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INTRODUCTION

Le mélanome est I'un des cancers dont I’incidence et la mortalit¢ ont significativement
augmenté ces derniéres décennies. En France, en 2015, 14 325 nouveaux cas de mélanomes
cutanés ont ét¢ diagnostiqués, responsables du déces de 1 773 patients(1). Selon les derniéres
données GLOBOCAN, 232 000 nouveaux cas de mélanomes ont été¢ diagnostiqués et plus de
55 000 personnes sont décédées d’un mélanome au stade avancée en 2012 dans le monde (2).
Le pronostic des mélanomes cutanés avec des métastases a distance (stade IV) est tres

péjoratif avec une survie relative a 5 ans inférieure a 20% (3).

L’avénement de I’immunothérapie, en particulier des inhibiteurs des « points de contrdle »
(checkpoint inhibitors) du systéme immunitaire ciblant I’axe PD-1 (Programmed Death-1) /
PD-L1 (Programmed Death Ligand-1), a considérablement modifié la prise en charge et
amélioré le pronostic de certains patients atteints d’'un mélanome a un stade métastatique,
avec des taux de réponse et de survie parfois élevés (4) (5) (6). C'est dans ce contexte, que
deux molécules anti-PD-1 (nivolumab, Opdivo, Bristol-Myers Squibb, et pembrolizumab,
Keytruda, Merck) ont récemment regu 1’approbation de la US FDA (United States Food and
Drug Administration) comme traitement de 1ére ligne ou apres traitement par un inhibiteur de

BRAF dans cette indication.

Suite a la premiere étude de phase I publiée en 2012 évaluant le nivolumab (5), de nombreux
essais thérapeutiques ont été associés a I’analyse de I’expression immunohistochimique (IHC)
de PD-L1 comme biomarqueur prédictif de la réponse aux traitements anti PD-1 et PD-LI.
Cette expression par les cellules tumorales était prédictive d’une bonne réponse a
I’immunothérapie, mais néanmoins un bénéfice clinique important était également observé

chez les patients dont la tumeur n’exprimait pas PD-L1 (7) (8).

De facon peu expliquée a ce jour, le bénéfice de ces traitements est restreint a une sous
population de patients, puisque 40% des patients ne répondent pas aux anti-PD-1 en
monothérapie. Ainsi dans la plupart des essais cliniques, la valeur prédictive de I'IHC PD-L1

ne permet pas seule de sélectionner de facon optimale les patients répondeurs (4). Ce
biomarqueur apparait aujourd'hui insuffisant pour étre prédictif d’une réponse thérapeutique
aux anti-PD-1/PD-L1 chez les patients atteints de mélanomes métastatiques, ouvrant ainsi la
voie a d’autres recherches visant a optimiser les tests prédictifs par la découverte d’autres

biomarqueurs associés.



La valeur pronostique de I’expression de PD-L1 chez les patients ayant un mélanome
métastatique est trés controversée, associée a un mauvais ou a un bon pronostic selon les
¢tudes (9) (10) (11) (12). Ainsi, PD-L1 n’apparait pas comme ¢étant un biomarqueur

pronostique utilisable en pratique quotidienne.

Si ce biomarqueur, utilisé seul, est aujourd’hui insuffisant, tant sur le plan pronostique que
théranostique, particulicrement dans le cas du mélanome, d’autres biomarqueurs sont
actuellement en train d’émerger afin d’optimiser la prise en charge des patients a 1’e¢re de

I’immunothérapie.

La présence d’un infiltrat lymphocytaire T CD8+ intra tumoral (CD8 TIL) pourrait ainsi étre
I’un des marqueurs pronostique et prédictif important a intégrer, notamment en association
avec I’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales.

Certaines études ont montré I’importance du micro environnement dont les lymphocytes
intratumoraux CD8+ (CDS8'TIL) et la corrélation possible avec une bonne réponse aux

thérapies anti PD-1 pour certaines tumeurs solides (13) (8) (14).

Une classification des tumeurs en 4 groupes, basée sur la présence ou I’absence de CD8 TIL
et expression de PD-L1 par les cellules tumorales a ainsi été récemment proposée afin de
prédire la réponse a I’immunothérapie. Ces études restent limitées actuellement dans le

mélanome (15) (16).

L’objectif de notre étude a été¢ de corréler I’expression de PD-L.1, combinée a la présence ou
non de CD8'TIL, & la survie globale et a la réponse & I’immunothérapie dans le but de
déterminer si cette association pouvait €tre un biomarqueur pronostique et prédictif plus

performant que I’IHC PD-L1 seule.

Nous avons pour cela analysé en IHC I’expression de PD-LI et des CDS'TIL sur 105
mélanomes cutanés primitifs, ainsi que sur leurs métastases et évalué¢ I’impact des différentes

associations sur la survie globale et sur la réponse thérapeutique.



PATIENTS ET METHODES

PATIENTS

Cette étude rétrospective a été réalisée au sein du Laboratoire de Pathologie Clinique et
Expérimentale (LPCE, Hopital Pasteur I, Centre Hospitalier Universitaire de Nice, France) a
partir d’une cohorte de 105 patients présentant un mélanome malin cutané primitif
d’évolution métastatique (stades III/IV) diagnostiqué entre juillet 2003 et février 2017 et
hospitalisés dans le service de dermatologie (Hopital de 1’Archet 1I, Centre Hospitalier
Universitaire, de Nice, France). Les échantillons tumoraux fixés au formol et inclus en
paraffine provenaient du LPCE, du Laboratoire DIAG (Nice, France), du Laboratoire
MEDIPATH (Mougins, France), et du Laboratoire CAP (Nice, France).

Deux cent deux patients atteints de mélanomes métastatiques ont été initialement enregistrés
pour cette étude. Quatre-vingt dix sept patients [(97/202), 48%] ont été exclus en raison de
I’impossibilité d’apparier les prélevements de mélanomes primitifs avec au moins une
métastase (prélevements de mélanomes primitifs non disponibles, matériel tissulaire €puisé ou

trop exigu, mélanomes régressifs, localisations primitives extra cutanées).

Parmi ces patients, 105 ont été sélectionnés avec deux prélévements au moins analysés par

patient : la lésion tumorale primitive et au moins une lésion métastatique.

Nous disposions pour certains patients de plusieurs métastases. Un seul prélévement
métastatique d’un méme site et de la méme année a été conservé pour 1’étude, représentant un
total de 144 métastases appari€es aux tumeurs primitives des 105 patients. L’analyse IHC des
métastases a porté dans 70% des cas (74/105) sur une seule métastase, dans 22% des cas

(23/105) sur deux métastases et dans 8% des cas (8/105) sur trois métastases.

Il s’agissait essentiellement de sites métastatiques sous cutanés régionaux (n=54) et
ganglionnaires régionaux (n=68), et plus rarement de métastases a distance [pulmonaires

(n=11), sous cutanées (n=8), colique (n=1) et sphere oro-pharyngé¢ (n=2)].

Les 105 premiers événements métastatiques documentés histologiquement (et appariés aux
105 mélanomes primitifs) €taient ceux étudiés dans ce travail et correspondaient a 91
métastases régionales (35 sous cutanées et 56 métastases ganglionnaires) et a 14 métastases a

distance (8 métastases pulmonaires et 6 métastases sous cutanées).



L’ensemble des données cliniques et évolutives des patients, ainsi que leurs traitements ont

été recueillis dans le dossier médical informatisé du CHU de Nice.

