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RESUME  

 

INTRODUCTION : L’évaluation de l’expression du Programmed cell Death Ligand 1 

(PD-L1) par les cellules tumorales en immunohistochimie est devenue une étape 

nécessaire dans le traitement des cancers du poumon. Il est important de disposer 

d’un anticorps validé qui puisse détecter avec fiabilité les cellules exprimant PD-L1. 

Différents anticorps ont déjà fait l’objet d’études comparatives. Un nouvel anticorps 

(QR1, Quartett) a été comparé dans cette étude à des anticorps de référence pour 

déterminer s’il peut être utilisé à leur place. MATERIELS ET METHODES : Un Tissue 

Micro Array (TMA) a été fait à partir de 110 adénocarcinomes broncho-pulmonaires et 

a été analysé en immunohistochimie avec 4 clones différents : QR1, 22c3, Sp263 et 

E1L3N. La corrélation entre les duplicats d’échantillons a été analysée pour chaque 

clone et ensuite une corrélation et la concordance entre les clones ont été calculées. 

RESULTATS : 101 patients étaient exploitables, les duplicats pour chaque clone 

étaient fortement corrélés. La corrélation était la plus forte (r = 0,82) entre QR1 et 22c3 

et un peu moins forte avec les autres clones. 78%, 79% et 97% des cas QR1 étaient 

concordants avec 22c3 respectivement pour les seuils de <1%, 1%-49% et ≥ 50%. Les 

sensibilités et spécificités de QR1 par rapport au 22c3 étaient supérieures à 75% et à 

81% respectivement. DISCUSSION : L’analyse de l’expression de PD-L1 dans les 

adénocarcinomes pulmonaires par le clone QR1 est très fortement corrélée et 

concordante avec le principal clone de référence utilisé dans la majorité des 

laboratoires (22c3). Il peut être utilisé en remplacement de ce dernier en routine 

clinique. 
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INTRODUCTION 
 

Le cancer broncho-pulmonaire non à petites cellules (CBNPC) représente la première 

cause de décès par cancer dans le monde (1). Depuis le début des années 2000 et la 

mise en évidence de multiples altérations moléculaires, les thérapies ciblées ont été 

une révolution dans la prise en charge des patients métastatiques permettant 

d’améliorer leur pronostic (2-4).  

Ces dernières années ont vu apparaître une nouvelle approche thérapeutique ciblant 

le système immunitaire avec en particulier l’axe Programmed cell Death 1 (PD-1) / 

Programmed cell Death Ligand 1 (PD-L1)(5,6). Ces molécules jouent un rôle clé dans 

la régulation de l’activation des lymphocytes T (7) en inhibant la reconnaissance des 

cellules tumorales par ces derniers et empêchant donc la réponse immunitaire 

cytotoxique, ce qui constitue un mécanisme d’échappement tumoral au système 

immunitaire (8).  

Des inhibiteurs de points de contrôle immunitaires ont été développés soit contre PD-

1 (Nivolumab et Pembrolizumab) soit contre PD-L1 (Atezolizumab et Durvalumab) (9).  

Ces inhibiteurs ont démontré la supériorité de leur efficacité par rapport à la 

chimiothérapie de deuxième ligne après échec de la chimiothérapie à base de platine 

dans les CBNPC (10-14). Plus récemment, leur intérêt en première ligne, en 

comparaison au traitement standard à base de sels de platine a également été 

démontré pour les patients fortement expresseurs du PD-L1 ( 50%) (13). 

Initialement, à chaque drogue était associé un test immunohistochimique spécifique 

permettant d’évaluer l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales. Chaque 

anticorps possédait son propre protocole d’immunohistochimie ainsi que son propre 

protocole d’interprétation du marquage (Tableau 1) et nécessitait un automate 

d’immunohistochimie dédié ; il n’était pas possible de tester un kit commercial dédié à 

une plateforme sur une autre. Ces anticorps ont été développés pour servir de 

biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement (15-19). Actuellement, seul le 

clone 22c3 d’Agilent est défini comme un test compagnon, c’est à dire qu’il est 

obligatoire d’évaluer, sur un automate spécifique, l’expression de PD-L1 avant de 

pouvoir traiter par Pembrolizumab. Si PD-L1  50%, une immunothérapie en première 

ligne pourra être proposé et si PD-L1  1% une immunothérapie pourra être proposé 
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en seconde ligne. Pour les autres molécules anti PD-1 ou anti PD-L1, la recherche 

d’expression de PD-L1 est un test complémentaire et les critères de positivité sont 

différents mais plusieurs études ont montré que le seuil de 1% est le plus pertinent 

pour décider d’une immunothérapie (11,12,20-22). Le 22c3 étant l’anticorps utilisé 

majoritairement (23), nous l’avons utilisé comme test de référence. 

