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Tableau 5 : Expression de PDL-1, score TPS et CPS

Tableau 6 : Expression de CTLA-4, LAG-3, TIGIT et TIM-3, systéme H-score

Tableau 7 : Région tumorale d’expression des ICP

Tableau 8: Corrélations anatomocliniques entre l'expression des ICP et les caractéristiques au

diagnostic de la maladie
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LISTE DES ABREVIATIONS

5FU : 5-Fluoro-Uracile

ADK : Adénocarcinome

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMM : Autorisation de mise sur le marché

APAF1 : Apoptotic Peptidase-activating Factor 1

APC : Adenomatous Polyposis Coli

ARID1A : AT-rich interactive domaincontaining Protein 1A
BAX : BCL2-associated X

BRAF : V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B
CASPS : Caspase 5

CCR : Cancer colorectal

CD : Cellule dendritique

CDX2 : Caudal-Type Homebox 2

CEACAM : Molécule d'adhésion cellulaire antigene embryonnaire du cancer 1
CIMP : CpG Island Methylator Phenotype

CK20 : Cytokératine 20

CMMRD : Constitutional mismatch repair deficiency ou déficit consitutionnel du systéme MMR
CMS : Consensus molecular subgroup

CPA : Cellule présentatrice d’antigene

CPNPC : Carcinome pulmonaire non a petites cellules
CTLA-4 : Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
DFS : Disease free survival

DNAM : DNAX accessory molecule
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EGRF : Epithelial growth factor receptor

Gal-9 : Galectine-9

HES : Hématoxyline Eosine Safran.

HMGB-1 : Protéine de groupe a haute mobilité 1

HNPCC : Hereditary non-polyposis colorectal cancer

HR : Hazard ratio

ICI : Inhibiteur de point de contréle immunitaire

ICP : immune Check Point

IGFR2R : Insulin-like Growth Factor 2 Receptor

IHC : Immunohistochimie

Il : Interleukine

INCa : Institut national du cancer

KRAS : V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog (h)
LAG-3 : Gene d'activation des lymphocytes 3

LOH : Loss of heterozygosity

MGMT : Méthyl guanine Méthyl transférase

MLH : (human)MutL Homolog

MMR : Mismatch repair ou réparation des mésappariements
MS2-MS6 : Minisatellite 2 — Minisatellite 6

(h)MSH : (human)MutS Homolog

MSI : Microsatellite instability ou instabilité microsatellitaire
MSS : Microsatellite stable

MYH : Myosin Heavy Chain

NECL : Récepteurs de la nectine et des protéines de type nectine
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NGS : Next Generation Sequencing

NK : Natural Killer

NOS : Not oterweise specified

PAF : Polypose adénomateuse familiale

pb : Paire de base

PCNA : Poliferating cellular nuclear antigen

PCR : Polymerase chain reaction ou réaction de polymérisation en chaine
PD-1 : Programmed cell death-1

PD-L1 : Programmed cell death-1 ligand

PI3K (PIK3CA) : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (catalytic subunit o)
PMS?2 : Postmeiotic Segregation Increased 2

Pol E : Polymérase réplicative avec activité correctrice

PPAP : Polymerase proofreading associated polyposis syndrome
PtdSer : Phosphatidylsérine

PVR : Récepteur du virus de la polio

SCNA : Altérations du nombre de copie somatique

SG : Survie globale

SL : Syndrome de Lynch

SSP : Survie sans progression

SSR : Survie sans récidive

SWI/SNF : SWitch/Sucrose Non-Fermenting

TCR : T cell receptor

TGFBR2(3) : Transforming growth factor beta receptor 2(3)

TIF : Test immunochimique fécal
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TIGIT : Immunorécepteur des lymphocytes T avec les domaines Ig et ITIM

TIL : Tumor Infiltrating Lymphocytes

TIM-3 : Immunoglobuline des lymphocytes T et domaine mucine contenant-3
TMA : Tissu micro array

TME : Tumor microenvironment
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I/ INTRODUCTION

1 — Généralités

Entre 1990 et 2023 en France métropolitaine, le nombre de nouveaux cas de cancers a doublé, avec
une augmentation de 98 % des cancers chez I’homme et de 104 % chez la femme, toutes localisations

confondues (1).

L'évolution démographique (augmentation et vieillissement de la population) explique 78 % de

I'augmentation de I'incidence chez I’'homme et 57 % chez la femme sur la période 1990-2023 (1).

Si le nombre de nouveaux cas « tous cancers » augmente, le taux d’incidence standardisé, quant a lui,
a augmenté jusqu’en 2005 avant de diminuer, puis de se stabiliser depuis 2012 chez I’homme, alors
gu’il a augmenté de maniere continue chez la femme depuis 1990. Deux cancers en particulier
montrent une augmentation préoccupante sur la période considérée : le cancer du poumon et le cancer

du pancréas (1).

Indépendamment de ces variations, les cancers les plus fréquents restent les cancers du sein, de la

prostate, du poumon et du colon/rectum (1).

Néanmoins, la prise en charge des patients atteints de cancer s’est améliorée et on remarque une
diminution globale de la mortalité, conséquence de résultats du dépistage, de diagnostics plus
précoces et d’avancées thérapeutiques importantes augmentant les taux de rémissions complétes,

notamment parmi les cancers les plus fréquents.

2 — Le cancer colorectal

a —Epidémiologie
Le cancer colorectal, ou cancer du c6lon et du rectum (CCR), est I'un des plus fréquents en France.

En 2023, 47582 nouveaux cas ont été répertoriés. Il s’agit du troisieme cancer le plus fréquent chez les
hommes (aprés le cancer du poumon et le cancer de la prostate) et deuxieme chez les femmes, (aprés

le cancer du sein et avant le cancer du poumon) (2).
L'age médian au diagnostic est de 71 ans chez ’'homme et de 73 ans chez la femme (2).
Le taux d’incidence sur la période 2010-2023, a diminué chez I'homme (-0.5%) et augmenté chez la

femme (+0,4%) (2).
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b — Mortalité
Dans notre pays, en 2023, 17100 déces ont été répertoriés avec une prédominance masculine (53.8%).
Il sS’agit de la 2™ cause de décés par cancer chez les hommes et de la 3éme chez les femmes.

Pour les deux sexes, on note une diminution de la mortalité par an de -1.8% chez 'homme et -1.6%

chez la femme sur la période 2010-2018 (2).

Sur la période 2010-2015, les personnes diagnostiquées d’un cancer colorectal ont une survie nette
standardisée a 1 an de 84 % et a 5 ans de 63 %, toujours légerement plus élevée chez la femme que

chez I’'homme (3-4).

¢ — Facteurs de risque

Le risque de développer un CCR est défini par trois niveaux de risques : moyen, élevé et tres élevé. Par
conséquent, a chacun de ces niveaux de risques sont associées des recommandations de dépistage et

de suivi spécifiques.

e Le risque moyen est représenté par les individus de plus de 50 ans sans histoire familiale ni
antécédents personnels de cancer colorectal ou d'adénome et ne présentant pas de symptome
évocateur ni facteurs de risque particuliers. Pour ces personnes, un test immunologique fécal

(TIF) est recommandé tous les deux ans (5). En cas de positivité une coloscopie est indiquée.

e Le risque élevé est représenté par les individus ayant un antécédent personnel de cancer
colorectal ou d’'un adénome, un antécédent familial de cancer colorectal ou d’adénome de plus
de 1 cm au premier degré avant 65 ans, dont les deux parents ont été atteints d’un cancer
colorectal quel que soit I'age et les patients atteints d’une maladie inflammatoire chronique de

I'intestin étendue au moment du diagnostic ou évoluant depuis plus de 20 ans (6).

e Enfin, certaines altérations génétiques constitutionnelles peuvent favoriser la survenue d’un
cancer. Ainsi le risque tres élevé est représenté par les individus atteints de polypose
adénomateuse familiale (PAF) caractérisée par la présence de nombreux adénomes dans le
tube digestif et principalement lié a des mutations des génes APC (adenomatous polyposis coli)
ou MUTYH et le syndrome de Lynch (SL) lié a des mutations des génes MMR (MisMatch
Repair).
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3 — Aspects anatomo-pathologiques et cliniques

Sur le plan macroscopique, les CCR sont de taille et d’aspect variables, endo ou exophytiques avec
différents degrés de fibrose (7). Classiquement, ils se présentent sous la forme d’un ulcére central aux

bords roulés circonférentiels (Photo 1).
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Photo 1 : CCR, aspect macroscopique. Dr Jinru Shia et David S. Klimstra au Memorial Sloan-Kettering

Cancer Center, New York

D’un point de vue histopathologique, 90% des CCR sont des adénocarcinomes (ADK). Le caractére
déterminant est I'invasion a partir de la muqueuse vers les autres tuniques pariétales. La classification
des CCR est basée sur la formation des glandes. On distingue ainsi les tumeurs de bas grade (bien et

moyennement différenciées) et de haut grade (peu différenciées).

Bien que la plupart des cas soient diagnostiqués comme des adénocarcinomes NOS (Not Otherwise
Specified), plusieurs sous-types histopathologiques peuvent étre distingués, avec des caractéristiques

cliniques et moléculaires spécifiques.

a — Les cancers colorectaux associés au phénotype MSI

Les CCR avec instabilité microsatellitaire (MSI) présentent plutdét une différenciation mucineuse, a
cellules indépendantes, ou de type carcinome médullaire. Un stroma tumoral riche en lymphocytes

avec réaction lymphoide Crohn-like peut également étre associé. Nous allons détailler ci-dessous ces
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différents sous types ou la proportion de MSI est augmentée par rapport a 'adénocarcinome NOS et

aux autres sous-types non associés aux MSI.

Photo 2 : ADK bien différencié MSS a gauche et ADK peu différencié MSI avec lymphocytes infiltrant

la tumeur a droite, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal et Wendy L Frankel.

1 - 'adénocarcinome mucineux

Une tumeur est désignée comme adénocarcinome mucineux si > 50 % de la lésion est composée de
pools de mucine extracellulaire contenant des cellules carcinomateuses sous forme d'amas, de couches
ou de cellules tumorales individuelles, y compris des cellules en anneau (Photo 2 et 3). Il s'agit du sous-

type le plus courant, avec une prévalence allant de 5 % a 20 % (8).

Il n'y a pas de différence pronostique par rapport a I'adénocarcinome NOS (9), bien qu'il y ait une
réponse relativement faible au traitement systémique dans le contexte métastatique (10). La présence
de MSI n'a pas de valeur pronostique indépendante (11) ; par conséquent, le classement doit étre basé

sur la formation glandulaire et la maturation épithéliale.

Les carcinomes avec des zones mucineuses < 50 % sont classés comme ayant une composante

mucineuse.
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Photo 3 : Adénocarcinome mucineux, aspect macroscopique. Source : Bosman FT, Carneiro F, Hruban

RH, Theise ND (Eds.) Classification OMS des tumeurs du systéme digestif. CIRC Lyon 2010.

Photo 4 : Adénocarcinomes mucineux, aspect microscopique. A droite CCR MSI avec contingent
mucineux et nombreux lymphocytes infiltrant la tumeur. Source photo : Iris D. Nagtegaal et Wendy

L Frankel.

2 — Carcinome a cellules indépendantes en anneaux

Une tumeur est désignée comme carcinome a cellules en anneau si > 50 % des cellules tumorales
présentent une mucine intracytoplasmique proéminente, généralement avec déplacement et moulage

du noyau (Photo 4).

Ce sous-type a un faible taux de prévalence, environ 1 % (12) et une prédilection pour le célon droit. Les

tumeurs se présentent souvent a des stades avancés, mais le pronostic corrigé en fonction du stade est
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plus mauvais que celui de I'adénocarcinome NOS et du carcinome mucineux (13). Les métastases se

développent rapidement et a des emplacements multiples qui ne sont pas typiques du CCR NOS (14).

Les carcinomes avec des cellules en anneau a chevaliére dans <50 % de la tumeur sont classés comme

ayant une composante cellulaire en anneau a chevaliére.
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Photo 5 : Carcinome a cellules indépendantes en anneaux, aspect microscopique. A droite association
d’un ADK bien différencié et cellules indépendantes. Source photo : Iris D. Nagtegaal et Wendy L

Frankel.