Deux sous populations de patients ont été distinguées pour cette étude ; un groupe de patients
traité par immunothérapie (anti PD-1 et/ou anti-CTLA4) représenté par 51 patients [(51/105),
48,5%] ayant regu au moins un traitement d’immunothérapie et un groupe de patients non
trait¢ par immunothérapie représenté par 54 patients [(54/105), 51,5%] n’ayant eu aucun
traitement ou ayant eu des traitements autres qu’une immunothérapie (thérapies ciblées anti-
BRAF et/ou anti-MEK ou chimiothérapies). Parmi les 51 patients du groupe traité par
immunothérapie, 29 [(29/51) 57%] ont bénéficié d’une immunothérapie exclusive et 22
[(22/51) 43%] ont eu une immunothérapie avant ou aprés avoir eu d’autres traitements

(chimiothérapies ou thérapie ciblées).

Tous les patients ont donné leur consentement écrit afin que leurs prélévements puissent étre
utilisés a des fins de recherche clinique (autorisation d’étude selon la réglementation de la

biobanque du CHU de Nice, BB-0033-00025, Nice, Fr).

METHODES
Analyse histologique

Tous les prélévements tissulaires ont été fixés dans du formol tamponné a 10% puis inclus en
paraffine. Une lame d’hématoxyline ¢éosine safran (HES) a été réalisée sur chaque bloc
(4um). Toutes les lames d’HES ont été relues par 2 pathologistes (Coraline Bence et
Véronique Hofman). Les données anatomopathologiques (sous-type histologique, épaisseur
de Breslow, présence ou non d’une ulcération, stade pTNM) ont ainsi été recueillies. Les
mélanomes primitifs ont été reclassés selon la 8= édition AJCC 2016 (American Joint

Committee Cancer) tumor, node, metastasis (TNM) classification.

La densité¢ de Dl’infiltrat inflammatoire mononucléé [absent (0), léger (1+), modéré (2+),
intense (3+)] ainsi que sa topographie ont été évaluées afin de déterminer la présence de
lymphocytes infiltrant les mélanocytes tumoraux ou TIL. Il a été défini que les TIL étaient
absents lorsqu’il n’avait pas été observé de lymphocytes dans la composante invasive du
mélanome (au contact ou intra tumoral). Les lymphocytes situés en périphérie a distance de la
tumeur, ou bien au sein de la fibrose tumorale ou en situation péri-vasculaire n’ont pas été

retenus comme étant des TIL.



Analyse immunohistochimique (IHC)

L’analyse IHC du marqueur PD-L1 a été réalisée avec ’anticorps monoclonal de lapin anti
PD-L1 (clone 28.8 Kit PD-L1 PharmDx, Dako) sur un automate Autostainer Link 48
Dako, a partir de coupes de 4um d’épaisseur sur des lames Superfrost Plus, séchées en étuve
a 58°C pendant 25mn. Le protocole d’immunomarquage a été réalisé en deux étapes: une
phase de prétraitement (PT Link Dako et solution EnVision FLEX Target Retrieval low PH)
pendant 53 minutes, puis une phase d’incubation avec 1’anticorps PD-L1 pendant 30 minutes
et le reste des composants du kit PD-L1 28-8 pharmDx, suivi d’un lavage (Wash Buffer
EnVision FLEX) et d’une contre-coloration de 7 minutes avec 1’hématoxyline (EnVision
FLEX). Un contrdle positif et négatif a été réalisé sur chaque série d’IHC a partir de lames de

controle fournies dans le kit.

L’évaluation de I’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales a été réalisée
indépendamment par les 2 pathologistes (Coraline Bence et Véronique Hofman). En cas de
discordance entre les 2 pathologistes, les lames ont été revues au microscope multitéte avec
un troisieme pathologiste (Marius Ili¢) afin d’obtenir un consensus. La positivit¢ de PD-L1 a
¢té définie comme I’expression d’un marquage membranaire, partiel ou complet, dans au
moins 5% des cellules tumorales, quelque soit 1’intensité et ceci dans une section tissulaire

contenant au moins 100 cellules tumorales analysables (17) (18) (19) (20).

L’analyse IHC du marqueur CD8 a été réalisée sur 1’automate BenchMark ULTRA (Roche,

Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) avec I’anticorps primaire monoclonal de lapin
anti-CD8 (clone SP57, Ventana). Le compte des CD8 a été fait en estimant le pourcentage de

lymphocytes CD8 marqués, par rapport a la totalité de I’infiltrat inflammatoire mononucléé.

Deux catégories d’infiltrat inflammatoire ont été définies en fonction de son intensité, de la
présence ou ’absence de TIL et de I’expression du CDS8 sur les lymphocytes ; le groupe
CD8'TIL positif se caractérisait par un infiltrat inflammatoire mononucléé d’intensité modéré
(2+) ou intense (3+) et infiltrant la tumeur (présence de TIL) avec un seuil d’expression
minimum a 10% pour CD8. Le groupe CD8 TIL négatif comprenait de fagon arbitraire tous
les autres cas, soit un infiltrat inflammatoire absent (0) ou léger (1+) ou n’infiltrant pas la

tumeur (absence de TIL) ou bien avec moins de 10% de lymphocytes CD8 marqués.



Les tumeurs primitives et les 105 premicres métastases ont été ensuite classées en 4 groupes
sur la base de leur statut IHC PD-L1 et sur la présence ou ’absence de CD8'TIL: 1)
CD8'TIL+/PD-L1+, 2) CD8 TIL-/PD-L1-, 3) CD8 TIL+/PD-LI- et 4) CD8 TIL-/PD-L1+.

Mutation du géne BRAF

L’extraction d’ADN a été réalisée avec le kit QiAmp DNA FFPE Tissue Kit (Quiagen Hilden,
Allemagne) et la recherche de mutation du gene BRAF par pyroséquengage comme
précédemment décrit en utilisant le kit therascreen BRAF Pyro24 (Qiagen) sur ’ensemble des

105 patients a partir d’un des prélevements métastatiques(21).

Analyse statistique

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées au risque alpha=5% en hypothese bilatérale a
l'aide du logiciel R.3.2.3 sous Windows. Les données qualitatives ont été présentées sous
forme de fréquences absolues, pourcentages, intervalles de confiance a 95%, pourcentages de
données manquantes. Ces données ont ét¢ comparées a l'aide du test du Chi2 ou du test de
Fisher en cas de non-respect des conditions d'application du Chi2. Les données quantitatives
ont été décrites par les médianes, extrémes, moyennes, écart-types et pourcentages de données
manquantes. Ces données ont été comparées a l'aide du test T de Student ou du test de Mann-
Withney en cas de non-respect des conditions d'application du test de Student. La survie
globale depuis le primitif était définie par le délai entre la date du diagnostic de la tumeur
primitive et la date du déces du patient ou la date des dernieres nouvelles. La survie globale
depuis la premicre métastase était définie par le délai entre la date du diagnostic de la
premiere métastase et la date du déces du patient ou la date des dernieres nouvelles. Les
patients perdus de vue ayant été censurés a la date du dernier contact. Ces données ont été
décrites par les taux de survie, les médianes de survie et les intervalles de confiance a 95%.
Les courbes de survie ont été comparées par le test de Log-Rank. Des analyses multivariées
ont ¢té réalisées a l'aide de modeles de régression de Cox avec calcul des Hazard ratio ajustés

correspondant. Pour toute 1’étude, le suivi maximum des patients a été limité a 60 mois.



