comme significativement

associés a la survie globale.

Dans le sous-groupe MSS, il n’y a pas été mis en évidence de différence significative en
terme de survie globale entre les patients PD-L1 positifs et PD-L1 négatifs, avec un p=0.9.
Dans le groupe MSI, I'analyse pronostique ne permet pas de conclure en raison du faible

nombre d’événements (seulement 2 déces avec des sous-groupes de 8 et 9 patients)

Sensibilité et Spécificité du TMA pour I’expression de PD-L1

Nous avons mis en évidence 15 cas PD-L1 positifs sur TMA parmi les 24 cas positifs sur lames

entiéres. La sensibilité est donc de 62,5%.

L'ensemble des cas négatifs pour I'expression de PD-L1 sur lames entiéres est également

négatif sur TMA. La spécificité est donc de 100%.

Il n’y a aucun faux positif sur TMA, la VPP est donc de 100%, en revanche avec 9 faux

négatifs la VPN est de 90% (81/81+9).
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3.4 Analyses de corrélations

a.PD-L1 et infiltrat inflammatoire sur lame entiére

Il existe une corrélation entre I'expression de PD-L1 et I'intensité de I'infiltrat inflammatoire
(chi_2 p<0,001) avec 75% (6/8) des infiltrats intenses qui expriment PD-L1, alors que pour les
infiltrats modérés il y a seulement 42.9% de PD-L1 positifs (6/14) et uniquement 14,5% des

infiltrats minimes qui sont PD-L1 positifs (12/83).
b. PD-L1 et PD-1

Une corrélation a également été établie entre I'expression de PD-1 et PD-L1, (chi_2 p=0,007)
avec 87,5% des PD-1 négatifs qui sont PD-L1 négatifs et 70% des PD-L1 positifs qui sont
également PD-1 positifs. En revanche il n’y a que 34,7% des PD-1 positifs qui sont PD-L1

positifs.
c. PD-L1 et statut MMR

Il semble qu’il y ait une association entre le statut MMR et |’expression de PD-L1 (Fischer
p=0,003) avec une proportion plus importante de MSI parmi les PD-L1 positifs par rapport
aux PD-L1 négatifs. En effet, 37% des cas PD-L1 positifs sont MSI contre seulement 10%
parmi les PD-L1 négatifs. Et parmiles MSI, 47% sont PD-L1 négatifs et 53% sont PD-L1

positifs.
d. PD-L1 et CD8

Nous avons mis en évidence une corrélation entre I'intensité d’expression de CD8 et
I’expression de PD-L1 (chi_2 p<0,001) avec 77% des infiltrats CD8 intenses qui exprimaient
PD-L1.

e.PD-L1 et CD163

Seulement 7% des PD-L1 négatifs présentaient une expression intense de CD163 contre 30%

chez les PD-L1 positifs (chi_2 p=0,003).
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f. Expression de PD-L1 sur site métastatique

Nous n’avons retrouvé aucune corrélation entre I'expression de PD-L1 sur la tumeur
primitive et sur le site métastatique. En effet, parmi les 3 cas positifs sur la métastase, aucun

n’était positif sur la tumeur primitive et parmi les 4 cas positifs sur la tumeur primitive aucun

n’exprimait PD-L1 sur le site métastatique (Tableau 8).

Tableau 8 : Expression de PD-L1 sur tumeur primitive et site métastatique

Tumeur primitive TOTAL
PD-L1 0 >=1
0
10 4 14
Métastase
>=1 3 0 3
TOTAL 13 4
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4, Discussion

Expression de PD-L1

Avec seulement 23% de cas PD-L1 positifs, le taux est inférieur a ceux des précédentes
études. En effet, Dong et al. (102) trouvaient 53% de PD-L1 positifs dans les CCR. Un peu
plus tard, Droeser et al. (95) ont eux aussi étudié I'expression de PD-L1 chez 1420 cas de CCR
et ont mis en évidence une positivité dans 36% et 29% respectivement chez les patients MSS
et MSI. Dans d’autres types de tumeurs digestives, plus particulierement dans les cancers de
I’cesophage, de I'estomac ou du pancréas, une expression de PD-L1 était retrouvée dans 30 a

50 % des cas (90,103).

Ces différences de taux d’expression peuvent étre liées a I'utilisation de différents
marqueurs de PD-L1 en IHC. En effet des seuils de détection ou une qualité du marquage
variable peuvent entrainer des taux de détection variables. Droeser et al. retrouvent une
positivité de la muqueuse colique saine suggérant que les Ac ou les techniques d’IHC utilisés
ne sont pas assez spécifiques. Nous avons attaché une attention particuliére a la sélection
d’un marqueur nous semblant le plus performant, spécifique et le plus reproductible

possible.

La question du seuil de positivité utilisé se pose aussi. Il est rarement spécifié dans les
différentes études retrouvées dans la littérature. Nous avons choisi de fixer un seuil de

positivité a 1% car nous estimions avoir un marqueur fiable avec une bonne spécificité.

Il faut également noter qu’il existe une notion d’expression dynamique de PD-L1 qui peut

faire varier son taux de positivité.