3 — Le carcinome médullaire

Ce sous-type est caractérisé par des feuillets de cellules malignes avec des noyaux vésiculaires, des
nucléoles proéminents et un cytoplasme éosinophile abondant, présentant une infiltration importante
de lymphocytes et de polynucléaires neutrophiles (Photo 5). Il est a noter que ce type de CRC présente
un schéma immunohistochimique aberrant, avec perte de CDX2 et CK20 (15).Les marqueurs

neuroendocriniens sont négatifs en immunohistochimie.

On estime sa prévalence a 4%. Il est fréquemment associé au phénotype MSI, le plus souvent en

association avec des mutations BRAF (16), et il est associé a un mauvais pronostic (17).
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Photo 6 : Carcinome médullaire, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal.

b — Autres formes de cancers colorectaux non associés au phénotype MSI

1 - 'adénocarcinome festonné

Environ 10 a 15 % des CCR peuvent étre classés comme adénocarcinome festonné (18). Ce sous-type
présente des similitudes morphologiques avec les polypes festonnés et est caractérisé par un aspect
festonné des glandes, un faible rapport nucléo-cytoplasmique et peut s'accompagner de zones

mucineuses (Photo 6).
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Photo 7 : Adénocarcinome festonné, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal.

2 - 'adénocarcinome micro papillaire

Ce sous-type est caractérisé par des petits amas de cellules tumorales dans des espaces de stroma
imitant les vaisseaux (Photo 7). Pour définir ce sous-type, au moins 5 % de la tumeur doit présenter cet
aspect. Son incidence varie de 5 a 20% selon les séries (19-20). Ce sous-type présente un risque élevé
de métastases ganglionnaires, d’emboles lymphatiques et veineux extra-muraux et d’engainements

péri-nerveux.
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Photo 8 : Adénocarcinome micro papillaire, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal.

3 - 'adénocarcinome de type adénome

Décrit comme “adénocarcinome villeux” et “adénocarcinome pabpillaire invasif” (21-22), ce sous-type
se défini par un adénocarcinome invasif dans lequel au moins 50% des zones invasives ont un aspect
similaire a un adénome d’architecture villeux de bas grade (Photo 8). Son incidence varie de 33 9 %. Il
peut étre difficile a diagnostiquer notamment sur biopsies. Il est associé a un taux élevé de mutation

KRAS et un pronostic favorable (23).
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Photo 9 : Adénocarcinome de type adénome, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal.

4- Le carcinome adéno-squameux

Il s’agit d’'un sous-type rare avec une incidence < 0,1% (24). Il associe les caractéristiques de
I'adénocarcinome et du carcinome épidermoide (Photo 9), similaires a celles observées ailleurs dans le

tractus digestif notamment cesophagien et gastrique.

Photo 10 : Carcinome adénosquameux, aspect microscopique. Source photo : Iris D. Nagtegaal.
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5 - Le carcinome a composantes sarcomatoides

Certains CCR sont caractérisés par une histologie partiellement indifférenciée et des aspects
sarcomatoides tels que des cellules fusiformes ou des aspects rhabdoides. Ils sont associés a un
mauvais pronostic avec des tumeurs généralement volumineuses, des cellules pléomorphes,
discohésives et un stroma myxoide. Ces secteurs indifférenciés se mélent a des secteurs glandulaires
mieux différenciés (25). D’'un point de vue moléculaire, ces tumeurs semblent présenter une
perte/coactivation des plusieurs membres de la famille de protéines SWI/SNF, notamment SMARCA4,

SMARCA?2, et/ou SMARCB], et certaines présentent des anomalies ARID1A (26).

6 - Le carcinome indifférencié

Ces tumeurs sont caractérisées par une absence d’argument morphologique et immunohistochimique

de différenciation épithéliale. lls sont trés rarement associés a un phénotype MSI.

4 — Biologie moléculaire des cancers colo-rectaux

Le CCR est un cancer avec une forte instabilité génétique dont on distingue trois types : l'instabilité

chromosomique (CIN), le phénotype hyperméthylateur (CIMP) et I'instabilité microsatellitaire (MSI).

Il existe une autre fagon de mesurer plus globalement l'instabilité génétique avec la charge
mutationnelle. On distingue ainsi des profils non hyper-mutés correspondants au CIN, hyper-mutés

correspondants au MSI et ultra-mutés correspondants au POLE muté.
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Génes mutés de maniéere
significative et récurrente

CCR ultra-muté et hyper-muté

ACVR2A (60 %)
APC (50 %)
TGFBR2 (50 %)
BRAF (45 %)
MSH3 (40 %)
MSH6 (40 %)
MYO18 (30 %)
TCF7L2 (30 %)
CASPS8 (30 %)
CDC27 (30 %)
FZD3 (30 %)
MIER3 (30 %)
TCERG1 (30 %)
MAP7 (25 %),

CCR non hyper-muté

APC (80 %),

TP53 (60 %),

KRAS (45 %),

TTN (30 %),

PIK3CA (20 %),

FBXW7 (10 %),

SMAD4 (10 %),

NRAS (10 %),

TCF7L2 (10%),

AMER1 (également connu sous les noms
de FAM123B et WTX ; 7%),

SMAD?2 (5%),

CTNNB1 (5%), ainsi que bien d'autres a
des fréquences plus basses

PTPN12 (25 %) et TP53 (20 %), ainsi que
beaucoup d'autres a des fréquences plus
basses

SCNA du bras chromosomique = Les CRC hypermutés ont beaucoup moins d'ADN SCNA que les CRC non hypermutés,
mais il n'y a aucune différence dans la configuration des bras chromosomiques
affectés :

Gains de 1q, 7p, 7q, 8p, 8q, 12q, 139, 19q, 20p, 20q
Suppressions de 1p, 4q, 5q, 8p, 14q, 15q, 17p (inclut TP53), 17q, 18p, 18q
(inclut SMAD4), 20p, 22q

Tableau 1 : Génes mutés de maniére récurrente et altérations du nombre de copies somatiques
(SCNA) du bras chromosomique dans le CCR ultramuté et hypermuté versus non hypermuté (CCR)

(27).

a — Linstabilité chromosomique

Linstabilité chromosomique est la plus fréquente des instabilités génétiques et est observée dans
environ 70-80% des CCR. Elles sont classiquement retrouvées au niveau du cdlon descendant et du

rectum et associées a des tumeurs bien différenciées.

Ce type d’instabilité est retrouvé dans la trés grande majorité des formes sporadiques, c’est-a-dire sans
disposition génétique. On la retrouve néanmoins (1-2%) dans une forme héréditaire majeures : la PAF

avec mutation du géne APC/MYH.

Tous types d’anomalies sont identifiées : aneuploidie, pertes ou gains de chromosomes, délétions,
pertes alléliques (LOH), mutations et amplifications. On estime que le taux moyen de pertes alléliques
dans le cancer du célon est de 25% et que le taux moyen de mutations est de I'ordre de 1-5/10° bases

correspondant a un profil non hyper-muté (27-28-29).
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Ces altérations génétiques interviennent successivement lors des étapes de transformation
cancéreuse. Les altérations d’APC sont pour la plupart des mutations inactivatrices, trouvées dans
environ 80 % des adénomes et des carcinomes, qui surviennent tres tot dans la séquence et semblent
initier la formation de I'adénome (27-30). Ces mutations conduisent généralement a une troncature
de la protéine APC, avec une capacité réduite a diriger la dégradation de la B-caténine, entrainant son
accumulation et provoquant une signalisation anormale via la voie WNT (31-32). Par la suite, seront
retrouvées des altérations touchant les oncogenes tels que KRAS et PIK3CA ou des génes suppresseurs

de tumeur comme TP53.

Des mutations qui inactivent ou perturbent la fonction de TP53 sont trouvées dans environ 60 % des
cancers, et cet événement mutationnel correspond souvent au stade tardif de la transition adénome-
carcinome dans les cancers sporadiques, bien qu’il survienne plus t6t dans la carcinogeneése associée

aux maladies inflammatoires de I'intestin (33) (Figure 1).
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Sporadic colon cancer

Normal mucosa

Microsatellite instability, T
Loss of KRAS mutations. DCC and DPC4 P53
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Figure 1: Etapes moléculaires de la carcinogenése des cancers colorectaux sporadiques et des
cancers colorectaux associés a la colite. Beaugerie et al NEJM, 2015. La plupart des cancers
colorectaux sporadiques résultent d’une Iésion précurseur d’'un adénome qui progresse a travers
différents stades jusqu’a devenir un carcinome. La perte de la fonction de la polypose adénomateuse
coli (APC) est considérée comme la premiére étape qui ouvre la voie a d’autres altérations
moléculaires, les mutations TP53 étant a l'origine des étapes ultérieures de la carcinogenése. Dans
le cancer associé a la colite, une lésion précurseur dysplasique apparait dans la muqueuse colique et
évolue vers différents grades de dysplasie. Bien que les mémes altérations moléculaires se produisent
dans le cancer associé a la colite, le moment et la séquence des événements différent souvent. Par
exemple, des mutations dans TP53 ou une perte de la fonction p53 sont observées précocement, alors

que la perte de la fonction APC est un événement tardif et moins courant.

b — Linstabilité épigénétique

Le phénotype hyperméthylateur, CIMP (CpG Island Methylator Phenotype), s’'observe dans environ 20%
des CCR et est décrit classiquement dans le colon droit, bien que possible également dans le cblon

gauche (34). Cette voie de transformation génétique est caractérisée d’un point de vue anatomo-
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pathologique, par les Iésions festonnées. Elle s'observe essentiellement dans les cancers sporadiques

liés au vieillissement et il n'a y a pas a ce jour été clairement identifié de forme héréditaire.

Les anomalies génétiques rencontrées a l'origine de l'initiation du phénomene de cancérogenése sont
une association de deux anomalies couplées. La premiére est une mutation d’un des génes de la voie

MAPK (BRAF ou KRAS) associée a un phénotype méthylateur de faible ou de haut degré (Figure 2).

Dans le colon droit, la Iésion précancéreuse est 'adénome festonnée sessile et les anomalies
génétiques qui initient ce processus de transformation sont I'association d’une mutation du gene BRAF
et d’un phénotype méthylateur important observé dans 90%, atteignant des génes suppresseurs de
tumeurs tels que P16, TP53 et le promoteur du géne MLH1 conduisant a une instabilité microsatellitaire

sporadique.

Dans le c6lon gauche, la |ésion précancéreuse est un adénome festonné traditionnel et la mutation du
gene de la voie MAPK est le gene KRAS associé a un phénotype méthylateur dans une moindre

proportion (50%) atteignant des genes suppresseurs de tumeurs différents comme MGMT (35).

Epithélium normal Lésions festonnées Cancer

Mutation BRAF . .
Phénotype méthylateur : 90%

Méthylation p16

Méthylation MLH1 4
Mutation TP53

WNT/PIK3CA

Mutation KRAS Phénotype méthylateur : 50%

Méthylation d’autres génes (MGMT)

Figure 2 : Les séquences polypes festonnés/adénocarcinome. Sources photos : Rish K Pai, Christophe

Rosty, Iris D. Nagtegaal. Who classification of tumours.

¢ — Les cancers ultra-mutés

Ces cancers présentent un nombre de mutations trés importantes (>40/Mb). Il a récemment été
identifié, une mutation du gene PolE (Polymérase réplicative avec activité correctrice) a l'origine de
cette charge mutationnelle trés importante (36). Outre sa fonction de réplication de 'ADN, elle posséde

une fonction de correction immédiate des mutations survenant au cours de la réplication. Les cancers
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ultra-mutés sont rares (1-2% des CCR) et sont associés a une sensibilité importante a 'immunothérapie.
Ce profil est retrouvé dans des formes sporadiques et il a été identifié une forme héréditaire secondaire
a une mutation constitutionnelle du gene PolE, la polypose associée aux polymérase correctrices
(PPAP) (37). 1l s’agit d’'une maladie autosomique dominante rare, prédisposant aux polypes
adénomateux, aux CCR, aux tumeurs de I'endométre et a d'autres tumeurs malignes avec un taux de

mutations accru.

d — Uinstabilité microsatellitaire

Linstabilité microsatellitaire résulte de I'inactivation des genes du systeme MMR, entrainant un taux
de mutations trés élevées (>10/10° bases) et correspond donc a un profil tumoral hyper-muté. Les
tumeurs MSI intéressent 15% des cancers colorectaux et sont classiquement localisées au colon
ascendant et associées a une histologie peu différenciée et une stroma réaction lymphocytaire du fait
du caractere tres antigénique de ces mutations. L'instabilité microsatellitaire s‘observe essentiellement
dans des formes sporadiques (15%) et dans une plus faible proportion des formes héréditaires, ou il

est le marqueur somatique du SL (2-3%).