RESULTATS

Caractéristiques cliniques et histo-moléculaires des 105 mélanomes primitifs cutanés

Les principales caractéristiques cliniques, histologiques (sous type histologique, ulcération,
pTNM) et moléculaires (analyse du géne BRAF) des 105 mélanomes primitifs cutanés sont
détaillées dans le tableau 1. Les sous types histologiques SSM (mélanome superficiel
extensif) et nodulaires étaient majoritaires et les mélanomes ulcérés représentaient 51,4% des
cas. Le stade pTNM rapporté dans le tableau 1 a été évalué lors du diagnostic initial du
mélanome primitif. Les stades I et II représentaient 20,0% et 64,7% des cas, respectivement.
Toutes ces données sont également décrites dans les deux sous-groupes de patients : 51
patients ayant recu un traitement par immunothérapie et 54 n’ayant jamais été traités par
immunothérapie. Il n’a pas ¢té observé de différence significative pour I’ensemble de ces
données au sein des deux groupes de patients recevant ou pas un traitement par
immunothérapie, hormis pour I’age : les patients traités par immunothérapie étant 1égérement
plus jeunes que les patients ne recevant pas d’immunothérapie [60 ans versus 66ans, (p

0,031)].

Expression de PD-L1, statut CD8 TIL et analyse des groupes CD8 TIL/PD-L1 au sein des
105 mélanomes primitifs et 105 premiéres métastases de chaque mélanome (tableau 2)

La positivité du marquage PD-L1 sur les cellules tumorales (seuil > 5%) était observée dans
33,3% (35/105) des mélanomes primitifs (50 % de cellules tumorales marquées étant le
maximum observeé) et dans 39,0% (41/105) des premicres métastases de chaque mélanome
(100% de cellules tumorales marquées étant le maximum observé). L’expression de PD-L1
¢tait membranaire, essentiellement hétérogene et focale, le plus souvent en périphérie de la
tumeur, au niveau du front d’invasion tumoral. (Figure 1).

Les cellules mononuclées du microenvironnement infiltrant la tumeur étaient des lymphocytes
mais aussi parfois des plasmocytes ou des macrophages. Cet infiltrat était le plus souvent situé
en périphérie en bordure des massifs tumoraux, formant des agrégats, et/ou plus rarement
intra tumoral sous forme de cellules isolées. La topographie et la densité de cet infiltrat étaient
bien visibles sur le marquage IHC CDS (Figure 2).

Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) présentaient tous au minimum un contingent de

10% de lymphocytes T CD8+, appelés dans notre étude, les CD8'TIL positifs.



Parmi les mélanomes primitifs, les infiltrats inflammatoires CDS8TIL positifs étaient
prédominants [(64/105) 60,9%]. La classification en 4 groupes sur la base du statut PD-L1 et
sur la présence ou ’absence de CD8 TIL a montré que les groupes CD8 TIL+/PD-LI- et
CDS'TIL-/PD-L1- étaient les plus représentés, suivi du groupe CD8 TIL+/PD-L1+ alors que
le groupe CD8 TIL-/PD-L1+ était peu représenté (Figure 3).

Au sein des métastases, le statut CDS TIL positif était observé dans 46,6% (49/105) des cas et
la répartition des groupes montrait une prédominance du groupe CD8 TIL-/PD-L1- suivi du
groupe CD8 TIL+/PD-L1+ et une nette diminution du groupe CD8 TIL+/PD-LI1-. Le groupe
CDS8 TIL-/PD-L1+ restait peu représenté.

Analyse de la survie globale selon I’expression de PD-L1, le statut CD8 TIL et le statut
associé CD8 TIL/ PD-L1I analysés au sein des 105 mélanomes primitifs

Le stade pTNM et la présence ou non d’une ulcération, étaient des facteurs pronostiques
significatifs de la survie globale dans notre population (p=0,044 et p=0,00068,
respectivement). A ’inverse, I’expression de PD-L1 et le statut CD8 TIL analysés de maniére
indépendante  n’étaient pas des facteurs pronostiques significatifs (p=0,50 et p=0,27,
respectivement).

L’analyse de la survie globale selon le statut CD8 TIL/PD-L1 précédemment décrit montrait
que la présence de CD8'TIL associée a la non expression de PD-L1 sur les cellules tumorales
(groupe CD8 TIL+/PD-L1-) tendait & étre associée a une meilleure survie [72% de patients en
vie 2 60 mois (26/36)] comparativement aux autres groupes, notamment CD8 TIL+ /PD-L1+
[50% de patients en vie a 60 mois (14/28)], mais ces résultats étaient non significatifs
(p=0,18) [Figure 4(a), annexe 1].

Le groupe CDS'TIL+/PD-L1- comparé aux 3 autres groupes analysés ensemble, avait un
bon pronostic, avec une meilleure survie globale (p=0,04). Le pourcentage de patients en vie a
60 mois était de 72% (26/36) pour le groupe CD8 TIL+/PD-L1- versus 50% (35/69) pour
I’ensemble des patients des 3 autres groupes réunis [Figure 4(b), annexe 1)]

L’analyse multivariée, prenant en compte 1’age, le type histologique, la présence d’une
ulcération et le stade pTNM, montrait que le statut immunohistochimique CD8 TIL+/PD-L1-
était un facteur pronostique significatif et indépendant avec une meilleure survie globale

(hazard ratio (HR) : 0,41; intervalle de confiance IC a 95% (1C95%) [0,17-0,98]; p=0,04).



Analyse de la survie globale selon I’expression de PD-L1, le statut CD8 TIL et le statut
associé CD8 TIL/ PD-L1 analysés au sein des 54 mélanomes primitifs non traités par
immunothérapie

Au sein de la population des patients n’ayant jamais recu de traitement par immunothérapie,
’expression de PD-L1 et le statut CD8 TIL analysés de maniére isolée n’étaient pas des
facteurs pronostiques significatifs (p=0,11 et p=0,61, respectivement).

L’analyse de la survie globale selon le statut CD8'TIL/PD-L1 montrait une différence
significative entre les 4 groupes (p=0,015) [Figure 5(a), annexe 2)].

Le groupe CD8 TIL+/PD-LI- isolé des 3 autres groupes était un facteur de bon pronostic
(p=0,009), associ¢ a une meilleure survie globale avec un pourcentage de patients en vie a 60
mois de 83% (15/18) versus 47% pour les 3 autres groupes réunis (17/36) (Figure 5(b),
annexe 2). Ces résultats ¢taient confirmés en analyse multivariée qui montrait que le statut
CDS'TIL+/PDLI1- était un facteur de bon pronostic, indépendant (HR : 0,05; IC95% [0,007-
0,36]; p=0,002).

D’autre part, dans cette population de patients, nous avons observé que le statut
CD8'TIL+/PD-L1+, isolé des 3 autres groupes, était un facteur de mauvais pronostic
(p=0,014). Le pourcentage de patients en vie a 60 mois était de 37% (6/16) versus 68% pour
les trois groupes associés (26/38) (Figure 5(c), annexe 2). Le statut CD8 TIL+/PD-L1+ était
confirmé comme étant un facteur de mauvais pronostic significatif et indépendant associé a
une mauvaise survie globale, en analyse multivarié¢e (HR : 6,7; 1C95% [1,63-27,93];

p=0.007).

Analyse de la survie globale selon ’expression de PD-LI, le statut CD8'TIL et le statut
associé CD8'TIL/ PD-L1 analysés au sein des 51 mélanomes primitifs traités par
immunothérapie

Dans la population de patients traitée par immunothérapie, I’expression de PD-L1 et le statut
CDS'TIL analysés de maniére isolée n’étaient pas des facteurs pronostiques ou prédictifs
significatifs de la réponse a I’'immunothérapie (p=0,50 et p=0,30, respectivement).