 

Drogue 

pharmaceutique 

Clone IHC Domaine de fixation 

de l’anticorps 

Plateforme  Critères de positivité 

de l’IHC 

Nivolumab  

(Bristol-Meyer-

Squibbs) 

28-8 (lapin) 

Test 

complémentaire 

Extracellulaire Link48 

Autostainer 

(Dako) 

≥1% de cellules 

tumorales positives 

Pembrolizumab 

(Merck) 

22c3 (souris) 

Test 

compagnon 

Extracellulaire Link48 

Autostainer 

(Dako) 

≥50% de cellules 

tumorales positives 

en 1ére ligne en 

monothérapie 

 

≥1% de cellules 

tumorales positives 

en 2nde ligne en 

monothérapie 

Atezolizumab 

(Genetech/Roche) 

Sp142 (lapin) 

Test 

complémentaire 

Cytoplasmique Benchmark 

Ultra 

(Ventana) 

Positivité des cellules 

tumorales et 

immunitaires 

Durvalumab 

(AstraZeneca) 

Sp263 (lapin) 

Test 

complémentaire 

Extracellulaire Benchmark 

Ultra 

(Ventana) 

≥25% de cellules 

tumorales positives 

Tableau 1 : Description des différentes drogues et leurs anticorps correspondants 

(inspiré de Tsao et al (24)) 

Plusieurs travaux ont été menés depuis pour étudier l’interopérabilité des différents 

clones (BluePrint : étude internationale, Ring en Allemagne, Pattern en France) 

(17,18,25-28), il en résulte que pour 3 clones d’anticorps (22c3, Sp263 et 28-8), les 

interprétations sont sensiblement identiques quel que soit le protocole utilisé et avec 
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une bonne concordance inter-observateur (17). Le clone Sp142 était discordant, cela 

s’expliquant par la plus grande complexité d’interprétation, en effet il faut prendre en 

compte le marquage des cellules tumorales et des cellules immunitaires rendant la 

concordance inter-observateur moins bonne (18). Ces travaux ont également montré 

qu’il était possible d’utiliser des anticorps mis au point dans le laboratoire et appelé 

Laboratory Developed Test (LDT) avec des résultats variables, certains étant 

comparables aux clones de référence tandis que d’autres étaient complètement 

discordants. 

Un contrôle qualité externe réalisé entre mars et avril 2017 sous l’égide de la société 

européenne de pathologie (23) a montré que le 22c3 était le clone le plus utilisé suivi 

par le Sp263. Le clone QR1 de Quartett, un nouveau clone récemment mis sur le 

marché, n’était utilisé que par 3 participants sur les 84. Et le clone E1L3N était utilisé 

par 9 participants. Les clones 22c3, Sp263 et QR1 sont dits CE In Vitro Diagnostic 

(IVD) c’est à dire qu’ils sont validés par l’Union Européenne pour rendre des résultats 

d’immunohistochimie à visée diagnostique. L’autre versant est représenté par les 

clones Research Use Only (RUO), tel qu’E1L3N, qui ne peuvent être utilisés que dans 

un but de développement et de recherche en laboratoire, pour lesquels il est interdit 

de rendre des résultats à visée diagnostique. Le clone E1L3N n’a donc jamais été testé 

dans des essais cliniques mais les quelques études s’y intéressant rapportent de bons 

résultats quant à son interprétation (18,29,30). 

Dans cette démarche, nous avons testé le clone QR1 (Quartett Biochemicals, Berlin, 

Allemagne, distribué par Diagomics, France) qui, à notre connaissance n’a pas encore 

été comparé aux autres clones commercialisés. Le but de cette étude étant de le 

comparer sur Tissue Micro Array (TMA) aux clones 22c3, Sp263 et E1L3N en vue 

d’une éventuelle utilisation en routine clinique. 

 

MATERIELS ET METHODES :  

Tissue Micro Array 
 

Nous avons réalisé un TMA regroupant 110 adénocarcinomes en utilisant des carottes 

de 0,6 mm de diamètre prélevées dans des territoires représentatifs de la tumeur selon 

la procédure de conception déjà décrite (30-32). 

Les tumeurs prélevées correspondaient tous des adénocarcinomes ne présentant 

aucune mutation ou translocation pour les différentes cibles thérapeutiques connues 
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(EGFR, KRAS, BRAF, ALK et ROS). Deux carottes ont été faite pour chaque tumeur. 

Des carottes de placenta ont aussi été faites pour servir de témoin externe.  