Lors de la séquence de transformation des tumeurs MSI, I'événement génétique le plus précoce est
une mutation sur un des genes du systeme MMR, puis successivement interviendront d’autres
altérations génétiques comme la mutation de la B-caténine, de la voie du TGF (Transforming Growth
Factor) ou d’autres genes sensiblement différents de ceux retrouvés dans la voie classique de
transformation tumorale (Figure 3). Ces genes interviennent en effet plus particulierement dans la

réparation de I’ADN, I'apoptose et le cycle cellulaire.

[ Epithélium normal Adénome bas grade Adénome haut grade Adénocarcinome ]

Mutation B-caténine — TGFBRII
IGF2R
Caspase 5

Réparation ADN
Apoptose

Bax Cycle cellulaire
Tcf-4

Initiation

BRAF

Figure 3 : Séquence de la transformation des tumeurs MSI adénome/adénocarcinome. Sources

photos : Iris D. Nagtegaal et Sigurd Lax. Who classification of tumours.
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Plus précisément les microsatellites, consistent en 1 a 6 séquences nucléotidiques répétées. Ces
répétitions constituent environ 3 % du génome et peuvent étre trouvées dans des régions codantes et
non codantes (38-39). Les microsatellites sont particulierement sujets aux erreurs de mésappariement
en raison du glissement de I'ADN polymérase lors de la réplication et de la réparation de I'ADN,

entrainant l'insertion/délétion (indels) d'une ou plusieurs unités répétitives (40-41).

Lorsqu’une erreur est commise par I’ADN polymérase, un nucléotide incorrect est incorporé dans le
brin d’ADN synthétisé, en face du brin de matrice. Cette erreur est alors responsable d’un
mésappariement, c’est-a-dire la présence en vis-a-vis dans la double hélice de deux bases non

complémentaires.

Le systeme MMR, chargé de corriger les erreurs de mésappariement lors de la réplication, implique les
hétérodimeres hMutS et hMutL. Le complexe hMutS comprend une protéine MSH2 et I'une des
protéines secondaires, MSH6 ou MSH3, et assure la reconnaissance des nucléotides mal appariés et
des petits indels. Ensuite, les hétérodimeres hMutL constitués de la protéine MLH1 et de 'une des
protéines secondaires PMS2, PMS1 ou MLH3 sont recrutés pour -catalyser l'excision des

mésappariements et la resynthése de séquences d’ADN sans erreur (42-43) (Figure 4).
Le systeme MMR fonctionne en plusieurs étapes :

e Le complexe MutS reconnait le mésappariement de paires de bases de petite taille (1 ou 2

nucléotides) et crée une pince coulissante autour de ’ADN.
e Ce complexe est ensuite lié avec le complexe MutL.

e MutlL va interagir avec la protéine PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen) et une
exonucléase-1 ; PCNA est une protéine en anneau, de la famille des clamps glissants, qui va
faciliter le cheminement de I'exonucléase sur le brin d’ADN ; cette nucléase va exciser les

nucléotides jusqu’au mésappariement.

e Le complexe d’élimination de la séquence pathologique va alors étre détaché du brin d’ADN et

une ADN-polymérase va reprendre la synthése.

e Le nouveau fragment va étre scellé au brin en cours de synthese par 'ADN ligase-1.
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Figure 4 : Mécanisme de réparation des mésappariements (44).

Le mangue de fonction des protéines MMR (principalement MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6), entraine
une possibilité accrue de mutations génétiques, de développement d'un phénotype MSI et de
transformation maligne. En raison de la redondance fonctionnelle partielle des protéines secondaires,
la perte isolée de ces protéines est associée a un risque plus faible de développement de tumeurs

malignes et de phénotype MSI (45).

Outre les CCR, le phénotype MSI est une caractéristique de divers types de cancer, notamment

endométrial (15-33%), gastrique (9-22%) et urothélial (46-47-48-49-50).

Nous lI'avons vu plus haut, il existe un chevauchement entre MSI et CIMP. L'hyperméthylation du
promoteur de MLH1 entraine une perte d’expression de MLH1 et par conséquent une inactivation de
la réparation des mésappariements de 'ADN. Ces tumeurs ont ainsi un phénotype méthylateur des
flots CpG avec des nombreux autres genes inhibés par ce méme mécanisme. Ce chevauchement

s‘observe essentiellement dans les cancers sporadiques.
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En revanche dans le cadre du SL, il existe une mutation monoallélique germinale d’'un des génes du
systeme MMR. Il s'agit donc d’'une maladie héréditaire a transmission autosomique dominante
prédisposant aux tumeurs MSI. On parle également de syndrome HNPCC (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer). Les mutations de MLH1 et MSH2 représentent environ 90% des mutations alors que
les mutations de MSH6 représentent 7 a 10% et les mutations de PMS2 moins de 5%. On distingue
deux spectres dans le SL. Le spectre étroit avec les CCR, les tumeurs de 'endomeétre, de I'intestin gréle
et des voies urinaires. Le spectre large englobe en plus les cancers de l'ovaire, les glioblastomes, les

tumeurs sébacées et les cholangiocarcinomes et les adénocarcinomes gastriques.

e — Classification moléculaire consensus des CCR

La classification moléculaire consensus des cancers colorectaux synthétise I'ensemble des
classifications moléculaire et intégre la totalité des anomalies observées dans les CCR qu’elles soient
d’origine génétique ou issues de données d’expression des génes du transcriptome ou de dérégulation

des principales voies d'oncogenése (29).
On distingue 4 sous-groupes CMS (Consensus Molecular Subgroup) (51-52):

e Le CMSI1 dit « immun » regroupe les tumeurs MSI, avec hyper mutabilité, hyperméthylation,
mutation du gene BRAF et d’un point de vue transcriptomique est associé a une signature
immune. Ces tumeurs sont associées a un bon pronostic en I'absence de récidive mais il a été

démontré que les tumeurs MSI étaient associées a un mauvais pronostic aprés rechute.

e Le CMS2 est le sous-groupe le plus fréquent, il est dit « canonique » puisque qu’on y retrouve
les mutations classiques d’activation de la voie WNT, les mutations APC, KRAS... Il constitue le

sous-groupe avec la meilleure survie globale.

e Le CMS3 dit « métabolique » dans lequel on retrouve les mutations KRAS, des tumeurs avec
une forte instabilité chromosomique mais dont I'analyse d’expression des genes a montré une

forte dérégulation métabolique.

e Le CMS4, dit « mésenchymateux » dans lequel on retrouve l'activation de la voie TGFB, des
processus d'angiogenese, d’'inflammation et de transition épithélio-mésenchymateuse. C’est

le sous-groupe avec le plus mauvais pronostic avant et aprées rechute.
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The Cancer Genome Atlas (2013)

Hypermutated (13%)
dMMR, MSI, MLH1-sil, CIMP-high,
BRAF-mut, SCNA-low

Ultramutated (3%)
C-to-A transversions, POLE or POLD1
proofreading mutations

Chromosomal Instability CIN (84%)
SCNA-high, MSS,
WNT-pathway deregulation

Consensus Molecular Subtypes (2015)

CMS1: MSI-immune (14%)
Hypermutated, dMMR, MSI, MLH1-sil,
CIMP-high, BRAF-mut, immune infiltration

CMS2: Canonical (37%)
SCNA-high, WNT and MYC activation

CMS3: Metabolic (13%)
SCNA-low, CIMP-low, KRAS-mut, metabolic
deregulation, epithelial signature

CMS4: Mesenchymal (23%)
SCNA-high, stromal infiltration, TGF8
activation, EMT, C’, angiogenesis, matrix
remodelling

Mixed Features (13%)
Transition phenotype /
Intratumoural heterogeneity

Figure 5 : Classifications génomiques et transcriptomiques des cancers colorectaux (53).

5 - Méthodes de détection du phénotype MSI

Des études récentes ont montré que la recherche du statut MMR était, outre |'orientation vers une
consultation d’oncogénétique, un facteur prédictif de la réponse a certaines immunothérapies dans

toutes les tumeurs solides (54). De plus, il a aussi été démontré qu’il a un impact sur le pronostic et la

chimiosensibilité de certains cancers, pouvant donc influencer les choix thérapeutiques (55).

Dans le cadre du CCR, il est recommandé d’évaluer systématiquement de statut MMR tumoral, dés le

diagnostic, quels que soient le stade, I'dge et le contexte personnel et familial du patient.

Les recommandations de la détermination du statut MMR tumoral au sein des tumeurs du spectre du

SL (INCa, 2016) comprennent :

e L'étude de I'expression des protéines MMR en immunohistochimie (IHC)

e Et/oul'examen de marqueurs microsatellitaires sur ADN tumoral en biologie moléculaire

e Voire la recherche d’'une hyperméthylation du promoteur du géne MLH1 et la recherche de

mutation BRAF pour différencier les formes sporadiques du syndrome de Lynch.
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a — Etude immunohistochimique

L'étude de I'expression des protéines MMR en IHC est réalisée sur du matériel tissulaire fixé et inclus
en paraffine. Il peut s’agir de biopsies ou de piéces opératoires en privilégiant dans tous les cas, si
possible, I'échantillon offrant la meilleure cellularité et avant tout traitement néoadjuvant ou

d’induction (56).

La détermination du statut MMR-IHC repose sur l'utilisation de quatre anticorps dirigés contre les

quatre protéines MMR : MLH1, PMS2, MSH2 et MSH6.

Il existe 4 profils d’expression possibles des protéines MMR, avec 6 combinaisons possibles de perte

d’expression des protéines MMR et donc de tumeurs dMMR-IHC :
e Expression normale des 4 protéines (pMMR-IHC).
e Expression anormale de protéines MMR :
e Perte d’expression conjointe de MLH1 et de PMS2.
e Perte d’expression conjointe de MSH6 et de MSH2.
e Perte d’expression isolée de PMS2.
e Perte d’expression isolée de MSH6.
e Perte d’expression clonale de protéines MMR.
e Perte d’expression complexe (autres que celles décrites ci-dessus).
e Expression équivoque (indéterminée ou douteuse).
e Non interprétable.

On parle alors de phénotype dMMR (MMR déficient) en cas de perte d’une protéine MMR en IHC et

de phénotype pMMR (MMR proficient) en cas d’expression normale des quatre protéines MMR.
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Photo 11 : Un exemple d’immunomarquage dMMR (source photo : Wendy L Frankel) : MLH1 conservé
(marquage nucléaire) (A), MSH2 perdu (B), MSH6 perdu (C) et PMS2 conservé (marquage nucléaire)

(D), témoins internes positifs pour les quatre marqueurs (57).
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Photo 12 : Quatre exemples d’immunomarquages MMR particuliers (source photo : Wendy L
Frankel). La coloration inégale de MLH1 doit étre interprétée comme intacte dans ce cancer stable
aux microsatellites. L'expression cytoplasmique de MSH2 sans coloration nucléaire doit étre
interprétée comme une perte d'expression. Une expression faible et inégale de MSH6 (en haut a
droite) dans le cancer rectal aprés un traitement néoadjuvant doit étre interprétée comme intacte ;
aucune mutation germinale MSH6 identifiée. Un schéma hétérogene de coloration pour MSH6 (en
bas a droite), présent dans une zone et perdu dans une autre, avec un excellent contréle interne dans

les deux, doit étre interprété comme intact ; aucune mutation germinale MSH6 dans aucune des deux

zones.

Il est indispensable de s’assurer de la présence de témoins internes positifs a savoir le stroma et les
éléments lymphoides ; une absence de marquage traduit alors le plus souvent un défaut technique.
Autre point, la comparaison de l'intensité d’expression entre les éléments tumoraux et sains intervient
également dans l'interprétation. Lexpression doit en effet étre plus intense et diffuse sur les éléments
tumoraux. Une diminution marquée dans les cellules tumorales par rapport aux cellules saines, traduit
une expression équivoque et ne permet pas de conclure sans analyse en biologie moléculaire.
Cependant une perte totale d’expression MMR dans le tissu tumoral et le tissu sain est possible dans
de tres rares cas de syndrome MMR déficient constitutionnel ou CMMRD (constitutional mismatch

repair deficiency syndrome) avec mutation biallélique d’un géne MMR.
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Figure 6 : Outil décisionnel pour l'interprétation des immunomarquages des protéines MMR dans
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internes

anormal, ou
probleme
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les tumeurs (Sari et al., 2019).