Il n’existait pas de différence significative de la survie globale lorsqu’on analyse les 4 groupes
CDS8'TIL/PD-L1 pris isolément (p=0,63).

Le statut CD8 TIL+/PD-LI1- isolé des 3 autres groupes n’était pas un facteur pronostique

significatif de la survie (p=0,86).
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Par contre, le groupe CD8 TIL+/PD-L1+ tendait a avoir une meilleure survie globale avec un
pourcentage de patients en vie a 60 mois augmenté par rapport aux 3 autres [66% (8/12) de
patients en vie versus 53% (21/39)], sans que ce résultat soit significatif en analyse univariée
(p=0,34) (Figure 5(d), annexe 3).

En analyse multivariée, le statut CD8 TIL+/PD-L1+ était un facteur prédictif, significatif et
indépendant, d’une bonne réponse a I'immunothérapie et d’une meilleure survie par rapport

aux autres groupes (p=0,022).

Analyse de la survie globale selon I’expression de PD-L1, le statut CD8 TIL et le statut
associé CD8 TIL/ PD-L1 analysés au sein des 105 premiéres métastases

Les analyses statistiques univariées sur la survie globale précédemment décrites pour les 105
mélanomes primitifs, ont été réalisées également sur les premiéres métastases des 105
patients (quelque soit le site métastatique). Il n’existait pas de résultats significatifs.
L’expression de PD-L1, les statuts CDS'TIL et CDS'TIL/PD-L1, n’étaient pas

significativement liés a la survie (données non montrées).

Corrélation de ’expression de PD-L1 sur les 105 primitifs avec le statut mutationnel BRAF

Il n’a pas été observé de corrélation significative entre I’expression de PD-L1 et le statut

mutationnel BRAF.
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DISCUSSION

Le mélanome est 1’'un des cancers présentant les taux de mutations somatiques les plus élevés
parmi les tumeurs malignes (22), ce qui explique en partie leur immunogénicité élevée, c’est a
dire leur capacité d’induire une réponse immunitaire adaptative dirigée spécifiquement contre

les antigénes tumoraux.

A T’état physiologique, le checkpoint de I'immunit¢é PD-1/PD-L1 est un mécanisme
permettant de limiter les réactions immunes exacerbées, comme les phénomenes auto-
immuns, PD-1 appartenant au groupe des molécules d’inhibition de la réponse immune,
comme CTLA4.

Les tumeurs développent de multiples stratégies pour échapper au systéme immunitaire.
Ainsi, PD-L1 exprimé a la surface des cellules tumorales, li¢ a son récepteur PD-1 sur les
lymphocytes T, en bloquant I’action des lymphocytes T cytotoxiques, constitue un mécanisme
de résistance par lequel les tumeurs peuvent échapper a la réponse immunitaire adaptative
(23). L’immunothérapie permet alors de restaurer 1’immunité anti tumorale en bloquant ce

mécanisme de résistance et cette interaction PD-1/PD-L1 (14).

Les mécanismes régulateurs de I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales ont été

identifiés et peuvent coexister : 1) un mécanisme intrinséque, constitutif, secondaire a des

éveénements oncogéniques intracellulaires comme [’activation de voies de signalisation, les
altérations chromosomiques ou I’amplification de geénes, mécanisme de résistance mis en
place directement par les cellules tumorales et généralement associ€é a un mauvais

pronostic, i1) un mécanisme adaptatif, induit par la présence de cellules immunitaires dans le

. . + 4 7 . r
micro environnement tumoral de type lymphocytes T CD8 et la sécrétion d’interféron
gamma, correspondant également a un mécanisme de résistance mais aussi a un marqueur

d’activation de I’immunité adaptative ; et enfin ii1) un mécanisme secondaire a I’hypoxie.

Dans le mélanome, I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales est le plus souvent
adaptative, plus rarement constitutive en rapport avec 1’activation des voies des MAP Kinases
(24) (8).

Cette expression adaptative s’illustre, dans notre étude comme dans la littérature, par une
expression focale de PD-L1 dans les cellules tumorales, souvent en périphérie de la tumeur,

au niveau du front d’invasion tumoral, et au contact d’un infiltrat inflammatoire CD8" (16).
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L’évaluation du statut PD-L1 est actuellement difficile a apprécier en raison de
I’hétérogénéité des méthodes d’études mais également en raison de 1’hétérogénéité de son
expression au sein de la méme tumeur et selon le site tumoral, primitif ou métastatique. Dans
le mélanome, les tests sur la plateforme d’IHC Dako avec deux clones d’anticorps différents,
28.8 et 22C3 ont ét¢é utilisés dans la majorité des essais cliniques sous forme de kit PharmDX
(représentant aux USA des tests dits compagnon diagnostique) ; évaluant la valeur prédictive
du test PD-L1, en association avec les molécules anti-PD1, le nivolumab et le pembrolizumab
respectivement. Les seuils de positivité utilisés sont variables selon ces études, 1% ou 5% de
cellules tumorales marquées, ainsi que la prise en compte ou non dans ce seuil de positivité
des cellules immunitaires PD-L1 positives (25). Le seuil de positivité de 5% sur les cellules
tumorales avec le clone 28.8 utilis¢ dans le kit PharmDx est le plus largement utilisé dans ces

¢tudes cliniques (17) (18) (19) (20) (16) .

11 existe des discordances importantes de 1’expression de PD-L1 au sein de la méme tumeur
(hétérogénéité intra tumorale) et entre des prélevements de différents sites tumoraux chez les
mémes patients (hétérogénéité inter tumorale) (26).

Compte tenu de cette hétérogénéité intra tumorale et afin d’analyser la plus large zone
tumorale, nous avons évalué 1’expression de PD-L1 sur des coupes entieres réalisées a partir
de blocs de paraffine et non pas a partir de biopsies positionnées dans des tissue microarrays
(TMAs). L’analyse sur coupe enticre reflete mieux la distribution et le type de cellules
exprimant PD-L1 et permet aussi d’évaluer la relation entre I’expression de PD-L1 sur les

cellules tumorales et les cellules immunitaires.

En raison du mécanisme de résistance immunitaire adaptative et de I’existence de tumeurs
immunogenes ou non, [’infiltration de cellules immunes dans la tumeur, en particulier les
lymphocytes T, associée a I’expression de PD-L1 pourrait étre un biomarqueur important

d’efficacité des inhibiteurs du checkpoint PD-1/PD-L1.

Dans notre étude, le pourcentage de mélanomes primitifs exprimant PD-L1 sur les cellules
tumorales était de 33 % et le plus souvent semblable a celui rapporté dans la littérature (16).
Certaines études rapportent des pourcentages plus élevés : Madore et al a observé une
positivité dans 51% des cas, mais avec un seuil de positivité a 1% (26). Une autre étude
utilisant un seuil de 5%, rapporte 53% de tumeurs positives mais le site du prélévement,

primitif ou métastatique, n’était pas précisé dans 1’étude (8).
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La plupart des études qui se sont intéressées a la valeur prédictive de 1’expression de PD-L1
pour la réponse aux thérapies anti PD-1/PD-L1 dans les mélanomes métastatiques n’ont pas
distingué le site primitif ou métastatique (5) (14) (8). Il existerait des discordances entre
I’expression PD-L1 dans les mélanomes primitifs et les sites métastatiques. Cette expression
serait plus fréquemment retrouvée au sein des métastases, 43% versus 35% dans 1’étude de
Taube et al, ainsi que dans notre étude (39% versus 33%) mais des résultats contradictoires
ont ¢té¢ rapportés par Madore et al (51% pour les primitifs, 57% pour les métastases

régionales mais 42% pour les métastases a distance) (16) (26).