 

Immunohistochimie 
 

Quatre clones différents de PD-L1 ont été testés en immunohistochimie : QR1 

(Quartett, Allemagne), 22c3 (PharmDx, Agilent/Dako, Etats Unis), Sp263 (PharmDx, 

Roche/Ventana, Suisse), E1L3N (Cell Signaling Technology, Pays Bas). 

Le protocole d’IHC était le suivant sur la plateforme VENTANA Benchmark Ultra pour 

3 clones sur des lames blanches de 4m d’épaisseur : 

- QR1 : Dilution au 1/100. Incubation jusqu’à 72°. Révélation de l’épitope par chauffage 

à 100° dans du tampon Cell Conditioning (CC) 1 pendant 88 minutes. Incubation de 

l’anticorps pendant 32 minutes. Amplification OptiView (linker + multimère) pendant 16 

minutes. 

- Sp263 : Dilution au 1/50. Même protocole de marquage qu’E1L3N, kit de détection 

UltraView sans amplification. 

- E1L3N : Dilution au 1/200, incubation pendant 60 minutes. Révélation de l’épitope 

par chauffage à 100° dans du tampon CC1 pendant 48 minutes. Incubation de 

l’anticorps pendant 20 minutes. Amplification avec OptiView (linker + multimère) 

pendant 16 minutes. 

Le 22c3 était fait sur plateforme DAKO Autostainer Link 48 avec le protocole fourni par 

le fabricant. 

 

Score et interprétation du marquage de PD-L1 
 

Chaque carotte du TMA pour chaque anticorps a été lue par un pathologiste 

expérimenté et les carottes difficilement interprétables ont été relues par un second 

pathologiste expérimenté pour obtenir une valeur moyenne. Une valeur absolue de 

l’expression de PD-L1 par les cellules tumorales a été mesurée. Puis les valeurs ont 

été regroupées en 3 groupes :  

- <1% 

- 1%-49% 

- 50% 

Ces groupes représentent les valeurs seuils pour lesquels une immunothérapie peut 

être donnée en fonction de la molécule utilisée comme expliqué plus haut. 
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Seul le marquage membranaire était pris est compte, le marquage uniquement 

cytoplasmique tout comme l’intensité du marquage n’étaient pas pris en compte. Les 

cellules immunitaires n’ont pas été incluses dans l’évaluation ainsi que les carottes 

pour lesquelles il manquait plus de la moitié du tissu ou s’il y avait moins de 100 cellules 

tumorales. 

 

Analyses de corrélation entre carottes d’un même patient 
 

Lorsqu’elles étaient exploitables, les valeurs absolues mesurées pour les carottes d’un 

même patient (duplicats) ont été comparées entre elles pour voir si elles étaient 

corrélées et s’il n’y avait pas une grande hétérogénéité intra tumorale. Le but étant de 

valider l’utilisation du TMA pour la suite des analyses. 

 

Analyses de corrélation entre patients et entre clones 
 

La carotte avec la valeur de PD-L1 la plus élevée pour chaque patient a ensuite été 

conservée dans l’optique de voir si les valeurs absolues obtenues avec QR1 étaient 

corrélées à celles obtenues avec les autres clones pour un patient donné. 

 

Tests de concordance et Sensibilité/Spécificité 
 

Pour les tests de concordance, nous avons répartis les carottes en fonction de seuils 

de positivité en distinguant deux situations :  

- Seuil de 1%, c’est à dire combien de carottes se classent dans la même 

catégorie <1% ou  1% pour coller à ce qu’il se fait avec le Sp263 

- Seuils de 1% et 50%, c’est à dire combien de carottes se classent dans les 

catégories <1%, 1%-49% et  50% pour coller à ce qu’il se fait avec le 22c3 

Avec les résultats obtenus nous avons pu définir des valeurs de sensibilité et 

spécificité pour chaque clone. 

 

Analyses statistiques 
 

Un test multiparamétrique ANOVA a été fait pour évaluer la répartition des valeurs de 

PD-L1. Les analyses de corrélation ont été faites par calcul du coefficient de corrélation 

de Spearman. La valeur de corrélation obtenue était définie de la manière suivante :  
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 Parfaite si r = 1 

 Très forte si r > 0,8. 

 Forte si r se situe entre 0,5 et 0,8. 

 D’intensité moyenne si r se situe entre 0,2 et 0,5. 

 Faible si r se situe entre 0 et 0.2. 

 Nulle si r = 0 

Avec r correspondant au coefficient de corrélation de Spearman 

Les concordances ont été déterminées à l’aide de tableaux de contingence (figures 

supplémentaires 5-7) puis les sensibilités et spécificités ont été calculées avec un test 

de Fisher. 