Il est recommandé de confirmer toutes les pertes d’expression de protéines MMR, quel que soit le
profil d’expression, ainsi que les immunomarquages complexes, équivoques (douteux) et non
interprétables, par la recherche d’une instabilité microsatellitaire en biologie moléculaire, adaptée au

type tumoral.

Une consultation d’'oncogénétique est recommandée en cas de perte d’expression combinée de MSH2
et MSH6 ou de perte d’expression isolée de MSH6 ou de PMS2. En revanche, comme nous l'avons vu
précédemment, la détection de la perte d'expression de MLH1 n’étant pas spécifique, il est
recommandé de réaliser une analyse complémentaire en biologie moléculaire a la recherche
notamment d’une hyperméthylation du promoteur de MLH1, ou d’une association avec une mutation

BRAF, avant d’orienter le patient vers une consultation d’'oncogénétique.

b — Etude en biologie moléculaire

La recherche MSI en biologie moléculaire est réalisée a partir d’'un échantillon d’ADN extrait a partir de
la tumeur, selon les recommandations, avec le panel NCI ou Pentaplex (BAT25, BAT26, NR21, NR22 ou

NR27/Mono-27, NR24).
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Le seuil de 2 marqueurs instables sur 5 pour définir une tumeur comme MSI permet d’obtenir avec le
NCI-Pentaplex une sensibilité optimale. En cas de 2 marqueurs instables sur 5, il est recommandé de
réaliser une analyse comparative avec de I'ADN de tissu sain pour déterminer s’il s’agit d'un profil
d’instabilité microsatellitaire ou d’un profil lié a un polymorphisme. En I'absence de tissu sain pour
analyse comparative, un résultat avec seulement 2 marqueurs instables n‘est pas interprétable et
nécessite une confrontation aux résultats d'immunohistochimie. Il est alors recommandé d’appliquer

le seuil de 3 marqueurs instables sur 5 pour définir une tumeur comme MSI (Figure 7).
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Figure 7 : Electrophorégramme présentant une tumeur instable sur les 5 marqueurs.

En cas de contexte clinique évocateur d’un SL, une absence d’instabilité microsatellitaire n’élimine pas
complétement la possibilité d’un SL, méme aprés comparaison avec un tissu sain et il conviendra alors

de confronter ces résultats avec ceux de I'lHC.

Enfin comme évoqué plus haut, en cas de contexte évocateur d’un SL, il est actuellement recommandé
de rechercher une hyperméthylation du promoteur de MLH1 ainsi qu’une mutation BRAF. Il ne faut pas

oublier que ces deux aspects n‘ont pas de spécificité absolue permettant d'exclure un SL.
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Figure 8 : Indication de consultation oncogénétique dans les CCR en fonction des résultats des tests
somatiques. A noter que des résultats discordants doivent faire discuter la réalisation de nouveaux

tests et faire I'objet d’une discussion en centre expert en cas de persistance.

6 — Impact pronostic et thérapeutigue du statut MSI sur les cancers colorectaux

Comme nous l'avons vu précédemment, outre le diagnostic du SL et I'inscription de ces patients dans
des programmes de dépistages spécifiques, la détermination du statut MSI est importante et
obligatoire a tous les stades en raison de son impact pronostique et théranostique notamment depuis

I’émergence des ICI (inhibiteurs des points de contréle immunitaire).

a — Impact pronostic

L'impact pronostique differe selon le stade du CCR notamment son caractére localisé ou métastatique.

Dans les stades localisés les CCR MSI sont de meilleurs pronostics par rapport aux CCR MSS.

Le statut MSI est ainsi le seul facteur moléculaire a prendre en compte chez les patients atteints d’un
CCR localisé de stade Il réséqué, avant d’initier un traitement adjuvant. En effet, un taux de récidive
inférieur a 10 % a 10 ans rapporté chez ces patients dans une premiere publication en 2004 a été

confirmé dans des séries plus larges d'essais randomisés, comme |'essai QUASAR (58-59).

Plusieurs publications ont remis en question le meilleur pronostic associé aux MSI chez les patients de
stade lll, et il est désormais clairement limité aux patients présentant un CCR de stade Il a faible risque

tel que défini par le consortium IDEA (T1-3 N1) (60). La méta-analyse du groupe ACCENT confirme que
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les patients avec des tumeurs dMMR/MSI traités par chirurgie seule ont un avantage en SSR et en SG

plus important pour les tumeurs de stades Il que celles de stade Il (61).

TTR 0s
5-yr recurrence-free rate HR 95% ClI P 5-yr survival rate HR 95% ClI -]
Treatment dMMR pMMR dMMR pMMR
Stage Il

Surgery alone (n=307) 89% T4% 0.27 0.10 -0.75 012 90% 78% 0.27 0.10 - 0.74 01
5FU-mrx (n=1155) 88% 83% 0.81 0.55-1.19 .285 88% 87% 0.87 0.61-1.26 469
Stage llI

Surgery alone (n=264) 60% 47% 0.59 0.28-1.23 162 59% 54% 0.69 0.35 - 1.36 .283
5FU-mrx (n=2723) 72% 64% 0.80 0.66 - 0.97 025 7% 1% 0.79 0.65 - 0.97 023

Tableau 2 : résultats de la méta-analyse ACCENT.

Chez les patients de stade lll récidivants aprés une chimiothérapie adjuvante, le phénotype MSI/dMMR
était associé a une meilleure survie aprés récidive par rapport au MSS/pMMR. Dans ce contexte la
mutation BRAF V600OE était un facteur de mauvais pronostic pour les patients MSI/dMMR et
MSS/pMMR (62).
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Figure 9 : Survie aprés récidive chez les patients atteints d'un cancer du célon réséqué de stade Il

selon le statut mutationnel MMR et BRAF (62).

L'avantage que confere le statut dMMR/MSI diminue donc selon I'avancée de la maladie et semble
méme s’inverser au stade métastatique avec une diminution de la survie sans progression et de la

survie globale chez les patients présentant une tumeur dMMR/MSI, comparés aux tumeurs
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PMMR/MSS (63). Ces résultats sont a mettre en relation avec le statut BRAF car les mutations de BRAF
V600E sont de trés mauvais pronostic au stade métastatique. Les tumeurs MSI présentent plus
fréquemment la mutation BRAF V600E que les tumeurs MSS (respectivement 20 a 70 % et 5 a 10 %).
Ainsi, le mauvais pronostic observé chez les patients atteints de CCR métastatique MSI est en partie lié

a l'impact négatif de la mutation BRAF V60OE.
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Figure 10 : Courbe de survie globale en fonction des statuts MSI et BRAF (63).

b — Réponse a la chimiothérapie

Il a été suggéré qu’un traitement adjuvant par 5-fluorouracile (5-FU) pourrait étre inefficace voire
délétere chez les patients atteints de CCR MSI de stade Il (64). On retrouve cette absence d’efficacité
de la chimiothérapie adjuvante par 5-FU seul dans les stades I, dans la méta-analyse du groupe ACCENT
(60) qui n'était cependant pas délétére par rapport a la chirurgie seule. Cette chimiorésistance,
s’ajoutant au bon pronostic des CCR dMMR/MSI de stade I, confirme I'absence d’indication a une
chimiothérapie adjuvante par 5FU dans ce cas, exception faite des tumeurs infiltrant les organes de

voisinage T4b ou comprenant des facteurs de mauvais pronostic histologique.

Dans le CRC MSI de stade lll, I'étude rétrospective menée par Tougeron et al. a montré que I'ajout
d'Oxaliplatine au 5FU pourrait restaurer |'efficacité de la chimiothérapie adjuvante, avec un bénéfice

sur la survie sans récidive (64). La méta-analyse ACCENT a confirmé les résultats de I'essai MOSAIC
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selon lesquels I'association d’Oxaliplatine au 5FU améliore la SSR et la SG dans les CCR MSI de stade .

Il est a noter qu’aucun effet néfaste significatif du traitement néoadjuvant par 5FU n’a été observé.

Le CCR MSI métastatique traité par chimiothérapie standard présente un pronostic plus péjoratif que
celui du CCR MSS métastatique avec une survie sans progression plus courte (63). De plus aucune
amélioration de la SSP n'a été constatée quel que soit la chimiothérapie (5-fluorouracile seul ou en
association avec I'lrinotécan ou I'Oxaliplatine), ou les thérapies anti-angiogéniques ou ciblant I'EGFR

pouvant étre en lien, la aussi, avec un statut BRAF qui majore la chimiorésistance (66).

¢ — Réponse a I'immunothérapie

Comme nous l'avons vu précédemment, les tumeurs MSI accumulent de nombreuses mutations
entrainant la synthése de multiples néoantigénes aberrants, conséquence du décalage du cadre de
lecture. Ces néoantigenes retrouvés a la surface des cellules tumorales sont responsables du caractére
immunogene des CCR MSI par rapport aux CCR MSS, avec une potentielle réaction immunitaire
antitumorale. Ce point est a l'origine des particularités anatomopathologiques de certains CCR MSI
renfermant un dense infiltrat inflammatoire lymphocytaire. Physiologiquement lactivité de ces
lymphocytes est régulée par des phénomeénes d'immuno-modulation via les « immune CheckPoint »
ou points de contrdle immunitaire (ICP) provoquant un épuisement de la réponse immunitaire, avec
une diminution de la prolifération lymphocytaire et de leur activité cytotoxique. Ce sont ces propriétés
dont vont se doter certaines cellules tumorales afin de contrecarrer lactivité immunitaire

antitumorale.

Ces derniéres années, le traitement des cancers par immunothérapie s’est largement étendu en
oncologie. Ces thérapies permettent d’agir sur les interactions négatives entre le systeme immunitaire
et les cellules cancéreuses qui existent dans la plupart des cancers via l'expression des ICP de
costimulation négative. Différents traitements et mécanismes d’action ont prouvé leur efficacité dans

la prise en charge de plusieurs types de tumeurs solides.

Le pembrolizumab et le Nivolumab sont des anticorps monoclonaux qui ciblent le récepteur PD1
(programmed cell death protein-1) des lymphocytes T (LT) activés et empéchent son interaction avec
la molécule PDL1 (programmed death-ligand 1) a la surface des cellules tumorales. L'lpilimumab est
un anticorps monoclonal développé pour cibler CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4).
Il empéche la liaison de CTLA-4 a B7 et restaure ainsi la fonction de ces lymphocytes cytotoxiques

dirigés contre les cellules tumorales (67).
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De nombreuses études avec des résultats souvent positifs ont été menées :

Dans le cadre du mélanome métastatique une premiéere étude pivot publiée en 2010, comparait
I'lpilimumab seul versus Ipilimumab + vaccination (GP100) versus vaccination seule. La médiane de
survie était de 10,1 mois et 10 mois dans les deux premiers groupes et de 6,4 mois pour le dernier
groupe traité par vaccination seule (68). Par la suite les anti-PD-1 comme le Nivolumab et le
Pembrolizumab ont également montré des résultats spectaculaires en termes d’amélioration de la
survie globale et ces deux anticorps ont actuellement 'AMM en France pour les patients atteints de

mélanome métastatique, quelques soit le statut mutationnel de BRAF.

Les ICl ont également révolutionné le traitement du cancer du poumon non a petites cellules (CPNPC)
avec des essais montrant une amélioration significative de la SPP et de la SG chez des patients

métastatiques (69).

Concernant le CCR, les premiers résultats des essais étudiant les ICI, ont montré des réponses plus
modestes que celles observées dans d’autres types de cancer comme le mélanome et le CPNPC que

nous venons de voir.

La premiere étude menée est un essai de phase Il (NICHE). Elle mettait en évidence que le statut MSI
prédisait I'efficacité de I'immunothérapie dans le CCR MSI en contexte métastatique, en montrant que

les CRC MSI étaient sensibles au pembrolizumab par rapport au MSS CRC (Figure 16) (70).
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Figure 11 : Courbes de SSP (A) et de SG (B) chez les patients atteints de CCR MSI vs MSS (70).

On peut également citer I'étude de phase Il CheckMate-142, montrant l'efficacité du NIVOLUMAB
associé a I'IPILIMUMAB chez les patients atteints d’'un CCR dMMR/MSI métastatique préalablement
traité avec un contréle de la maladie chez 80% des patients avec un taux de réponse compléte de 13%.