Nous n’avons pas mis en évidence d’association significative entre I’expression de PD-L1 sur
les cellules tumorales des mélanomes primitifs et la survie globale, en accord avec 1’étude de
Taube (16). Ce biomarqueur, étudi¢ isolément, n’est donc pas un facteur pronostique
significatif pour ces deux études. Sa signification pronostique dans le mélanome est trés
controversée, parfois associée a un mauvais pronostic (9) (10) (11), ou inversement corrélée a

un meilleur pronostic (12).

PD-L1 n’est pas un facteur prédictif significatif d’une réponse aux thérapies anti PD-1/PD-L1
dans notre cohorte de mélanomes primitifs. A I’inverse, de nombreuses études ont montré que
I’expression de PD-L1 par les cellules tumorales était prédictive d’une bonne réponse a
I’immunothérapie. Néanmoins, un bénéfice clinique important, incluant en particulier des
réponses durables, a également pu étre observé dans la plupart des études au sein du groupe
PD-L1 négatif, méme si les taux de réponses restaient moins élevés (7) (8) (27). PD-L1
permettrait donc d’identifier les patients pouvant tirer un bénéfice plus important du
traitement mais ne peut pas €tre a lui seul un test compagnon pour sélectionner les patients
¢ligibles a I’immunothérapie. Ce type de test est donc un test diagnostique dit
complémentaire. Au total, la variabilité des méthodes utilisées, I’absence de seuil de positivité
standardisé, I’hétérogénéité spatio-temporelle du marquage et la présence d’une réponse a
I’immunothérapie chez les patients PD-L1 négatifs font que PD-L1 ne parait pas étre a lui seul
un biomarqueur prédictif d’une éligibilité et d’une réponse a I’immunothérapie suffisant dans

le cadre du mélanome.
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La présence d’un infiltrat inflammatoire intra tumoral de type CD8 TIL est fréquemment
associ¢ aux mélanomes (16) comme dans notre étude dans laquelle 60,9% des mélanomes
primitifs présentaient un statut CDS'TIL positif. Ce pourcentage est plus bas sur les
prélevements métastatiques analysés dans notre étude, tout site confondu (46,6%).

Nous n’avons pas mis en évidence d’association significative entre la présence de CD8 TIL
dans les mélanomes primitifs ainsi que dans les métastases et la survie globale, comme cela a
¢té aussi observeé dans la série de Burton et al (28). Toutefois, la plupart des études ont montré
que la présence d’une densité importante de TIL dans les mélanomes primitifs était
significativement associée a un meilleur pronostic (29) (30), données qui renforcent
I’hypothese d’un infiltrat lymphocytaire fonctionnel préalable indispensable a I’efficacité du
blocage de I’axe PD-1/PD-L1.

Cependant, dans notre série, le statut CDS'TIL, étudié¢ isolément, n’était pas un facteur
prédictif de la réponse significatif alors que Tumeh et al a précédemment montré qu’il
pourrait constituer un marqueur plus fortement corrélé au bénéfice des anti-PD-1 que

I’expression de PD-L1(14) (31).

L’évaluation des lymphocytes T cytotoxiques CD8" infiltrant la tumeur (CD8 TIL) dans le
micro environnement tumoral est en fait difficile (15). Comme pour PD-L1, on observe dans
la littérature une grande variation des méthodes d’évaluation des TIL (16) (26), parfois sans
caractérisation immunophénotypique associée. L’absence de définition standardisée pour cette

évaluation limite I’interprétation de ces résultats.

Toutefois, la présence d’un infiltrat lymphocytaire T CD8" (CD8'TIL) dans la tumeur
pourrait étre un marqueur d’intérét clinique trés important lorsqu’il est associé a 1I’expression
de PD-L1. Deux études ont suggéré que I’expression de PD-L1 devrait étre interprétée en
prenant en compte le microenvironnement tumoral. Les auteurs de ces études ont catégorisé
les tumeurs en 4 différents types de microenvironnements tumoraux basés sur la présence ou
I’absence de TIL et I’expression de PD-L1. (16) (15). Leurs résultats suggerent que cette
classification pourrait étre prédictive de la réponse a I’'immunothérapie.

L’association de la positivit¢ de PD-L1 sur les cellules tumorales et d’un infiltrat
inflammatoire de type CD8 TIL (groupe CD8 TIL+/PD-L1+) était retrouvée dans 26,6% des
mélanomes primitifs de notre étude, les groupes majoritaires étant les groupes CD8 TIL-/PD-
L1- et CD8'TIL+/PD-L1-. L’expression de PD-L1 sans CD8 TIL associés (groupe CD8 TIL-
/PD-L1+) était rare.
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Ces observations étaient différentes sur les prélévements métastatiques : le groupe CD8 TIL-
/PD-L1- devenait nettement majoritaire alors que le groupe CDS8 TIL+/PD-LI- était deux
fois moins représenté¢ que dans les mélanomes primitifs. Il est intéressant de noter qu’on
retrouvait approximativement la méme répartition de ces différents groupes dans la série de
Taube et al a la fois sur les mélanomes primitifs et métastatiques avec la méme évolution des
statuts (16). Il est rapporté dans une revue de la littérature, incluant les travaux de Taube et al
(2012) une répartition différente montrant une prédominance des statuts CD8 TIL+/PD-L1+
(38%) et CDS8'TIL-/PD-L1- (41%) mais sans distinction des mélanomes primitifs et

métastatiques (15).

Nous avons pu observer dans notre étude sur les 105 mélanomes primitifs, que certains des 4
statuts CD8 TIL/PD-L1 décrits ci-dessus, prenant en compte 1’expression de PD-L1 sur les
cellules tumorales et Dinfiltrat CD8'TIL, étaient a considérer comme des facteurs
pronostiques ou théranostiques selon le groupe de patients étudié, population générale,

patients traités ou non par immunothérapie.

Ainsi, le groupe de patient ayant un statut CD8 TIL+/PD-L1- est un groupe avec un bon

pronostic indépendant dans la population générale et de manicre encore plus significative
dans le groupe de patients non traité¢ par immunothérapie (a 60 mois, respectivement 72% et
83% des patients en vie). A I’inverse, dans le groupe de patients traité par immunothérapie, ce
profil n’était pas un facteur pronostique significatif sur la survie globale. Il semblerait que les
patients dont les tumeurs sont CD8 TIL+/PD-L1- ne soient pas des bons répondeurs a
I’immunothérapie. En effet, dans notre cohorte, I’immunothérapie ne semble pas améliorer
leur survie. Les stratégies thérapeutiques pour ce groupe de patients seraient potentiellement a
réévaluer dans de nouvelles études. Larkin et al a montré I’intérét des combinaisons
d’immunothérapies (anti CTLA4 et anti PD-1) pour les tumeurs n’exprimant pas PD-L1 mais

il n’a pas considéré la présence des CD8 TIL associés (18).

Une des limites de notre étude est I’hétérogénéité de notre groupe des 51 patients traités par
immunothérapie. Méme si la majorité des patients a bénéficié d’une monothérapie de type
anti PD-1, certains d’entre eux ont eu parfois 2 lignes d’immunothérapies différentes (anti
CTLA4 puis anti- PD-1) et plus rarement d’autres types de traitements associ€s

(chimiothérapies ou thérapie ciblées) au cours de la prise en charge de leur mélanome.
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Nous avons montré également, que le statut CD8 TIL+/PD-L1+ était un facteur de mauvais

pronostic indépendant, significativement observé dans le groupe de patients non traités par
immunothérapie, avec seulement 37% des patients en vie a 60 mois.