Le seuil de significativité était établi à 5%. 

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel GraphPad Prism. 

 

RESULTATS 
 

Caractéristiques générales 
 

Les adénocarcinomes de 110 patients ont été inclus dans le TMA en duplicat, 

correspondant à 220 carottes par anticorps. Seules les carottes exploitables sur 

l’ensemble des TMAs ont été évaluées soit au total 175 carottes par anticorps. 

Il y avait 73% de carottes négatives pour QR1 contre 64% pour 22c3, 71% pour Sp263 

et 67% pour E1L3N. Au total, 19% des carottes étaient comprises entre 1% et 49% 

pour QR1 et entre 18% et 27% pour les autres clones. Enfin 8% des carottes étaient 

≥ 50% pour QR1 contre 9% à 11% pour les autres clones (Tableau 2). Les différences 

observées n’étaient pas statistiquement significatives (p = 0,99). 

 

 QR1 22c3  Sp263 E1L3N 

carottes négatives 127 (73%) 112 (64%) 125 (71%) 117 (67%) 

1%-49% 34 (19%) 47 (27%) 30 (18%) 39 (22%) 

≥ 50% 14 (8%) 16 (9%) 20 (11%) 19 (11%) 

Total 175 175 175 175 

Tableau 2 : Répartition des carottes après exclusion des carottes non exploitables 
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Corrélation entre les duplicats d’un même patient  (Figure 1) 
 

Il existait une forte corrélation entre les duplicats pour QR1 avec un coefficient de 

corrélation de 0,75 (IC95% : 0,64-0,83, p< 0,0001). La distribution des valeurs par 

rapport à la courbe de référence était peu dispersée avec seulement deux patients très 

peu corrélés (carotte A = 30% et 40% vs carotte B = 80%). La corrélation était 

également forte pour le 22c3 avec un coefficient de 0,79 (IC95% : 0,70-0,86) et une 

distribution très peu dispersée. La corrélation était très forte pour le Sp263 (r=0,80, 

IC95% : 0,71-0,86) bien que la distribution paraissait plus dispersée que pour les 

clones précédents. Enfin la corrélation était forte avec E1L3N (r=0,73, IC95% : 0,60-

0,82) avec une distribution dispersée également.  

 

 

 

 

 

Figure 1 : Corrélation entre les deux carottes d’un même patient pour un clone donné 

 

Les valeurs de PD-L1 étant corrélées entre elles pour chaque clone, nous avons 

conservé la carotte avec la valeur la plus élevée parmi chaque duplicat pour la suite 

des analyses. Cela correspondait à 101 carottes provenant de 101 patients. (Tableau 



10 

 

3 et courbes en figure supplémentaire) La répartition était de 66% des cas QR1 

négatifs contre 55% pour 22c3, 65% pour Sp263 et 60% pour E1L3N ; 24% des cas 

QR1 étaient compris entre 1% et 49% contre 34% de 22c3, 21% de Sp23 et 26% 

d’E1L3N. Enfin 10% des cas QR1 étaient ≥ 50% contre 11% de 22c3, 14% de Sp263 

et d’E1L3N. Les différences observées n’étaient pas statistiquement significatives (p = 

0,99) 

 

 QR1 22c3  Sp263 E1L3N 

carottes négatives 66 (66%) 56 (55%) 66 (65%) 61 (60%) 

1%-49% 25 (24%) 34 (34%) 21 (21%) 26 (26%) 

≥ 50% 10 (10%) 11 (11%) 14 (14%) 14 (14%) 

Total 101 101 101 101 

Tableau 3 : Répartition des différents cas pour chaque clone après sélection de la 

carotte avec la valeur de PD-L1 la plus élevée 

 

 

Corrélation des valeurs de PD-L1 entre chaque clone  (Figure 2) 

 
QR1 était très bien corrélé aux clones 22c3 et Sp263. La corrélation était très forte 

avec un coefficient de corrélation r de 0,82 (IC95% : 0,73-0,88) lorsque comparé avec 

le 22c3, elle était forte avec un coefficient de 0,80 (IC95% : 0,71-0,87) lorsque comparé 

au Sp263 et de 0,71 (IC95% : 0,57-0,80) lorsque comparé à E1L3N. (p< 0,0001) 

Le 22c3 était très bien corrélé au Sp263 avec un coefficient de 0,87 (corrélation très 

forte, IC95% : 0,80-0,91), la corrélation était forte avec E1L3N que ce soit pour 22c3 

ou Sp263 (r = 0,7, IC95% : 0,57-0,80). 
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Figure 2 : Corrélation des valeurs de PD-L1 entre chaque clone 

 
Concordance entre les différents clones et Sensibilité/Spécificité du test (Figure 6) 
 
Lorsque l’on classait les carottes en fonction du seuil de positivité de 1%, QR1 avait 

de très bons résultats. Il existait une concordance de 78% avec 22c3, c’est à dire que 

22 cas ne se classaient pas dans la même catégorie. La concordance était de 80% 

avec Sp263 et de 75% avec E1L3N.  