La durée médiane de réponse n'a pas été atteinte ; 74 % des patients répondeurs avaient des réponses
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toujours en cours a la date d’analyse des données. La survie médiane sans progression et la survie
globale médiane n'ont pas été atteintes avec un suivi minimum de 24,2 mois (taux a 24 mois de 74 %

et 79 %, respectivement) (Figure 16)(71).
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Figure 12 : Courbes de SSP (PFS) et SG (0OS) essai CheckMate-142 (71).

Létude KeyNote-177 démontre l'efficacité du Pembrolizumab par rapport a une chimiothérapie
standard, en traitement de premiére ligne métastatique. Cette étude a atteint I'un de ses co-criteres
principaux avec une SSP médiane dans le groupe pembrolizumab qui était deux fois plus longue que
dans le groupe chimiothérapie standard (16,5 mois avec le pembrolizumab et 8,2 mois avec la
chimiothérapie). Les pourcentages estimés de patients vivants et sans progression a 12 mois et a 24
mois étaient respectivement de 55,3 % et 48,3 % dans le groupe pembrolizumab et 37,3 % et 18,6 %,
respectivement, dans le groupe chimiothérapie (Figure 17). Ces résultats ont conduit a une autorisation

de mise sur le marché (AMM) du pembrolizumab en traitement de premiére intention (72).
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Figure 13 : SPP chez les patients atteints d’'un CCRm MSI/dMMR, KeyNote-177 (72).

L'essai randomisé de phase Il PRODIGE 54-SAMCO évalue, chez les patients atteints de CCRm
MSI/dMMR le bénéfice de 'Avelumab (un anti-PDL-1), aprés échec d’un traitement standard en
premiere intention, par rapport aux traitements standards de deuxieme intention. Les pourcentages
estimés de patients en vie et sans progression étaient de 31,2 % (ICa 95 % : 20,1 % - 42,9 %) a 12 mois
etde 27,4% (ICa95%:16,8 % - 39,0 %) a 18 mois dans le groupe Avelumab ; les pourcentages estimés
étaient de 19,4 % (ICa 95 %, 10,6 %-30,2 %) a 12 mois et de 9,1 % (IC a 95 %, 3,2 %-18,8 %) a 18 mois
dans le groupe chimiothérapie (Figure 18). La durée de survie moyenne était également en faveur de
I’Avelumab, 12,3 mois (IC a 95 %, 8,7-15,8) dans le groupe Avelumab vs 8,1 mois (IC a 95 %, 6,2-10,0)

dans le groupe chimiothérapie aprés 36 mois de suivi (73).
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Figure 14 : Survie sans progression dans le groupe Avelumab vs chimiothérapie (73).

Enfin les premiers résultats de l'essai de phase Ill CheckMate H8W comparant ['efficacité de
I'association de Nivolumab et Ipilimumab versus chimiothérapie standard en premiere ligne du CCRm
MSI/dMMR, ont montré une amélioration significative de la SSP avec une réduction de 79% du risque

de progression ou de déces (Figure 20) (74).
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Figure 15 : SSP, Nivolumab et Ipilimumab versus chimiothérapie en L1 CCRm MSI, essai ChechMate
8HW (74).

d — Résistance a I'immunothérapie

Ces résultats favorables sont nuancés par des phénomenes de résistances primaires ou acquises aux
ICI. Ainsi, entre 12 % et 30 % des tumeurs MSI présentent une résistance primaire aux ICI (70-71) et
environ 5 a 10 % des patients présentent une maladie hyper progressive, définie comme une

progression RECIST lors de la premiére évaluation et comme une augmentation = 2 fois du taux de
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croissance tumorale (75). Chez d’autres patients, les Iésions cibles augmentent en taille, ou d'autres
Iésions peuvent méme apparaitre, avant de diminuer ultérieurement en taille. Cette réponse atypique

rare est appelée pseudo-progression (estimée a environ 4 %).

A

@ sensitive to immunotherapy
@ Resistant to immunotherapy

Figure 16 : Schémas de résistance primaire, adaptative et acquise a I'immunothérapie. (A) résistance
primaire. (B) Réponse initialement active puis désactivée par des mécanismes de résistance
adaptative. C Réponse initialement active puis nouvelle progression par sélection de clones

résistants. (D) Réponse initialement active puis résistance acquise. (76).

Dans les cas de résistance primaire, une explication peut étre une erreur initiale dans la détermination
du statut MSI en biologie moléculaire et/ou MMR en IHC, puisqu’on estime que prés de 10% des CCRm

détectés comme MSI/dMMR sont des faux positifs (77).

Dans le cancer gastro-intestinal métastatique MSI, une étude AGEO a analysé rétrospectivement
I'efficacité et I'innocuité des IClI (majoritairement par anti-PD-1) et identifié les variables cliniques
associées aux résistances primaires. 25,5% des patients ont présenté une résistance primaire. En
analyse multivariée, elle était associée a un ECOG-PS 2 2, des métastases hépatiques, des métastases

péritonéales, > 1 ligne de traitement antérieure et un age < 50 ans (78).

Certains patients peuvent présenter d'authentiques résistances secondaires aux IClI (Figure 20)
(79), aprés controle initial de la maladie. Egalement connue sous le nom d’échappement immunitaire,
cette résistance se produit lorsque les cellules cancéreuses développent des mécanismes pour éviter

ou contourner les effets des traitements. Un des mécanismes développés par les cellules cancéreuses
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que nous détaillerons par la suite est I'expression accrue des ICP tels que LAG3, TIM3 ou TIGIT,
entrainant une inactivation des lymphocytes T et contournant ainsi les effets des immunothérapies
ciblant les ICP. Les cellules cancéreuses peuvent également recruter des cellules immunosuppressives,
tels que les LTregs par l'intermédiaire de cytokines ou de facteurs de croissance, supprimant ainsi
I'activité des LT et leur activité anti-tumorale. Un autre mécanisme intervient au niveau des voies de
signalisation intracellulaire des LT avec des altérations génétiques ou épigénétiques occasionnées par
les cellules tumorales. Enfin I'hétérogénéité tumorale génétique et épigénétique, avec différentes
sous-populations de cellules tumorales pouvant avoir des sensibilités différentes aux

immunothérapies, avec une possible effet de sélection au fil du temps.

Dans le mélanome avancé, 25 a 35 % des premiers répondeurs au Pembrolizumab ont rechuté dans les
2 a 3 ans au cours du suivi (80). Dans le CPNPC, 34 a 37 % des premiers répondeurs au Nivolumab ont
rechuté au cours des 2 ans de suivi (81). Par ailleurs, il a été démontré que 30 a 50% des patients en
rechute qui ont arrété le traitement aprés une réponse clinique initiale ont de nouveau répondu au

traitement lors de la réintroduction (82).

Dans les CCRm MSI traités par ICl, plusieurs études se sont intéressées aux valeurs pronostiques (liées
aux notamment a la présence des mutations RAS/BRAF ou associées au SL), a la prédiction de la
réponse et de I'efficacité au blocage des ICP. Une étude a ainsi démontré que les mutations RAS et
BRAF n’ont pas d’impact sur le pronostic des patients traités par ICl. Le CCR associé au syndrome de

Lynch pourrait avoir une meilleure survie que le CCR sporadique (Figure 21) (83).
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Figure 17 : SSP chez les patients atteints du syndrome de Lynch versus et CRC MSI-H/dMMR
sporadique (83).

D’un point de vue transcriptomique, le séquencage de 'ARN tumorale/TME a été réalisé dans deux
cohortes de patients atteints d’'un CCRm MSI traité par ICl. Trois groupes ont été identifiés avec
différentes compositions de cellules et capacités prolifératives associés a différents pronostiques (84).
Dans le méme cadre, une autre étude a démontré que la SSP pouvait étre prédite en analysant
simplement I'état mutationnel des génes contenant des microsatellites d’ADN dans les cellules

tumorales ainsi que des marqueurs d’ARN du stroma fibreux desmoplasique liés au TGFB (85).

7 — Réponse immunitaire anti-tumorale et points de contréle immunitaire

Comme nous l'avons dit plus haut, les cancers MSI accumulent de nombreuses mutations, conduisant
a la synthése de peptides anormaux avec des néo antigénes potentiels a la surface des cellules
cancéreuses, ce qui peut déclencher une réaction immunitaire locale, avec des lymphocytes T (LT) CD4
et cytotoxiques, comme en témoigne le nombre élevé de lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL)
trouvés dans les tumeurs MSI (86). Ces lymphocytes intra tumoraux et une réaction de type Crohn sont
d’ailleurs associés a un meilleur pronostic (87) et sont caractéristiques des tumeurs MSI (88). Un
examen standardisé de la présence de lymphocytes sur le front invasif de la tumeur, utilisant
I'immunohistochimie avec des marqueurs T comme CD3 et CD8, a montré que cette caractéristique

avait un impact pronostique important (89).
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a — Mécanismes d’action

Le systeme immunitaire joue un role majeur dans la défense antitumorale.
Il fait intervenir :

e Limmunité innée représentée par un ensemble d’éléments inflammatoires constitué par les
cellules présentatrices d’antigene (CPA), les cellules dendritiques (CD), les lymphocytes Natural

Killer (NK), les monocytes, les macrophages, les polynucléaires et les mastocytes.

e Limmunité adaptative : a médiation cellulaire (Lymphocytes B (LB)) et humorale (LT CD4+, LT

CD8+, LTreg).
Trois phases séquentielles ont été décrites (90) :

e Phase d’élimination : elle correspond a I'immunosurveillance ou il existe une activation du

systeme immunitaire conduisant a une destruction des cellules tumorales.

e Phase d’équilibre : le systeme immunitaire sélectionne, entraine la génération de nouveaux
variants de cellules tumorales moins immunogéenes, capables de survivre aux attaques du

systeme immunitaire. Cependant, il permet encore un contrdle de la croissance tumorale.

e Phase d’évasion : la tumeur est alors capable de croitre sans restriction, ayant acquis des

mécanismes d’échappement.
La réponse immunitaire est ainsi possible grace a une succession d’événements (Figure 8) :
e Premiere étape : libération des antigénes capturés par les CD en périphérie.

e Deuxieme étape : présentation des antigénes aprés migration vers les organes lymphoides
secondaires. Les CPA expriment a leur surface des molécules HLA (Human Leukocyte Antigen)

de classe | et Il qui lient les peptides antigéniques.

e Troisieme étape : activation des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques. Les LT naifs
s’activent grace a 3 signaux donnés par une CPA, essentiels a leur différenciation, leur fonction

et leur survie :

e Premiersignal d’activation : le récepteur des LT spécifiques de I'antigéne (TCR) lie les complexes
antigenes peptidiques-CMH étrangers. La reconnaissance de I'antigene par les cellules T CD8+
est restreinte aux molécules HLA-I tandis que les lymphocytes T CD4+ sont_activés par les

peptides couplés aux molécules HLA-II. Une synapse immunologique se forme entre le LT et la
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CPA, ce qui permet d’induire les voies de signalisations nécessaires a l'activation, la
différenciation et la maturation du LT naif en LT effecteur. Le contact entre le LT et la CPA est

stabilisé par des molécules d'adhésion.

e Deuxieme signal: signal de costimulation appelé aussi signal danger, indépendante de
I'antigene : le récepteur CD28 présent a la surface du LT se lie aux molécules co stimulatrices
B7 (CD80 (B7-1) /CD86 (B7-2)) exprimées a la surface des CPA. En effet, ces ligands sont

associés au stress cellulaire leur permettant de différencier le « soi normal et le soi altéré ».

e Troisieme signal : signal cytokinique permettant la polarisation des LT : ces cytokines vont
participer a la différenciation des LT CD4 naifs, en LT auxiliaires (T helper ou Th). Elle sera

différente suivant les cytokines produites par la CPA qui l'active :

e 1I-2, IFN-y et TNF-B permettant une différentiation Th1 qui produisent a leur tour 1l-2, IFN-y et
TNF-B.

e |lI-4 permettant une différenciation Th2 qui produisent 1l-4, II-10 et 1I-13

e |lI-2 et TGF : LTregs exercent des fonctions immunosuppressives en sécrétant de I'lL-10 et du

TGF.