A Tinverse, dans le groupe trait¢ par immunothérapie, ce statut devient un facteur
indépendant prédictif d’ une bonne réponse a I’'immunothérapie, avec 66% des patients encore
en vie a 60 mois, comme décrit dans la littérature (15) (14).

Nous n’avons pas retrouvé ces résultats de maniére significative dans la population totale,
sans distinguer la prise en charge thérapeutique. La tendance de ce groupe CD8 TIL+/PD-
L1+ a étre de mauvais pronostic semble masquée dans la population générale par les patients

qui ont re¢u de I’immunothérapie et dont le pronostic a été amélioré.

Concernant le statut CDS8'TIL-/PD-LI-, nous n’avons pas pu montrer une signification

pronostique ou prédictive de réponse a I'immunothérapie. Toutefois, le pourcentage de
patients en vie a 60 mois dans la population générale et dans les groupes de patients traités ou
non par immunothérapie, restait stable aux alentours de 47%. Cela laisse penser que 1’absence
de lymphocytes CD8 TIL associée a I’absence d’expression de PD-L1 pourrait étre un facteur
de mauvais pronostic et probablement de non réponse a I’'immunothérapie. Teng et al
suggere que, compte tenu de 1’absence d’infiltrat lymphocytaire T préexistant fonctionnel, le
statut CD8 TIL-/PD-L1- serait associé & un mauvais pronostic et les patients seraient alors
probablement non répondeurs a une monothérapie anti-PD1 et qu’ainsi une combinaison
d’immunothérapie anti-CTLA4 et anti-PD1 serait bénéfique pour ce type de patients. En effet,
les anti-CTLA4 permettraient d’activer précocement les lymphocytes T qui afflueraient dans
la tumeur et induiraient une expression adaptative de PD-L1, qui serait ensuite la cible des
anti-PD1 (15). La combinaison d’immunothérapie n’était pas [’objet de notre ¢tude mais,
comme Larkin I’a rapporté, elle devrait probablement occuper une place de choix pour les
tumeurs n’exprimant pas PD-L1 et il serait donc intéressant d’étudier I’efficacité de cette

association d’immunothérapie en fonction des 4 patterns CD8' TIL/PD-L1 (18).

Enfin, le groupe CD8 TIL-/PD-L1+ n’était pas retrouvé comme étant un facteur pronostique

ou prédictif d’une réponse a I’immunothérapie dans aucun de nos groupes de patients.
Cependant, ce statut, témoignant d’une expression constitutive de PD-L1, est trés peu

représenté dans notre série, comme dans les différentes séries décrites dans la littérature (16).
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D’autre part, de facon surprenante, aucun des statuts CD8 TIL/PD-L1 analysés a partir des
105 premiers prélevements métastatiques au sein de la population générale, n’était
significativement li¢ a la survie. Cela pourrait éventuellement s’expliquer par le fait que le
délai de suivi était raccourci entre ce premier évenement métastatique et le déces et/ou la date
des dernieres nouvelles. Il semblerait donc plus utile d’analyser la survie globale a partir du
mélanome primitif jusqu'au décés (ou a la date des derni¢res nouvelles). Les analyses plus
approfondies au sein des groupes de patients traités ou non par immunothérapie sont

actuellement en cours pour cette étude.

En conclusion, notre étude montre que 1’expression de PD-L1 seule n’est pas un facteur
pronostique ou prédictif robuste chez les patients atteints de mélanomes malins métastatiques,
que ce statut soit évalué sur la tumeur primitive ou sur la premiere métastase apparaissant
dans I’évolution de la maladie. Il semble que faire un marquage supplémentaire avec un anti-
CDS et caractériser la population CD8 TIL pourrait permettre de mieux apprécier la survie

globale de certains patients et probablement de mieux prédire une réponse thérapeutique.
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PERSPECTIVES D’ETUDES

Perspectives en cours suite a notre travail de these

De nombreuses perspectives se profilent a partir de notre base de données trés exhaustive,

partiellement exploitée dans cette étude.

En premier lieu, lors de la lecture des coupes d’IHC PD-L1, nous avons également évalué
I’expression de PD-L1 par les cellules immunes ainsi que la disposition de cet infiltrat,
observé essentiellement en périphérie, au contact de la tumeur souvent sous forme d’agrégats
et/ou intra tumoral sous forme majoritairement de cellules isolées. En effet, certaines études
cliniques notamment la Checkmate-067, ont inclus I’expression des cellules immunitaires
pour définir la positivité de PD-L1 en conservant un seuil de 5% conduisant donc a des taux
de positivité bien plus importants que ceux que nous avons rapportés dans notre travail initial
(18). Des analyses identiques sur la survie globale seront donc réalisées en tenant compte de
I’intégration des cellules immunes pour définir la positivité de PD-L1. De plus, la localisation
de I’infiltrat immunitaire, concentré en périphérie en bordure de la tumeur, serait plus associé

a I’efficacité des immunothérapies (14).

Secondairement, nous prévoyons d’analyser 1’évolution spatio-temporelle de I’expression de
PD-LI, c’est a dire I’évolution pour chaque patient de cette expression dans le temps, selon le
site primitif, métastatique régional, a distance, tout cela a partir des préleévements mélanomes

primitifs et métastases appariées dont nous disposons.

Par ailleurs, les patients susceptibles de répondre aux anti-PD-1/PD-L1 seraient ceux qui
présentent les tumeurs les plus « immunogenes » en lien avec leur instabilité génétique et leur
nombre élevé de mutations (32). Le profil CD8'TIL et les 4 statuts CD8 TIL/PD-L1 seront

corrélés en particulier au statut du géne BRAF.

Nous pensons €galement réaliser les analyses statistiques au sein de groupes thérapeutiques
mieux définis en particulier parmi la population de patients traitée par immunothérapie
exclusivement. Une étude prospective qui viendrait compléter ces données doit se discuter

¢galement avec nos partenaires oncodermatologues.
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Des analyses immunohistochimiques sont actuellement élargies a d’autres marqueurs
notamment avec les anticorps anti-CD4, anti-CD33, anti-CD15, anti-CD14, et anti-TRF2.

En effet nous avons en particulier pour objectif de voir si dans notre population de 105
patients, a la fois au niveau des sites primitifs et des sites métastatiques, les populations
my¢loides et en particulier les cellules myéloides suppressives, ont un impact sur 1I’expression
de PD-L1 au niveau des mélanocytes tumoraux. Pour cela nous avons réalisé récemment
I’ensemble des IHC anti-CD33, anti-CD15 et anti-CD14. Nous avons exclu pour le moment
de notre analyse, les IHC réalisées avec ’anticorps anti-CD4, et nous voulons controler
certains résultats obtenus qui nous semblent peu significatifs a ce stade de 1’écriture de notre
travail de thése. Enfin nous allons analyser I’expression (nombre de cellules mélanocytaires
marquées et intensit¢ du marquage) de TRF2 et essayer de voir si il existe un impact de
I’expression de TRF2 sur le nombre de cellules immunitaires présentes dans le

microenvironnement immunitaire des mélanocytes exprimant ou pas PD-L1.