Réle pronostique de PD-L1

Notre étude n’a malheureusement pas permis de retrouver d’impact pronostique, favorable
ou défavorable, a I'expression de PD-L1. Ceci peut en partie étre lié au faible effectif de

notre population et également au faible nombre de cas PD-L1 positifs. Cela ne nous permet
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pas de nous positionner face a I'une ou I'autre des 2 études contradictoires qui existent dans

les CCR (94,95).

Mais on peut se poser la question de la reproductibilité de I'utilisation du marqueur IHC de
PD-L1 dans ces deux études. Par ailleurs, I’étude de I'expression de PD-L1 a été effectuée sur
TMA dans I'une de ces études. D’autre part, I’équipe de Droeser et al. (95) n’a mis en

évidence un role protecteur que dans le sous-groupe MSI.

En revanche, les facteurs pronostiques classiques ont pu étre mis en évidence dans notre

étude, a savoir le stade TNM et la présence d’emboles vasculo-nerveux.

Réle pronostique de PD-1

De fagon intéressante nous avons retrouvé un role pronostique favorable a I’expression de
PD-1 au sein de l'infiltrat inflammatoire. Cet aspect est peu étudié dans la littérature.
L’expression de PD-1 serait alors le résultat d’un rétrocontréle négatif, secondaire a une
réponse immunitaire anti-tumorale adaptative initiale efficace, ce qui pourrait expliquer son
impact pronostic positif. Cependant méme s’il existe une corrélation entre PD-1 et PD-L1,
nous avons montré dans notre étude que seulement 34,7% des cas PD-1 positifs étaient

également PD-L1 positifs.

Corrélation entre I’expression sur lame entiére par rapport au TMA

L'un des points intéressants de notre étude, et qui nous démarque des précédentes études,
concerne l'utilisation du TMA par rapport au marquage sur lame entiére de PD-L1. La
sensibilité n’est que de 62%, avec une spécificité de 100%. Avec donc 38% de faux négatifs,
I'utilisation du TMA, c’est-a-dire d’'un échantillon minime de tumeur, ne nous semble pas
une méthode fiable et reproductible dans la situation bien précise de I'évaluation de
I’expression de PD-L1. Ceci s’explique par le fait que PD-L1 ne s’exprime que sur un
pourcentage tres faible de cellules tumorales. Ce phénomeéne peut également étre lié a une
expression dynamique de PD-L1. Cela pose également le probléme de I'évaluation de

I’expression de PDL1 sur micro biopsie qui n’aura de valeur que positive.
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En dehors de I'analyse pronostique de PD-L1, nous avons étudié la corrélation entre

I’expression de PD-L1 et différents marqueurs utilisés dans notre étude.

Il semble clairement y avoir un lien entre I'importance de l'infiltrat inflammatoire et
I'expression de PD-L1. L'infiltrat lymphocytaire est plus marqué chez les patients PD-L1
positifs. L’expression tumorale de PD-L1 semble donc augmentée en situation inflammatoire
importante. Cette information est intéressante dans la mesure ou I'on sait que l'infiltrat
inflammatoire est associé a un meilleur pronostic dans les CCR. L'expression de PD-L1
pourrait étre augmentée en réaction a une réponse inflammatoire anti-tumorale

importante.

Corrélation MMR/PD-L1

La corrélation entre le phénotype MSI et le statut PD-L1 positif retrouvée dans notre étude
semble trés prometteuse et rejoint les différentes données de la littérature avec notamment

I’hypothése que le systéme immunitaire est fortement stimulé dans les cancers MSI (104).

Cette idée a été appuyée récemment par une étude qui s’est intéressée au
microenvironnement tumoral dans les CCR MSI. Il a été mis en évidence une forte expression
des différents points de contréle (check point) immunitaires tels que PD-1 ou CTLA-4 (105),
indiquant que l'infiltrat immunitaire intense du microenvironnement tumoral est

contrebalancé par la présence de signaux inhibiteurs.

Ces données sont intéressantes en pratique clinique. En effet cela pourrait permettre
d’identifier un sous-groupe de patients potentiellement meilleurs répondeurs aux
traitements anti-PD-1/PD-L1 dans la mesure ou I'expression de PD-L1 semble étre un bio-
marqueur de réponse au traitement. Ce d’autant que les CCR métastatiques (CCRm) MSI
semble de plus mauvais pronostic que les CCRm MSS (notamment lorsqu’ils sont associés a
une mutation BRAF) (106), a I'inverse de ce qui est observé dans les stades non

métastatiques.