Ces signaux vont permettre l'activation des LT CD4+ qui vont eux-mémes stimuler des LT CD8+
spécifiques des antigénes tumoraux. Ces lymphocytes CD8+ vont secréter de I'INF-y cytostatique et

détruire directement les cellules tumorales.

e Quatrieme étape : migration des lymphocytes: les LT migrent dans les vaisseaux vers la

périphérie de la tumeur.
e Cinquieme étape : infiltration des lymphocytes dans la tumeur.
e Sixieme étape : fixation aux cellules de la tumeur.

e Septieme étape : destruction des cellules cancéreuses.
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Figure 18 : Réponse immunitaire antitumorale (image M. Calvez).

b — Points de contréle immunitaire

Les ICP sont des mécanismes physiologiques qui régulent 'activation des cellules immunitaires, en
particulier les LT, afin d’éviter une réponse immunitaire excessive pouvant aboutir a des

lymphoproliférations ou maladies auto-immunes.

En effet, certains récepteurs de surface des cellules immunitaires, appelés récepteurs de point de
contréle immunitaire, peuvent inhiber I'activité des lymphocytes pro-inflammatoires, aprés liaison avec

des ligands spécifiques.

Les ICP font intervenir des molécules de costimulations qui peuvent étre activatrices (stimulant la

réponse immunitaire) ou inhibitrices (supprimant la réponse immunitaire).

Les cellules tumorales peuvent exploiter ces mécanismes pour échapper a la surveillance du systeme
immunitaire en exprimant, par exemple, des niveaux élevés de molécules de costimulations
inhibitrices, tels PDL-1 qui se lient au récepteur PD-1 sur les LT, inhibant ainsi leur activité antitumorale.

Ce processus crée un environnement immunosuppresseur qui favorise ainsi la croissance tumorale.
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Ainsi, les ICl tels que les anticorps anti-PD-1, ont montré une efficacité significative notamment dans
les CCR MSI avancés ou métastatiques. Ces médicaments réactivent les LT renforcant la réponse

immunitaire antitumorale.

Cependant, tous les patients atteints de CCR MSI ne répondent pas de la méme maniére a
I'immunothérapie et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre les

mécanismes de résistance et d'identifier les biomarqueurs prédictifs de réponse.

1 - Structures et mécanismes d’action.

a—PD1/PDL1

La protéine de mort programmeée 1 (PD1 ou CD279), est une protéine de point de contréle de la famille

CD28 décrite pour la premiere fois au début des années 1990 (91).

Il s'agit d'un groupe de récepteurs exprimés par les LT suppresseurs (CD4+ et CD8+) régulés
positivement par la stimulation des antigénes et des cytokines, également exprimé par les LB, les

monocytes et les CD (92).

PDL1 (ou CD274) est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 de la famille des ligands B7. Il
joue un roéle essentiel dans la régulation de la fonction des LT dans les CD et autres cellules
présentatrices d'antigenes. Comme vu plus haut, PD-1 est exprimé par les LT activés et se lie a son
ligand, PDL-1, exprimé par les cellules tumorales. Cette interaction inhibe I'activation des LT, entrainant

une absence d'immunoréaction et méme |'apoptose des LT (93).

Il inhibe également les cellules T infiltrant les tumeurs (TIL CD4+/CD8+) et entraine une diminution des

cytokines, notamment le facteur de nécrose tumorale (TNF), I'IFN-y et I'Interleukine-2 (IL-2) (94).

La thérapie anti-PD1/PDL1 empéche la combinaison entre PD1 et PDL1, réactive efficacement les

cellules immunitaires et déclenche une réponse immunitaire antitumorale.
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Figure 19 : Inhibiteurs PD1/PDL1 dans le microenvironnement tissulaire (TME) (95).
b-CTLA4

CTLA-4 (ou CD152) est le principal atténuateur des réponses immunitaires adaptatives et la molécule
la plus importante et la plus étudiée dans ce domaine. Elle a été la premiére molécule ciblée avec

succes pour la thérapie par point de controle immunitaire (96).

CTLA-4 appartient a la famille des immunoglobulines et son fonctionnement est étroitement lié au
récepteur co-stimulateur CD28 dont I'expression constitutive englobe la grande majorité des cellules
T (97). En raison de cette homologie, CTLA-4 se lie aux mémes ligands que CD28, a savoir CD80 (B7-1)
et CD86 (B7-2) exprimés par les CPA mais avec une affinité plus élevée (98). L'interaction de CD28 avec
CD80/CD86 fournit un signal activateur essentiel pour I'activation et la prolifération des LT. En entrant

en compétition, CTLA-4 exerce une régulation négative.

Il est exprimé au niveau des LT cytotoxiques CD8+, des LT auxiliaires CD4+ mais également des LTregs.
Plus précisément, les LT CD4 + humains présentent une expression de surface CTLA-4 plus élevée et

prolongée que leurs homologues CD8 + (99).
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Figure 20 : Fonction de CTLA-4 et conséquence du blocage. (A) de maniére physiologique les LTregs
expriment CTLA-4 qui se lie au CD80 et au CD86 sur les cellules présentatrices d’antigénes (CPA avec
une dffinité plus forte que le CD28. Les ligand CD80/CD86 sont éliminés par transendocytose
empéchant ainsi la stimulation des LT via le CD28. (B) Lorsque le systéeme immunitaire est stimulé, les
CPA régulent positivement I'expression de CD80/CD86 et surmontent ainsi le contréle par les LTregs
et permettant la prolifération des LT. (C) 'abondance des Tregs dans le TME conduit a la suppression
des réponses immunitaires. (D) Les anticorps anti-CTLA-4 entrainent une déplétion ou un blocage des
LTregs conduisant a une activation augmentée des LT et des réponses immunitaires antitumorales

(100).

Alors que CTLA-4 est exprimé de maniére constitutive a la surface des LTregs, il ne devient détectable

alasurface des cellules T conventionnelles qu'apres leur activation (101). Les molécules de CTLA-4 sont
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a ce niveau présentent a I'intérieur des vésicules intracellulaires et ne sont transportées a la surface

que lors de la reconnaissance de l'antigene spécifique par le TCR.

Lorsque les CPA migrent vers les ganglions lymphatiques, elles présentent ces antigenes aux
lymphocytes T. Cette interaction déclenche des signaux qui inhibent I'activation et la prolifération des
LT. Cette modulation de la costimulation négative de CTLA-4 dans les ganglions lymphatiques peut étre

exploitée pour renforcer la réponse immunitaire antitumorale.
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Photo 13 : étude immunohistochimique avec I'anticorps anti-CTLA-4 (E2V1Z) sur un carcinome colique

(photo CellSignaling).
c—LAG3

De maniére comparable a PD-1 et CTLA-4, LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3) joue un réle
régulateur dans le systeme immunitaire entrainant une inhibition de la prolifération cellulaire, de la

fonction immunitaire, de la sécrétion de cytokines et de I'homéostasie (102).

LAG-3 est exprimé par différents sous-ensembles de LT tels que les LT CD4 T helper (Th) activés, les LT
CD8 cytotoxiques (CTL) (103). LAG-3 a également été décrit comme étant exprimé par des sous-

ensembles cellules NK.

L'expression de LAG-3 dans les cellules T est généralement considérée comme un marqueur de
progression agressive dans un large spectre de tumeurs humaines notamment le cancer colorectal

(104).
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Son expression est induite par la stimulation du TCR en associant avec le complexe TCR:CD3 au niveau
de la membrane des cellules T et régule négativement la transduction du signal TCR, qui a son tour met
fin a la prolifération cellulaire et a la sécrétion de cytokines (102). En tant qu’homologue de CD4, LAG3
partage seulement 20% de similarité en termes d’acides aminés (AA) (105). Il se compose de 4
domaines extracellulaires, nommés D1, D2, D3 et D4. D4 étant situé plus pres de la surface cellulaire
et D1 étant le plus distal. Les domaines D1 et D2 sont tous deux nécessaires et suffisants pour la liaison
de LAG3 au complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (106). Une boucle supplémentaire de 30
AA au niveau de D1 pourrait étre impliquée dans la liaison puisque des mutations ponctuelles dans
cette région peuvent I'améliorer ou la réduire, tandis que sa suppression bloque la liaison. Lors de la
liaison du ligand, LAG3 inhibe les premiéres étapes de la voie du TCR de maniére dépendante du
domaine cytoplasmique avec un motif “KIEELE” de LAG3 empéchant l'activation des facteurs de
transcription (notamment NFAT) ainsi que la production de cytokines. La maniere dont ce signal se

transmet reste largement inconnue (Figure 12).
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Figure 21 : Interactions de ligands et analogies structurelles de LAG3 et CD4.

Le blocage de LAG3 a démontré la capacité d’améliorer l'efficacité du blocage de PD-1 dans de
nombreux modele (107). Il a en effet été démontré dans différents modéles expérimentaux que LAG-3
et PD-1 sont coexprimés dans les TIL provenant de tumeurs en progression et que leur co-blocage a
des effets synergiques contre l'inactivation de la réponse immunitaire, une réponse antitumorale

accrue et prolifération accrue des LT (108).
d-TIM-3

La protéine TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) est une protéine

transmembranaire découverte au début des années 2000 (109).

TIM-3 joue un role clé dans I'immunorégulation et est retrouvé a la surface des LT helper de type 1
(Th1), puis des lymphocytes cytotoxiques, des monocytes, des macrophages, des cellules NK et des CD

(110).
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Photo 14 : Etude immunohistochimique avec I'anticorps anti-TIM-3 (D5D5R) sur un adénocarcinome

colique (photo CellSignaling).

Les membres de la famille TIM sont des glycoprotéines de surface de type | qui partagent des structures
moléculaires similaires contenant un domaine mucine, un domaine variable d'immunoglobuline
amino-terminal (V domain) avec cing cystéines non canoniques, un domaine transmembranaire et une
queue cytoplasmique (111). Une caractéristique clé est sa capacité a se lier a des ligands spécifiques,
qui activent des voies biochimiques. Ceux-ci incluent la galectine-9 (Gal-9), la molécule d'adhésion
cellulaire antigene embryonnaire du cancer 1 (CEACAM1), la phosphatidylsérine (PtdSer), la protéine

de groupe a haute mobilité 1 (HMGB-1) (112).
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Figure 22 : Structure et fonction de TIM-3 et de ses ligands.

Les LT CD8+ migrent vers les sites tumoraux pour éliminer les cellules tumorales. A mesure que les LT
CD8+ augmentent dans la tumeur on constate une augmentation de I'expression de TIM-3 dans le
microenvironnement tumoral. Comme déja évoqué, la présence de LT intra-tumoraux est en
corrélation avec une survie prolongée (113-114-115). Cependant, I'induction des ICI au cours de la
réponse des LT CD8+ aux cellules tumorales entraine un épuisement des LT CD8+ contribuant a la
progression de la tumeur (116-117-118). Les LT CD8+ infiltrant la tumeur expriment des molécules co-
inhibitrices telles que TIM-3, souvent coexprimé avec PD-1. TIM-3 et PD-1 sont désormais fortement

considérés comme des marqueurs d'épuisement des LT CD8+ dans les tumeurs (119).

Chez des patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif localement avancé, I'expression de TIM3

au niveau des TIL était associée a une mauvaise réponse a la chimiothérapie néoadjuvante (120).

Des études précliniques n‘ont montré aucune amélioration de la survie chez des souris porteuses d’un

cancer de l'ovaire apreés traitement anti-TIM3 (121).
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Un essai de phase 1b, a évalué I'innocuité et I'activité antitumorale d’un anti-PDL-1 en monothérapie
ou en association avec un anti-TIM3, chez des patients atteints de tumeurs solides MSI a un stade
avancé (essentiellement cancers colorectaux et endométriaux). Les patients présentant des tumeurs
résistantes ou réfractaires aux anti-PD-1/PDL-1 ont recu l'association, les autres patients sans
traitement préalable ont recgu soit I'association soit la monothérapie. Les deux schémas ont montré des
réponses prometteuses contre les tumeurs naives anti-PD1/PDL-1 mais des bénéfices limités chez les

patients atteints de tumeurs préalablement résistantes (122).

Une autre étude a révélé une expression accrue de TIM3 dans les carcinomes épidermoides de la téte
et du cou et que son expression était corrélée aux métastases ganglionnaires et a la récidive du cancer

sans corrélation a la survie globale (123).

D’autres études ont indiqué que TIM3 était positivement corrélé a la survie globale notamment dans
I'adénocarcinome canalaire pancréatique (124) et qu’un niveau d’expression plus élevé de TIM3 était

associé a un pronostic péjoratif dans le carcinome rénal (125).