Perspectives pour les tests biologiques prédictifs de I’immunothérapie PD-1/PD-L1 dans

un cadre plus général

Les analyses en IHC, bien que pouvant apporter des informations précieuses sur la prédiction
aux réponses a I’immunothérapie, présentent des limites, souvent liées a des problémes
d’échantillonnage non représentatif de 1’ensemble du processus tumoral. Ainsi d’autres pistes
sont actuellement a 1’é¢tude et en plein développement et peuvent ainsi se déployer chez des
patients atteints de meélanomes malins métastatiques avant 1’administration d’une

immunothérapie PD-1/PD-L1 :

Evaluation du statut PD-L1 dans le sang

PD-L1 peut étre mis en évidence dans le plasma ou sur les cellules tumorales circulantes
(CTC). La premiere étude sur les CTCs a été réalisée chez des patientes présentant un cancer
du sein. Trés récemment 1’expression de PD-L1 a été recherchée sur les CTCs isolées par la
méthode de filtration ISET chez des patients atteints d’un cancer pulmonaire métastatique.
L’¢évaluation du statut PD-L1 sur une biopsie liquide pourrait étre indiquée chez un patient
fragile et/ou si le site tumoral ne peut pas €tre biopsié€ ou si la biopsie tissulaire ne comporte
qu’un nombre trés faible de cellules tumorales. Des patients dont I’immunohistochimie PD-

L1 serait négative sur les coupes tissulaires mais dont I’immunocytochimie PD-L1 serait

20



positive sur les CTCs pourraient ainsi €tre identifiés. Une telle discordance s’expliquerait par
I’hétérogénéité d’expression de PD-L1. Des études en cours ont pour but d’apprécier si le
statut PD-L1 dans le sang peut étre modifi¢é par les traitements par immunothérapie. La
signification de ces changements dans le cadre de 1’établissement d’un test d’efficacité
thérapeutique ou pronostique doit alors étre évaluée. Dans ce méme contexte une étude a
montré que la diminution de la quantité d’ADN libre circulant tumoral chez les patients traités
par immunothérapie anti-PD-1 serait un facteur de bonne réponse thérapeutique. La chute du
niveau d’expression d’autres biomarqueurs sanguins comme 1’IL-8 serait aussi le reflet de

cette efficacité.

Mise en évidence de biomarqueurs de résistance a ’'immunothérapie anti PD-L1/PD-1
Des études récentes ont identifié I’expression de certains marqueurs tissulaires, comme la

protéine VISTA, comme étant le témoin d’une résistance a I’immunothérapie.

Mise en place de plateforme de multiplexage en IHC
Plusieurs systemes sont en train d’étre développés et testés faisant appel soit a des méthodes
combinées d’immunofluorescence soit a I’utilisation de plusieurs chromogenes sur une méme

coupe tissulaire.

Analyses complexes intégrant des données d’IHC et de génomique

Ces approches associeraient plusieurs tests d’IHC (CDS8, mais aussi CD4, PD1, FoxP3,
VISTA, etc), I’évaluation de la charge mutationnelle (tumor mutational burden ou TMB), la
caractérisation de néo antigenes exprimés a la surface des cellules tumorales, et la signature
d’altérations génomiques sur des genes d’intérét avec un panel plus ou moins large de genes a
analyser (incluant EGFR ALK ROS1, KRAS, MET, BRAF, HER2 STK11). Hormis la
complexité de ces analyses combinées, ces orientations vont entrainer des contraintes sur, 1)
les délais d’obtention des résultats en routine, ii) le colit global et la prise en charge de ces
analyses, iii) la difficult¢ de pouvoir établir des tests compagnons diagnostiques combinant

sur une seule analyse plusieurs cibles d’intérét, iv) la mise en place de centres experts.
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TABLEAUX ET FIGURES

Caractéristiques

Sexe - Nbre (%)
Féminin
Masculin

Age - années
Moyenne
Extrémes

Type histologique - Nbre (%)
Mélanome superficiel extensif
Mélanome nodulaire
Mélanome acral lentigineux
Mélanome de Dubreuilh invasif
Mélanome inclassable

Ulcération - Nbre (%)

Non
Oui
pT - Nbre (%)
Tl
T2
T3
T4
pN - Nbre (%)
NO
Nla
N1b
Nlc
N3
Stade - Nbre (%)
|
Il
11l
1\
Statut BRAF - Nbre (%)
Muté
Non muté

Sans

Immunothérapie

(n=54)

21 (60,00)
33 (47,14)

66,59
23-92

30(53,57)
15 (46,88)
3 (50,00)
3 (75,00)
3 (42,85)

25 (49,02)
29 (53,70)

7 (58,33)

10 (55,56)
20(52,63)
17 (45,95)

47 (52,22)
0 (0,00)

0 (0,00)

6 (60,00)
1(33,33)

13 (61,90)
34 (50,00)
7 (46,67)
0 (0,00)

25 (62,50)
29 (44,61)

Avec
Immunothérapie
(n=51)

14 (40,00)
37 (52,86)

60,55
26-83

26 (46,43)
17 (53,12)
3 (50,00)
1 (25,00)
4 (57,14)

26 (50,98)
25 (46,30)

5(41,67)
8 (44,44)
18 (47,37)
20 (54,05)

43 (47,78)
1 (100,00)
1 (100,00)
4 (40,00)
2 (66,67)

8 (38,10)
34 (50,00)
8(53,33)
1 (100,00)

15 (37,50)
36 (55,38)

Total

(n=105)

35(33,33)
70 (66,67)

63,66
23-92

56 (53,33)
32(30,48)
6 (5,71)
4(3,81)
7 (6,67)

51 (48,57)
54 (51,43)

12 (11,43
18 (17,14
38 (36,19
37 (35,24

—_— — — ~—

90 (85,71)
1(0,95)
1(0,95)
10 (9,52)
3 (2,86)

21 (20,00)
68 (64,76)
15 (14,28)
1(0,95)

40 (38,10)
65 (61,90)

P-Value*

0,30

0,031

0,83

0,77

0,84

0,58

0,53

0,071

Tableau 1- Données cliniques et histomoléculaires des 105 mélanomes primitifs cutanés

*Comparaison entre le groupe avec immunothérapie et le groupe sans immunothérapie pour chaque

variable analysée (Test du Chi 2 ou test T de Student)
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Mélanomes primitifs ~ Métastases

Statut (n=105) (n=105)
PD-L1 - Nbre (%)

Négatif 70 (66,67) 64 (60,95)

Positif 35 (33,33) 41 (39,05)
CDS'TIL - Nbre (%)

Négatif 41 (39,05) 56 (53,33)

Positif 64 (60,95) 49 (46,67)
CDS'TIL /PD-L1 - Nbre (%)

CD8'TIL-/PD-L1- 34 (32,38) 47 (44,76)

CD8'TIL-/PD-L1+ 7 (6,67) 9(8,57)

CD8'TIL+/PD-L1- 36 (34,29) 17 (16,19)

CD8'TIL+/PD-L1+ 28 (26,67) 32 (30,48)

Tableau 2 - Expression PD-L1 et répartition des catégories CD8'TIL et CD8'TIL/PD-L1 au sein des
105 mélanomes primitifs et des 105 premiéres métastases
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Figure 1- Marquage PD-L1 des cellules tumorales (a) périphérique, 20% (x100) (b) hétérogene,
50% (x100) (c) intense, membranaire (x400) (d) faible a modéré, membranaire (x400)
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Figure 2- Lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) : (a) HES x100, (b) HES x 200
TIL CD8+ : (c) infiltrat périphérique x 100, (d) infiltrat périphérique et intra tumoral x100
Absence de TIL CD8+ : désert immunitaire (e), infiltrat en couronne (f)