22c3 avait une très bonne concordance avec Sp263 (84% des cas se classaient dans 

la même catégorie). Les concordances avec E1L3N étaient les moins bonnes (77% 

avec 22c3 et 78% avec Sp263).  

QR1 avait une sensibilité de 75% lorsqu’il était comparé au 22c3, de 85% par rapport 

au Sp263 et de 77% par rapport à E1L3N. La spécificité était de 83% par rapport au 

22c3, de 71% par rapport au Sp263 et de 71% par rapport à E1L3N. 

En prenant 22c3 comme référence, les sensibilités variaient de 84% (E1L3N) à 95% 

(Sp263) et les spécificités variaient de 65% (QR1) à 71% (Sp263). 

Avec Sp263 comme référence, les sensibilités variaient de 79% (E1L3N) à 85% (QR1) 

et les spécificités variaient de 71% (QR1) à 91% (22c3). 

Enfin avec E1L3N en référence, les sensibilités allaient de 70% (Sp263) à 84% (QR1) 

et les spécificités allaient de 63% (QR1) à 77% (22c3). (Tableau 4, figure 3) 
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QR1 22c3 Sp263 E1L3N 

QR1 
 

79 (78%) 

Se : 75/Sp : 83 

81 (80%) 

Se : 85/SP : 71 

76 (75%) 

Se : 77/Sp : 71 

22c3 

79(78%) 

Se : 89/Sp : 65 
 

85(84%) 

Se : 95/Sp : 71 

78 (77%) 

Se : 84/Sp : 68 

Sp263 

81 (80%) 

Se : 85/Sp : 71 

85 (84%) 

Se : 80/Sp : 91 
 

79 (78%) 

Se : 79/Sp : 77 

E1L3N 

76 (75%) 

Se : 84/Sp : 63 

78 (77%) 

Se : 77/Sp : 77 

79 (78%) 

Se : 70/Sp : 66 
 

 

Tableau 4 : Répartition des cas concordants avec le seuil de 1% 

Sensibilité et spécificité des différents clones (p < 0,0001) 

 

 

 

Figure 3 : Exemples de carottes négatives pour PD-L1 (grandissement 10x) 

 

Avec le seuil de positivité de 1%-49%, QR1 montrait de bons résultats. Les résultats 

comparés à 22c3 étaient concordants dans 79% des cas, dans 78% des cas lorsque 

comparés au Sp263 et concordants dans 74% des cas quand ils étaient comparés à 
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E1L3N.  

22c3 était concordant avec Sp263 dans 81% des cas et dans 77% des cas avec 

E1L3N. Sp263 et E1L3N étaient concordants dans 81% des cas. 

QR1 avait une sensibilité variant de 79% (22c3) à 88% (Sp264) tandis que la spécificité 

variait de 54% (Sp263) à 81% (22c3).  

En prenant 22c3 comme référence, les sensibilités variaient de 88% (E1L3N) à 94% 

(Sp263) et les spécificités allaient de 55% (E1L3N) à 57% (QR1 et Sp263). 

Avec Sp263 en référence, les sensibilités variaient de 81% (22c3) à 85% (E1L3N) et 

les spécificités allaient de 63% (QR1) à 83% (22c3). 

Avec E1L3N en référence, les sensibilités allaient de 80% (22c3) à 90% (Sp263) et les 

spécificités variaient de 52% (QR1) à 69% (22c3) (Tableau 5, figure 4) 

 

 

 

 

 

 

QR1 22c3 Sp263 E1L3N 

QR1 
 

80 (79%) 

Se : 79/Sp : 81 

79 (78%) 

Se : 88/Sp : 54 

75 (74%) 

Se : 81/Sp : 56 

22c3 

80 (79%) 

Se : 92/Sp : 57 
 

82(81%) 

Se : 94/Sp : 57 

78 (77%) 

Se : 88/Sp : 55 

Sp263 

79 (78%) 

Se : 83/Sp : 63 

82 (81%) 

Se : 81/Sp : 83 
 

82 (81%) 

Se : 85/Sp : 70 

E1L3N 

75 (74%) 

Se : 83/Sp : 52 

78 (77%) 

Se : 80/Sp : 69 

82 (81%) 

Se : 90/Sp : 57 
 

 

Tableau 5 : répartition des cas concordants pour le seuil de 1%-49%. Sensibilité et 

spécificité des différents clones (p < 0,0001) 
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Figure 4 : Exemples de carottes avec expression de PD-L1 entre 1 et 49% 

(grandissement 10x) 

 

En prenant le seuil de positivité de 50%, QR1 montrait d’excellents résultats. Les 

résultats comparés à 22c3 étaient concordants dans 97% des cas, dans 96% des cas 

lorsqu’on les comparait à Sp263 et concordants dans 94% des cas lorsque comparés 

à E1L3N. 