Dans les néoplasmes neuroendocrines gastro-intestinaux, |'expression de TIM-3 était de 4,9% (4

patients sur 83) et il a été identifié une corrélation avec I'expression de PDL-1 (126).
e —TIGIT

TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) découvert en 2009, appartient a une famille

en constante expansion de protéines de type PVR (récepteur du virus de la polio) (127).

TIGIT est exprimé sur les cellules NK et les cellules T, y compris les cellules T CD4 +, les cellules T CD8 + et

les Tregs (127-128).
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Photo 15 : Etude immunohistochimique avec I'anticorps anti-TIGIT (ESY1W) sur un adénocarcinome

colique (photo CellSignaling).

I se compose d'un domaine variable d'immunoglobuline extracellulaire, d'un domaine
transmembranaire de type | et d'un court domaine intracellulaire avec un motif inhibiteur a base de
tyrosine d'immunorécepteur (ITIM) et un motif de type queue de tyrosine d'immunoglobuline

(ITT) (127-128).

TIGIT possede trois ligands, CD155, CD112 et CD113 (ces deux derniers avec une moindre affinité), qui
appartiennent tous a une famille de molécules NECL (récepteurs de la nectine et des protéines de type
nectine). Cette famille regroupe des molécules de surface cellulaire qui interviennent dans I'adhésion
cellulaire, la polarisation cellulaire et I'organisation des tissus, et plusieurs membres fonctionnent

également comme récepteurs de I'herpés et du poliovirus.
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Figure 23 : Structure et fonction de TIGIT et de ses ligands (67).

Dans un premier temps, TIGIT peut inhiber la fonction des cellules NK et donc la destruction des cellules
tumorales. En I'absence d'inhibition, les cellules NK tuent les cellules tumorales et favorisent ainsi la
libération d'antigénes tumoraux qui sont captés par les CD pour étre présentés aux cellules T. A 'étape
2, TIGIT peut supprimer les fonctions des CD en interagissant avec le CD155 exprimé sur les CD,
entrafnant une altération de 'amorcage des LT. A I'étape 3, TIGIT peut inhiber directement les fonctions
effectrices des cellules T CD8 + spécifiques de la tumeur par le biais d'un mécanisme intrinseque aux
cellules. Cela empéche la destruction des cellules tumorales, la libération de |'antigéne tumoral et
I'absorption de I'antigéne tumoral par les CD. De plus, les LTregs exprimant TIGIT sont hautement
suppressifs et peuvent supprimer la fonction des LT, des cellules NK et des DC a chaque étape du cycle

(129).

Des études chez la souris et chez I'homme ont rapporté une expression accrue de TIGIT sur les TIL. Une

régulation positive du TIGIT a été observée dans diverses tumeurs malignes, notamment le mélanome,
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le cancer du sein, le carcinome pulmonaire non a petites cellules (CPNPC), I'adénocarcinome du célon,
le cancer gastrique, la leucémie myéloide aigué (LAM) et le myélome multiple (MM) (130-131-132-133-
134-135-136-137). il a été démontré qu'un rapport TIGIT/DNAM-1 élevé sur les Tregs infiltrant la
tumeur était en corrélation avec de mauvais résultats cliniques aprés ICl ciblant PD-1 et/ou CTLA-
4 (138). Dans I'adénocarcinome pulmonaire, la surexpression de TIGIT est apparue comme un facteur

pronostic défavorable (139).

Dans les cancers solides chez les patients d'Asie de I'est, une expression élevée de TIGIT était associée
a un pronostic plus péjoratif, corrélée aux scores d’infiltration immunitaire et a l'infiltration de LT CD8
dans tous les cancers inclus. La charge mutationnelle tumorale et le statut MSI étaient également

associés a une expression du TIGIT dans divers cancers (140).

Actuellement, les anticorps anti-TIGIT ont montré peu d’efficacité en monothérapie dans les tumeurs
solides avancées. Cependant leur association avec d’autres ICl comme des anti-PD-1 a amélioré les
résultats. Dans l'essai CITYSCAPE de phase Il, l'association du Tiragolumab avec Atezolizumab a

amélioré la SSP dans les CPNPC avancés versus Atezolizumab seul en premiere ligne (141).

2 - Expressions des ICP dans les CCR.

Une étude pilote s’intéressant a I'expression immunohistochimique de PD-L1 et PD-1 sur les cellules
du carcinome colorectal et leurs TIL a montré que 5 % des carcinomes colorectaux présentaient une
expression tumorale élevée de PD-L1 et que 19 % présentaient un nombre élevé de lymphocytes
infiltrant la tumeur, positifs a PD-1. Les niveaux de PD-L1 étaient corrélés aux niveaux de PD-1 (P <
0,001), et les tumeurs dMMR/MSI présentaient des taux significativement plus élevés d'expression de
PD-L1 et de PD-1 par rapport aux tumeurs pMMR/MSS (18 % contre 2 % et 50 % contre 13 %,
respectivement ; P < 0,001 pour les deux). L'intensité de la coloration était également plus forte pour
les deux marqueurs dans les tumeurs dMMR/MSI. De plus, il a été observé que parmi les patients
atteints d'un CCR dMMR/MSI, I'expression de PD-1/PD-L1 stratifiait la survie sans récidive de maniére
interdépendante : une association entre un nombre élevé de lymphocytes positifs a PD-1 infiltrant la
tumeur et une meilleure survie sans récidive (P = 0,041) n'était maintenue que lorsque les tumeurs
avaient une faible expression de PD-L1 (P = 0,006) ; les patients dont les tumeurs avaient a la fois des
lymphocytes infiltrant la tumeur positifs a PD-1 élevés et une expression élevée de PD-L1 avaient une

survie sans récidive significativement moins bonne (P < 0,001) (142).

Dans une autre étude, la positivité de PDL-1 dans les CCR MSI a été observée dans 12.5 % des tumeurs
au niveau des cellules tumorales et 29.8 % des tumeurs au niveau des TIL. Ces tumeurs exprimant PDL-
1 étaient significativement associées a un age avancé, au sexe féminin, a une faible différenciation de
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type non mucineux, a une croissance infiltrante, au bourgeonnement tumoral, a un stade avancé, a un
phénotype méthylateur d'flot CpG élevé, a la méthylation du promoteur MLH1 et aux mutations BRAF
V60OE. Elles étaient également caractérisées par une infiltration de cellules immunitaires au sein de la
tumeur a haute densité, y compris des lymphocytes T et des macrophages, et des réactions lymphoides
péri tumorales intenses (144). |l a été également rapporté que des taux plus élevés de PD-L1, CTLA-4
et LAG-3 et de plus grande proportion de PD-1 produisant de I'INFy, au niveau des TIL dans les tumeurs
MSI par rapport aux tumeurs MSS (144). En revanche, une autre étude a montré qu’il n’y avait aucune

différence dans I'expression de LAG-3 entre les CCRm MSI et MSS (145).

Une étude s’intéressant au type d’expression de PD-1, PDL-1, TIM-3 et LAG-3, menée sur 83 patients
atteints de CCR avec 40 patients MSS et 43 patients MSI a révélé que PD-L1 était plus fréquemment
exprimé au centre de la tumeur chez les patients MSI que chez les patients atteints de MSS (18 [41,9
%] contre 3 [7,5 %], respectivement ; p < 0,001), et la méme tendance a été observée pour I'expression
de TIM-3 (30 [69,8 %] contre 19 [47,5 %], respectivement ; p = 0,047). L'expression concomitante de
deux ou plusieurs ICP était plus fréquemment observée que I'absence d'expression ou I'expression
d'une seule molécule dans les groupes MSS et MSI. Ainsi, 79,7 % des patients MSl et 7,5 % des patients
MSS ont montré une expression d'ICP au centre de la tumeur, tandis que 79,7 % des patients MSl et 55
% des patients MSS ont montré une expression a la périphérie de la tumeur. Les patients présentant
les caractéristiques génétiques du cancer MSI ont montré des niveaux d'expression d'ICP plus élevés

que ceux des patients atteints d'un cancer MSS (146).

Une étude sud-coréenne menée sur 89 patients atteints de CCR MSI les expressions de PDL-1 et LAG3
ont été observées chez 68,6 % et 13,5 % des patients respectivement, au niveau des TIL. En paralléle
I'expression de PDL-1 et CTLA-4 étaient exprimées dans les cellules tumorales de 24,7 % et 4,5 % des
patients respectivement. Aprées une médiane de suivi de 39 mois, 14 patients (15,7 %) ont connu une
récidive de la maladie. Les expressions de PDL-1 et LAG3 dans les cellules immunitaires étaient
significativement associées a une meilleure survie sans maladie et la co-expression de PDL-1 et LAG3

était associée une meilleure survie sans récidive (147).

Concernant LAG3, une revue systématique portant sur 43 études et incluant 7118 patients a montré
que l'expression de LAG3 était associée a l'infiltration des cellules immunitaires et aux génes des points
de contréles immunitaires dans tous les cancers solides et au statut MSI. Une expression plus élevée
de LAG3 était associée a une survie globale plus faible (HR = 1,10, ICa 95 % 1,01-1,19, P = 0,023) mais
sans impact significatif sur la survie sans maladie (HR = 1,41, IC a 95 % 0,96-2,07, P = 0,078), la survie
sans progression (HR =1,12, IC a 95 % 0,90-1,39, P = 0,317) ou la survie sans récidive (HR = 0,98, IC a
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95 % 0,81-1,19, P = 0,871) (148). Une étude portant sur I'expression de LAG3 dans les CCR a montré
que LAG3 était exprimé par les TIL dans 20,7 % des cas et que son expression était associée aux
métastases ganglionnaires, au stade TNM et au statut MSI. Il n‘a cependant pas été retrouvé
d’association avec le sexe, I'age, la localisation tumorale, la profondeur d’invasion et la différenciation.

Sur le plan de la survie, I'expression de LAG3 était associée a une survie globale plus longue (149).

Dans le cancer colorectal, TIGIT est significativement surexprimé et associé au phénotype MSI, a une
activité cytolytique immunitaire accrue et a une charge mutationnelle élevée (150). Une étude réalisée
en 2018, a montré que chez des patients atteints de CCR, I'expression de TIGIT était plus importante
sur les cellules NK dans les régions intra-tumorales par rapport aux régions adjacentes et que les
lymphocytes CD8 au centre de la tumeur présentaient des quantités moindres de TIGIT que ceux situés
au front d’invasion (151). Grace a une analyse en cytométrie en flux une autre étude a montré que
TIGIT était surexprimé dans le tissu tumoral par rapport aux tissus normaux adjacents. Dans les CCR
MSS, il a été démontré qu’une expression élevée de TIGIT était associée au stade TNM et a une SSP
moindre (152). Actuellement, les anticorps anti-TIGIT ont montré peu d’efficacité en monothérapie
dans les tumeurs solides avancées. Cependant leur association avec d’autres ICPi comme des anti-PD-
1 a démontré une amélioration de la survie dans certaines tumeurs mais n’a pas été encore été étudié

dans les tumeurs MSI (141).

Concernant TIM-3 son expression est significativement plus élevée dans le CCR mucineux de statut MSI
(153). Certaines études ont montré que les LT TIM-3+ PD-1+ CD8+ sont présents dans le tissu tumoral
et le sang périphérique des patients atteints de CCR et que ces cellules seraient faiblement productrices
de cytokines pro-inflammatoires sans que le statut microsatellitaire ne soit rapporté (154-155). Dans
une cohorte de CCR MSS, I'examen des cellules TIM-3+ et PD-1+ a montré la présence de sous-
ensemble de tumeurs (nommé MSS-ImmExlow et MSS-ImmExhi) qui different par I'étendue de
I'épuisement des LT CD8+ avec des caractéristiques anatomo-pathologiques, spatiales et évolutives
distinctes. Des analyses morphométriques et en IHC ont montré que TIM-3 était trouvé a la fois sur les
lymphocytes et les cellules myéloides, mais pas sur les cellules tumorales avec une expression plus
élevée au niveau du front d'invasion tumorale. D’un point de vue spatial, les cellules TIM-3+ étaient
plus élevées dans le centre de la tumeur dans le sous-ensemble MMS-ImmExhi. Ce dernier sous-
ensemble présentait une évolution plus favorable et présentait des proportions élevées de TIM-3+ PD-

1+ CD8+ TIL (156).
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Toutes ces études présentent de nombreuses limites avec de faibles effectifs, peu de tumeurs
dMMR/MSI et des résultats parfois discordants. Il n’y a pas de larges études s’intéressant a une analyse

combinée des ICP chez des patients atteints de CCR MSI traités par immunothérapie.