Cela rejoint les résultats I’étude de Le Dut et al. (100), parue récemment, qui a mis en
évidence un meilleur taux de réponse aux anti-PD-1 (Pembrolizumab) dans la population des

patients de phénotype MSI (98). Il s‘agit de la premiére étude guidée par un bio-marqueur
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génétique tumoral. Les résultats préliminaires présentés a I’ASCO (American Society of
Clinical Oncology) 2015 montrent des taux de réponse objective (RO) et de contréle tumoral
importants, (RO de 62% chez les MSI avec un taux de controle a 92%), avec de longs
répondeurs comme souvent en immunothérapie. L’hypothése des auteurs afin d’expliquer
ce meilleur taux de réponse chez les patients MSI repose sur la présence d’un nombre plus
important de mutations. Les génes mutés encodent pour des protéines anormales, dont la
conformation est modifiée, qui sont autant de néo-épitopes pouvant étre reconnus et ciblés
par le systéme immunitaire. L'impact du nombre de mutations tumorales sur I'efficacité du
blocage thérapeutique des check point immunitaires avait déja été montré avec I'lpilimumab
(Anti-CTLA-4) dans le mélanome (107) et avec le méme Pembrolizumab dans le cancer

bronchique non a petites cellules (108).

Expression de PD-L1 sur la tumeur primitive versus métastase

Nous n’avons mis en évidence aucune corrélation entre I'expression de PD-L1 sur la tumeur
primitive et sur le site métastatique. Cela nous conforte dans I'idée qu’il doit exister une
expression dynamique de PD-L1 dans le temps et dans |'espace. Cette expression peut
également avoir été influencée par les différents traitements. En effet, parmi les 17 patients
métastatiques pour lesquels nous disposions de matériel tumoral, 60% avaient recu un
traitement a base de chimiothérapie avant la biopsie ou I'exérése de la métastase. Hors,
pour I'étude de I'expression de PD-L1 sur la tumeur primitive, nous avions sélectionné des
patients n’ayant recu aucun traitement au préalable. L'interprétation de I'expression de PD-

L1 sur les sites métastatiques est donc plus difficile car biaisée.

59



5. Conclusion

Le micro environnement tumoral inflammatoire joue un role essentiel dans I’évolution
tumorale des CCR. Le caractériser est donc une étape importante dans la prise en charge de
ce type de tumeurs, notamment avec I'essor récent de 'immunothérapie. Le blocage de
I’axe PD-1/PD-L1 est en plein développement avec d’ores et déja une AMM dans les
mélanomes de stades avancés ou le cancer du poumon non a petites cellules. PD-L1 apparait
comme un bio-marqueur intéressant. Plus récemment le statut MSI a été mis en exergue.
Notre étude n’a pas permis de retrouver d’impact pronostique a I'expression de PD-L1, mais
son récepteur, PD-1, semblerait étre associé a un meilleur pronostic, pouvant traduire un

rétrocontrole négatif secondaire a une réaction immunitaire anti-tumorale adaptative.

Il serait donc intéressant d’étendre I'évaluation de PD-L1 a une cohorte plus importante,
mais en la réalisant sur lame entiére et non sur TMA, en caractérisant le statut MSl et en la

corrélant a la réponse a I'immunothérapie dans le cadre d’un essai thérapeutique.
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Titre : Evaluation de I’expression et de la valeur pronostique de PD-L1 dans les cancers

colorectaux traités par chirurgie premieére
RESUME :

Objectif : Programmed cell death ligand 1 (PD-L1) est surexprimé dans différents types de
tumeurs. Sa liaison avec PD-1 inhibe I’activation des lymphocytes T, bloquant ainsi
I'immunité anti-tumorale. L'objectif de notre étude est d’évaluer I'expression de PD-L1 dans
les cancers colorectaux (CCR) et d’étudier son impact pronostique qui reste controversé dans
ce type de tumeur. Nous avons également étudié le microenvironnement tumoral afin de

mieux le caractériser.

Matériels et méthodes : Nous avons inclus 105 patients, traités entre juin 2008 et décembre
2013, a I'Institut Bergonié, pour un CCR, opérés d’emblée. L'expression de PD-L1 a été
évaluée en immunohistochimie, selon le pourcentage de cellules positives, sur lame entiéere
mais également sur tissue micro array (TMA), afin de comparer les 2 méthodes. Nous avons
également étudié I'expression sur TMA de PD-1, CD3, CD8, CD 68 et CD 163. Des corrélations

ont été établies entre I'expression de PD-L1 et l'infiltrat inflammatoire.

Résultats : Une expression tumorale de PD-L1 a été retrouvée dans 23% des cas, sans impact
sur le pronostic en terme de survie globale (HR=0.8, IC95% : 0.3-2.2), ni dans la population
globale de I'étude, ni dans les sous-groupes en fonction du statut micro satellitaire.
L’utilisation du TMA n’a permis de détecter que 62.5% des PD-L1 positifs par rapport a
I’étude sur lame entiere. L'expression de PD-L1 est corrélée a I'importance de l'infiltrat

inflammatoire et notamment avec une forte expression de CD8 et de CD 163.

Conclusion : Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence d’'impact pronostique de
I’expression de PD-L1 dans les CCR. |l semble y avoir une corrélation entre I'expression de
PD-L1 et le phénotype MSI. Par ailleurs, notre étude a permis de montrer que I'utilisation du

TMA ne semblait pas fiable pour évaluer I'expression de PD-L1 dans les CCR.
Discipline : Oncologie médicale

Mots clés : Cancers colorectaux, PD-L1, facteurs pronostiques, instabilité microsatellitaire,

tissue micro arrays.
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