25



*(4) sajeaowny sayn||ad sa| sed
T1-ad 3p uoissatdxa ,p aduasqe I9Ae 19 (3) 1L .8QD op 22udsud 29Ae (p) (SIH) 24101eWWER| UL JRI} YUl IDAE dwoue|dw : (00T X)-T1-dd/+11L.8dD 2dnoJiH
*(9) sajeaowny sa|n||9d s9) Jed T

-ad @p uoissaidxa,| e a9100sse ‘(q) 1L .8aD dp 2uasaad d9Ae (e) (SIH) 24101ewiwieuUl JRII YUl IDAE dWoue|dw : (00T X) +T1-Ad/+11L.8aD 2dnoad ‘¢ a4n3i4

26



(@

(b)

£ g
T T
z g
E &
3 =3
2] 23
3 s
o 53
> >
& p=0.18 —— CD8+TIL-/PD-L1- ]
---- CD8+TIL-/PD-L1+
""" CD8+TIL+/PD-L1- p=0.041 —— CD8+TIL+/PD-L1-
o CD8+TIL+/PD-L1+ o ---- 3 autres groupes
o o
(=] o
= =2
I T T T T 1 r T T T T 1
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 80
Months Months

Figure 4. Courbes de Kaplan-Meier : Analyse de la survie globale selon le statut CD8+TIL/ PD-L1 au sein
des 105 mélanomes primitifs. Les p-values ont été calculées en utilisant le test du Log-rank.

(a) Analyse des 4 groupes CD8+TIL/PD-L1

(b) Analyse du groupe CD8+TIL+/PD-L1- isolé comparé aux 3 autres groupes
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Figure 5. Courbes de Kaplan-Meier: analyse de la survie globale selon le statut CD8'TIL/PD-L1 sur les

mélanomes primitifs dans la cohorte non traitée par immunothérapie (n=54) et traitée par
immunothérapie (n=51). Les p-values ont été calculées en utilisant le test du Log-rank.

(a) 4 groupes CD8+TIL/PD-L1 chez les patients non traités

(b) groupe CD8+TIL+/PD-L1- isolé comparé aux 3 autres groupes, chez les patients non traités,
(c) groupe CD8+TIL+/PD-L1+ isolé comparé aux 3 autres groupes, chez les patients non traités,
(d) groupe CD8+TIL+/PD-L1+ isolé comparé aux 3 autres groupes, chez les patients traités.
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ANNEXES

Variables Patients en vie n (%) Patients décédés n (%) p-value
PD-L1 0,50
NEGATIF 42 (60,00) 28 (40,00) -
POSITIF 19 (54,29) 16 (45,71) -
Statut CD8'TIL 0,27
NEGATIF 21 (51,22) 20 (48,78) -
POSITIF 40 (62,50) 24 (37,50) -
Groupes CD8'TIL / PD-L1 0,18
-/~ 16 (47,06) 18 (52,94) -
-1+ 5(71,43) 2(28,57) -
+/- 26 (72,22) 10 (27,78) -
+/+ 14 (50,00) 14 (50,00) -
1 groupe d’intérét 0,15
comparé aux 3 autres
-/- 16 (47,06) 18 (52,94) -
FH =]+ 45 (63,38) 26 (36,62) -
0,32
+/+ 14 (50,00) 14 (50,00) -
-[-;+ -1+ 47 (61,04) 30 (38,96) -
0,62
-1+ 5(71,43) 2 (28,57) -
;-4 56 (57,14) 42 (42,86) -
0,045
+/- 26 (72,22) 10 (27,78) -
++;-/-5-1+ 35 (50,72) 34 (49,28) -

P-values ont été générées a partir du test de Logrank et étaient significatives quand p<0,05 (indiquées en gras)

Annexe 1. Analyse univariée de la survie globale selon I’expression de PD-L1, les statuts
CDS+TIL et CD8+TIL/ PD-L1 des 105 mélanomes primitifs

CD8'TIL - /PD-L1- (groupe -/-), CD8'TIL - /PD-L1 + (groupe -/+), CD8'TIL+/PD-L1- (groupe +/-)
et CD8'TIL + /PD-L1 + (groupe +/+).
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Variables Patients en vie n(%) Patients décédés n(%) p-value

Statut PD-L1 0,11
NEGATIF 22 (66,67) 11 (33,33) -
POSITIF 10 (47,62) 11 (52,38) -
Statut CD8'TIL 0,61
NEGATIF 11 (55,00) 9 (45,00) -
POSITIF 21 (61,76) 13 (38,24) -
Groupes CD8'TIL / PD-L1 0,015
-/- 7 (46,67) 8 (53,33) -
-+ 4 (80,00) 1 (20,00) -
+- 15 (83,33) 3(16,67) -
+/+ 6 (37,50) 10 (62,50) -
1 groupe d’intérét 0,23
comparé aux 3 autres
-/- 7 (46,67) 8 (53,33) -
+/+;+/-;-/+ 25 (64,10) 14 (35,90) -
0,014
+/+ 6 (37,5) 10 (62,50) -
-[-;+-5-+ 26 (68,42) 12 (31,58) -
0,36
-+ 4 (80,00) 1(20,00) -
+/+;-/-+/- 28 (57,14) 21 (42,86) -
0,0094
+/- 15 (83,33) 3(16,67) -
++-[--1+ 1T (47,22) 19 (562,78) -

P-values ont été générées a partir du test de Logrank et étaient significatives quand p<0,05
(indiquées en gras)

Annexe 2. Analyse univariée de la survie globale selon I’expression de PD-L1, les
statuts CD8+TIL et CD8+TIL/ PD-L1 des 54 patients non traités par
immunothérapie.

CDS8'TIL - /PD-L1- (groupe -/-), CD8'TIL - /PD-L1 + (groupe -/+), CD8'TIL+/PD-L1-
(groupe +/-) et CD8'TIL + /PD-L1 + (groupe +/+).
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Variables

Statut PD-L1

NEGATIF
POSITIF

Statut CD8'TIL

NEGATIF
POSITIF
Groupes CD8'TIL / PD-L1

_/-
-+

+-

1 groupe d'intérét
comparé aux 3 autres

+/+;-/-;+/-

+-

+/+;-[--[+

Patients en vie n(%)

20 (54,05%)
9 (64,29%)

10 (47,62%)
19 (63,33%)

9 (47,37%)
1 (50,00%)
11 (61,11%)
8 (66,67%)

9 (47,37%)
20 (62,50%)

8 (66,67%)
21 (53,85%)

1 (50,00%)
28 (57,14%)

11 (61,11%)
18 (54,55%)

Patients décédés n(%)

17 (45,95%)
5 (35,71%)

11 (52,38%)
11 (36,67%)

10 (52,63%)
1 (50,00%)
7 (38,89%)
4 (33,33%)

10 (52,63%)
12 (37,50%)

4 (33,33%)
18 (46,15%)

1 (50,00%)
21 (42,86%)

7 (38,89%)
15 (45,45%)

p-value

0,50

P-values ont été générées a partir du test de Logrank et étaient significatives quand p<0,05

(indiquées en gras)

Annexe 3. Analyse univariée de la survie globale selon I’expression de PD-L1, le
statut CD8+TIL et CD8+TIL/ PD-L1 des 51 patients traités par immunothérapie.
CDS8'TIL - /PD-L1- (groupe -/-), CD8'TIL - /PD-L1 + (groupe -/+), CD8'TIL+/PD-L1-

(groupe +/-) et CD8'TIL + /PD-L1 + (groupe +/+).
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