22c3 était concordant avec Sp263 dans 93% des cas et avec E1L3N dans 96% des 

cas. Enfin Sp263 était concordant avec E1L3N dans 92% des cas.  

Les sensibilités étaient excellentes pour QR1 allant de 95% (E1L3N) à 99% (22c3), les 

spécificités étaient également excellentes variant de 82% (22c3) à 100% (Sp263). 

Avec 22c3 en référence, les sensibilités variaient de 98% (QR1 et E1L3N) à 99% 

(Sp263) tandis que les spécificités allaient de 82% (Sp263 et E1L3N) à 90% (QR1). 

En prenant Sp263 en référence, les sensibilités s’étalaient de 95% (E1L3N) à 100% 

(QR1) tandis que les spécificités allaient de 64% (22c3) à 71% (QR1 et E1L3N). 

Enfin, avec E1L3N en référence, les sensibilités allaient de 95% (Sp263) à 99% (QR1) 

tandis que les spécificités variaient de 65% (QR1) à 82% (22c3). (Tableau 6, figure 5) 
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 QR1 22c3 Sp263 E1L3N 

QR1  
98 (97%) 

Se : 99/Sp : 82 

97 (96%) 

Se : 96/Sp : 100 

95 (94%) 

Se : 95/Sp : 90 

22c3 
98 (97%) 

Se : 98/Sp : 90 
 

94 (93%) 

Se : 99/Sp : 82 

97 (96%) 

Se : 98/Sp : 82 

Sp263 
97 (96%) 

Se : 100/Sp : 71 

94 (93%) 

Se : 98/Sp : 64 
 

93 (92%) 

Se : 95/Sp : 71 

E1L3N 
95 (94%) 

Se : 95/Sp : 65 

97 (96%) 

Se : 98/Sp : 82 

93 (92%) 

Se : 95/Sp : 71 
 

 

Tableau 6 : Répartition des cas concordants avec le seuil de 50% 

Sensibilité et spécificité des différents clones (p < 0,0001) 

 

 

 

Figure 5 : Exemples de carottes avec expression de PD-L1 supérieure ou égale à 

50% (grandissement 10x) 
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Figure 6 : Exemple de carottes concordantes pour QR1 (grandissement 10x) 

En haut : cas négatif, en bas : cas positif > 50% 

 

 

 

DISCUSSION 

 

L’objet de cette étude était d’évaluer, sur TMA, la quantification de l’expression de PD-

L1 par IHC avec le clone QR1 et de le comparer à d’autres clones notamment le 22c3 

d’Agilent, qui est le seul test compagnon approuvé, dans l’évaluation de l’expression 

de PD-L1 dans les adénocarcinomes broncho-pulmonaires. 

Notre population était composée de 101 patients avec des adénocarcinomes 

pulmonaires de type sauvage.  

 

Nous avons travaillé avec différents seuils de positivité (<1%, 1%-49% et  50%), selon 

les seuils utilisés en clinique pour traiter ou non les patients, et pour être cohérent avec 

les indications de tests utilisant le clone 22c3. 

 

La répartition des différentes carottes en fonction de l’expression de PD-L1 était 

semblable entre chaque clone avec 66% des cas QR1 < 1% contre 55% (22c3), 60% 
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(E1L3N) et 65% (Sp263). Dans le groupe 1%-49%, on observait 24% des cas QR1 

contre 21% (Sp263) à 34% (22c3) de cas pour les autres clones. Enfin il y avait 10% 

de cas QR1 ≥50% contre 11% (22c3) à 14% (Sp263 et E1L3N) des autres cas Les 

différences observées n’étaient pas statistiquement significatives (p= 0,99). 

 

Cette répartition est discutée dans la littérature avec des résultats très variables. Dans 

l’étude KEYNOTE-001 Garon et al rapportait une distribution différente de la nôtre avec 

le 22c3, 28% de patients <1%, 44%% de patients entre 1% et 49% et 28% de patients 

 50% (33). Un rapport de l’institut universitaire de cardiologie et pneumologie du 

Québec est plus en accord avec notre répartition. Une étude de validation interne avec 

le 22c3 retrouvait 64% de cas < 1%, 15% de cas compris entre 1% et 49% et 21% de 

cas  50% (34). La majorité des études étant faite sur lame entière, il est normal que 

nous surestimions le nombre de cas négatifs compte tenu de cette hétérogénéité intra 

tumorale difficilement explorable sur une petite surface(35). Les études ayant travaillé 

sur TMA ou matériel biopsique rapportent des résultats plus proches des nôtres(36-

38).  

 

Les duplicats des clones sont bien corrélés  
 

Nous avons pu étudier dans un premier temps 175 carottes pour les clones QR1, 22c3, 

Sp263 et E1L3N dans le but de vérifier que les valeurs obtenues pour les duplicats 

étaient bien corrélées.  

Les carottes pour QR1 étaient bien corrélées entre elles (r =0,75). Cette corrélation 

était légèrement plus forte avec 22c3 (r = 0,79). 

Les résultats sont bons et reflètent l’hétérogénéité de l’expression de PD-L1 au sein 

d’une même tumeur (35,37,39,40). 

 

Le marquage de PD-L1 par QR1 est très bien corrélé aux autres clones  
 

QR1 était très fortement corrélé aux autres clones de référence 22c3 et Sp263. 

Comme décrit dans la littérature, les cas les moins bien corrélés dans notre étude sont 

situés dans les valeurs basses entre 0% et 5% (figures supplémentaires 2-4) et pas 

pour les valeurs supérieures à 50%(41).  

Nous avons décidé de travailler avec la valeur la plus élevée de PD-L1 obtenue pour 

chaque patient à l’image de ce qui se fait en pratique clinique. Lorsqu’un patient 
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bénéficie de plusieurs prélèvements, la décision de traiter reposera sur le prélèvement 

ayant une expression la plus importante de PD-L1. Ce principe étant lié à la notion 

d’hétérogénéité tumorale qui explique qu’un premier prélèvement puisse être négatif 

et le second supérieur à 50% autorisant une immunothérapie potentielle(42). 

D’après la littérature et le contrôle qualité externe européen(18,32,41,43), les anticorps 

22c3 et Sp263 sont les plus utilisés, et sont les mieux corrélés dans notre étude. QR1 

montre des résultats proches de ces derniers, ce qui valide sont utilisation éventuelle 

à leur place. 

 

Les résultats obtenus avec QR1 sont concordants avec les autres clones  
 

QR1 avait une bonne concordance avec les autres clones que ce soit pour le seuil de 

1%, entre 1% et 49% ou  50%. Les valeurs étant de 78%, 79% et 97% respectivement 

lorsqu’il est comparé au 22c3. Ce qui est proche des valeurs obtenues entre le 22c3 

et le Sp263. 

Cela veut dire qu’il y a peu de cas qui ne se classent pas dans la même catégorie 

thérapeutique correspondant à des faux négatifs ou faux positifs (par exemple : QR1 

= 10% et 22c3 = 0%).  

Concernant la sensibilité et spécificité de QR1, lorsqu’on le comparait au 22c3, il 

présentait une sensibilité de 75%, 79 % et 99% et une spécificité 83%, 81% et 82% 

pour les différents seuils respectivement. Les résultats des autres clones étaient 

presque identiques. 

Des études se sont intéressées à déterminer la concordance entre différents clones 

(30,37,44,45) en incluant systématiquement au moins un des 4 biomarqueurs de 

référence en plus de différents nouveaux anticorps. Les résultats sont très variables et 

selon les seuils de positivité utilisés, les concordances varient de faibles à excellentes. 

Cela montre que les travaux sur les anticorps anti PD-L1 manquent encore de 

standardisation(46) et qu’il est donc difficile de comparer une étude avec une autre en 

l’absence de valeur de référence. Dans notre étude, les discordances étaient d’environ 

20% pour les seuils <1% et entre 1% et 49%, ce qui est acceptable dans ce contexte. 

 

Peu d’études se sont intéressées à comparer l’expression de PD-L1 entre les biopsies 

et la pièce opératoire correspondante pour étayer la notion d’hétérogénéité intra 

tumorale et la pertinence des TMA. Kitazono et al ont rapporté une concordance de 
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94% en utilisant uniquement le seuil de 1% sur 79 patients mais l’anticorps utilisé était 

un clone destiné à la recherche (ProSci, Inc, USA)(40). Ilie et al rapportent eux avec 

le Sp142 (Roche/Ventana) une plus forte discordance sur 160 patients en utilisant 

différents seuils de positivité. Il y avait 46% de faux négatifs mais aucuns faux 

positifs(39). Plus récemment, Li et al ont rapportés des résultats proches des nôtres 

avec le 22c3 en comparant des carottes sur TMA avec le prélèvement chirurgical 

correspondant chez 190 patients et en utilisant les 3 seuils de positivité identiques aux 

nôtres. Sur l’ensemble des prélèvements, il y avait 18,9% de discordance, les plus 

fortes discordances s’observaient en utilisant le seuil de positivité 1%-49% tandis qu’au 

seuil 50%, le taux de discordance était le plus faible (7,5%). Les auteurs concluaient 

qu’un résultat <50% permettait d’exclure, avec une forte certitude, une 

immunothérapie par pembrolizumab en première ligne(47). 

 

L’étude de l’expression de PD-L1 sur TMA a été critiquée du fait de la petite surface 

étudiable ne permettant pas de rendre compte de l’hétérogénéité importante 

d’expression de PD-L1 au sein d’une même tumeur (16,19,32,40,41,48,49). De plus il 

est reconnu que l’expression de PD-L1 est plus importante en bordure de tumeur qui 

est rarement représentée sur une carotte de TMA(50), ce qui est notre cas avec des 

carottes faites en pleine tumeur. Une autre critique est liée au micro environnement 

peu représenté et qui joue un rôle important dans la réponse anti tumorale. Les cellules 

du micro environnement peuvent exprimer PD-L1(51,52) et représentent un marqueur 

prédictif avéré de réponse au Nivolumab. Le but de notre étude n’étant pas d’évaluer 

QR1 en tant que biomarqueur prédictif mais d’uniquement comparer le marquage entre 

clones, l’utilisation d’un TMA ne constitue pas une limite. D’autant plus que lorsque 

l’on compare les duplicats entre eux pour chaque clone, les résultats reflètent 

l’hétérogénéité intra tumorale. Une étude récente(35) rapporte que la multiplication des 

carottes pour un même patient sur TMA permet de limiter le risque de faux négatifs si 

un patient exprime réellement PD-L1. Cela explique notamment la proportion plus 

importante de cas négatifs dans notre étude que dans les études ayant travaillé sur de 

plus grande surface tissulaire. Il est intéressant de noter que l’étude allemande 

multicentrique Ring a évalué différents anticorps anti PD-L1 sur TMA mais sans utiliser 

de duplicats(41). 

 

On notait 4 patients problématiques pour lesquels il existait une différence 
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d’expression de plus de 50% entre E1L3N et les autres clones (figure 7). 

Une des raisons pouvant expliquer cette situation est qu’E1L3N étant RUO, il peut y 

avoir une instabilité de l’anticorps dépendant du lot utilisé, rendant ce clone peu fiable 

pour un diagnostic en routine.  

 

 

Figure 7 : Exemple de carottes discordantes entre E1L3N et les autres clon 
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CONCLUSION 
 

Il s’agit, à notre connaissance, de la première étude comparant l’utilisation de 

l’anticorps QR1 aux autres clones pour évaluer l’expression de PD-L1 dans les 

adénocarcinomes broncho-pulmonaires. 

Le marquage avec le clone QR1 montre des résultats comparables à ceux obtenus 

avec les clones commerciaux les plus utilisés que sont le 22c3 et le Sp263. De plus, 

c’est un anticorps CE-IVD permettant de rendre des résultats fiables contrairement aux 

anticorps RUO(19). 

Cette étude confirme, par ailleurs, les données de la littérature concernant l’utilisation 

de TMA pour la validation d’anticorps(30,35,53-55).  

Une étude française multicentrique, dans la continuité de l’étude d’Adam et al.(28) est 

en cours portant sur la comparaison entre différents clones de PD-L1 dont QR1. Nos 

résultats seront à confronter avec ceux de cette étude une fois publiée. 
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Données et figures supplémentaires :  

 

Figure supplémentaire 1 : Répartition des 101 cas en fonction du pourcentage 

d’expression de PD-L1 

 

 

Figure supplémentaire 2 : Corrélation des valeurs de PD-L1 après sélection de la 

meilleure carotte par patient pour les valeurs basses. 
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Figure supplémentaire 3 : Corrélation des valeurs de PD-L1 après sélection de la 

meilleure carotte par patient pour les valeurs basses 

 

 

 

Figure supplémentaire 4 : Corrélation des valeurs de PD-L1 après sélection de la 

meilleure carotte par patient pour les valeurs basses 
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Figure supplémentaire 5 : tableaux de contingence pour le seuil de 1% 

 

Figure supplémentaire 6 : tableau de contingence pour le seuil 1%-49% 

 

Figure supplémentaire 7 : tableaux de contingence pour le seuil de 50% 
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