Comme nous l'avons vu précédemment, les tumeurs dMMR/MSI accumulent de nombreuses
mutations entrainant la synthése de multiples néoantigénes aberrants, conséquence du décalage du
cadre de lecture. Ces néoantigénes retrouvés a la surface des cellules tumorales sont responsables du
caractere immunogeéne des CCR MSI par rapport aux CCR MSS, avec en général une forte réaction
immunitaire antitumorale. Ce point est a I'origine des particularités anatomopathologiques de certains
CCR MSI renfermant un dense infiltrat inflammatoire lymphocytaire. Physiologiguement l'activité de
ces lymphocytes est régulée par des phénomeénes d'immuno-modulation via les ICP provoquant un
épuisement de la réponse immunitaire, avec une diminution de la prolifération lymphocytaire et de
leur activité cytotoxique. Ce sont ces propriétés dont vont se doter certaines cellules tumorales afin de
contrecarrer 'activité immunitaire antitumorale, expliquant le mauvais pronostic de ces tumeurs au

stade métastatique contrairement aux stades précoces qui sont de bon pronostic.

La grande majorité des tumeurs dMMR/MSI sont trés sensibles aux ICl. Pourtant, certains patients
atteints de CCR dMMR/MSI présentent des résistances primaires (20%) ou secondaires (30%) et
plusieurs hypothéses ont déja été étudiées comme une insuffisance de TIL avec épuisement
lymphocytaire, une faible charge mutationnelle, ou un faible niveau d’expression de PDL-1 ou
I'expression d’autres ICP immunomodulateur négatif. Létude de I'expression des ICP pourrait permettre
de comprendre les résistances des CCR dMMR/MSI aux ICI et d’en améliorer I'efficacité thérapeutique

en adaptant les traitements aux différents profils d’expression (combinaison d’ICl).

L'objectif de notre étude est de caractériser et décrire les schémas d'expression en immunohistochimie
des ICP (PDL-1, CTLA-4, LAG-3, TIM-3 et TIGIT) chez des patients atteints de CCR dMMR/MSI. Avec ces
schémas d’expression en immunohistochimie, nous évaluerons s'il existe des associations cliniques,

pronostiques et histologiques.
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Il/ MATERIELS ET METHODES

Patients

Nous avons inclus 24 patients diagnostiqués avec un cancer colorectal avec instabilité microsatellitaire,
suivis dans la région Nouvelle-Aquitaine. Les tumeurs étaient considérées comme dMMR si elles
avaient une perte expression nucléaire d’au moins une des protéines MMR (MLH1, PMS2, MSH2 et/ou
MSH®6). Des tests moléculaires MSI ont été effectués a l'aide du panel Pentaplex avec cing répétitions
de nucléotides consensuelles (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et NR-27). Le MSI était défini par la
présence d’une instabilité affectant au moins trois marqueurs sur I’ADN tumoral. Les patients avec un

statut MSI et une IHC MMR discordants étaient exclus de I'étude.

Les informations cliniques des patients ; notamment I'age, le sexe, la localisation de la tumeur, la
différenciation tumorale, le stade pathologique ont été obtenues a partir des dossiers médicaux. Les
données de traitements recus (chimiothérapie, chirurgie, immunothérapie) étaient également

disponibles. Lefficacité des traitements et la survie des patients ont été collectées.

Analyse histologique et immunohistochimique

Les échantillons fixés au formol 4% et inclus dans la paraffine des 24 cas de CCR MSI ont été collectés
dans le service d’anatomie pathologique du CHU de Poitiers. Ills intéressaient 23 pieces opératoires et
un prélevement biopsique. Des coupes séquentielles de 3.5 um des blocs de paraffine ont été coupées

et colorées par HES ou utilisées pour I'immunohistochimie.

L'immunohistochimie a été réalisée a I'aide d'un systeme de coloration automatisé BenchMark XT
(Ventana Medical System®, Tucson, AZ). Brievement, les lames ont été déparaffinées et réhydratées a
l'automate Leica Biosystem® Bond avant I'étape de récupération antigénique réalisée a l'aide de la
solution de conditionnement cellulaire CC1 (Ventana Medical System, Tucson, AZ). Les lames ont été
incubées pendant 32 minutes avec I'anticorps anti-PDL1 (clone QR1, Diagomics®, prét a 'emploi) et
révélées a I'aide du kit de détection DAB Optiview® (Ventana®, Tucson, AZ). Pour les anticorps anti-TIM-
3 (clone D5D5R, Cell Signaling®, dilué au 1/50e) ; anti-LAG-3 (clone D2G40, Cell Signaling®, dilué au
1/50e) ; anti-TIGIT (clone E5Y1W, Cell Signaling®, dilué au 1/50e) et anti-CTLA-4 (clone E2V1Z, Cell
Signaling®, dilué au 1/50e) les lames sont incubées pendant 1h et révélées a I'aide du kit de détection
DAB Ultraview® (Ventana®, Tucson, AZ) et le kit d’amplification (Ventana®, Tucson, AZ). Les lames ont
ensuite été contre-colorées a I'hématoxyline, déshydratées puis les lamelles ont été montées. Du tissu

amygdalien réactionnel a été utilisé comme témoins externes positifs pour chaque anticorps.
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L'expression immunohistochimique a été analysée manuellement. Le niveau d'expression de PD-L1 a
été évalué a l'aide du score de proportion tumorale (TPS = Nombre de cellules tumorales PD-L1+ /
Nombre total de cellules tumorales viables) x 100) et le score positif combiné (CPS = Nombre de cellules
tumorales PD-L1+) + (Nombre de cellules immunes PD-L1+))/(Nombre total de cellules tumorales
viables) x 100). Seul un marquage membranaire linéaire, complet ou incomplet, des cellules invasives,
convaincant quelle que soit I'intensité et un marquage membranaire ou cytoplasmique des cellules
immunitaires, quelle que soit lintensité, sans prendre en compte les plasmocytes, fibroblastes,
macrophages dans la lumiere des glandes tumorales, jusqu’a une distance maximum de 0,5 mm des
derniéres cellules tumorales ont été pris en compte. Ont été exclues des zones a évaluer, la nécrose,
les artéfacts d’écrasement, I'ulcération, les emboles. Le niveau d'expression de TIM-3, TIGIT, LAG3 et
CTLA-4 a été évalué a I'aide du systéme HScore (HScore = intensité de la coloration x pourcentage de
cellules positives). L'intensité de la coloration a été divisée en 4 catégories : aucune coloration = 0,
coloration faible = 1, coloration modérée = 2 et coloration forte = 3 et le pourcentage de cellules

colorées a été jugé en méme temps.

Photo 16 : Ganglion lymphatique a distance du foyer tumoral, ici expression de Panticorps anti-TIGIT

non prise en compte (7.0x).

Les résultats de la coloration IHC ont été évalués indépendamment par deux pathologistes. Les

divergences entre les résultats des pathologistes ont été résolues par accord mutuel. La qualité des

71



prélevements a été évaluée sur le plan qualitatif (nécrose, phénomenes d’écrasement cellulaire,

carcinome in situ, dysplasie de haut grade, emboles...) et quantitative ( > 100 cellules tumorales).

Photo 17 : Emboles lymphatiques, a ce niveau I’'expression immunohistochimique n’est pas prise en

compte (anticorps anti-TIM-3 5.0x a gauche et HES 5.0x a droite).

Analyse statistique

Les variables continues étaient décrites selon leurs moyennes, médianes, minimum, maximum et écart

types. Les variables qualitatives étaient décrites selon leurs pourcentages.

Les variables qualitatives étaient comparées selon le test de Mann Withney et les variables

quantitatives selon le test du Chi deux.

La survie sans progression (SSP) correspondait au temps entre le début du traitement et la progression
ou le décés du patient. La survie globale est définie comme le temps entre le début du traitement et le
déces du patient, quelle que soit la cause. Les patients encore vivants a la fin du suivi étaient censurés.
La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour calculer les courbes de survie globale et de survie sans
progression. Nous avons étudié en analyse univariée les facteurs pronostics par le test du Log Rank,

puis en analyse multivariée par un modele Cox.

On a considéré les variables avec un p < 0,05 comme significatives. Les analyses ont été effectuées avec

le logiciel Statview.
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111/ RESULTATS

Dans un premier temps, notre étude consistait a réaliser les études immunohistochimiques sur des
TMA (tissu micro array) réalisés a partir de blocs de pieces opératoires de CCR MSI. Ces TMA étaient
prélevés en zone tumorale, en zone périphérique et en zone saine. Nous avons constaté une tres faible
positivité de I'ensemble du panel immunohistochimique sur I'ensemble des spots. Ces résultats
contrastaient avec ceux obtenus dans des études analogues. Plusieurs hypothéses ont été soulevées,
notamment un défaut technique, une altération des prélevements, et I’'hétérogénéité tumorale (Photo
18). Lutilisation d’un kit d’amplification par ultra-view (Ventana®, Tucson, AZ) a corrigé cette
insuffisance de marquage. En raison de I'épuisement d’un certain nombre de spots, de la mauvaise
qualité du marquage et de la potentielle hétérogénéité tumorale de ces marqueurs immunitaires nous
avons réorienté notre étude sur une nouvelle cohorte de patients avec un CCR dMMR/MSI traités par

immunothérapie et a partir de lames entiéres.

Photo 18 : Un exemple d’hétérogénéité tumorale. Hétérogénéité d’expression avec I'anticorps anti-
PDL-1 (0.5x a gauche et 5.0x a droite).

Caractéristiques des patients et des tumeurs

Notre étude comprenait 24 patients atteints d’'un CCR dMMR/MSI, dont 12 femmes (50.0 %) et 12
hommes (50.0 %). L'age moyen était de 60.1 ans. La plupart des patients avaient un CCR du c6lon
ascendant (83.3 %), de type non spécifique (66.7 %), moyennement ou peu différencié (40.0 % et 40.0
%, respectivement), de stade Ill ou IV (37.5 % et 58.3 %, respectivement). Les mutations des génes RAS
et BRAF ont été observées respectivement dans 23.8 % et 47.8 % des tumeurs. La plupart des tumeurs
avaient une perte de protéines MLH1 et PMS2 (75.0 %), due a I’hyperméthylation du promoteur du

gene MLH1 dans 68.75 %. Une mutation constitutionnelle d‘un gene MMR était présente dans 31.6 %
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des cas (Tableau 3). Nos prélevements provenaient de 23 pieces opératoires (95.8 %) et de biopsie pour
un des patients (4,2 %). Au début de la premiére ligne, 95.8 % des patients avaient au moins une
localisation métastatique, notamment péritonéale (58.3 %), ganglionnaire (58.3 %), hépatique (29.2 %)

ou pulmonaire (4.2 %). Les patients avaient majoritairement un statut OMS < 2 (87.5 %).
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Caractéristiques Patients (n = 24)

Age (médiane, min-max) 60.1 (35.9-87.5)
Sexe

Homme 12 (50.0 %)

Femme 12 (50.0 %)
Stade au diagnostic

0 0

| 0

I 1(4.2 %)

I 9(37.5 %)

\% 14 (58.3 %)
Site tumoral

Colon ascendant 20 (83.3 %)

Colon descendant 3(12.5%)

Rectum 1(4.2%)
Grade tumoral

Bien différencié 3(20.0 %)

Moyennement différencié 6 (40.0 %)

Peu différencié 6 (40.0 %)

Données manquantes 9
Type histologique

Non spécifique (NOS) 16 (66.7 %)

Mucineux 8(33.3%)

Autres 0
Mutation du géne RAS

Oui 5(23.8%)

Non 16 (76.2 %)

Données manquantes 3
Mutation du géne BRAF

Oui 11 (47.8 %)

Non 12 (52.2 %)

Données manquantes 1
Perte des protéines MMR

MLH1+PMS2 18 (75.0 %)

MSH2+MSH6 3(12.5%)

PMS2 seule 0

MSH®6 seule 1(4.2%)

Autre* 2(8.3%)
Hyperméthylation de MLH1** (n=19)

Oui 11 (68.75 %)

Non 5(31.25 %)
Syndrome de Lynch

Mutation MMR identifiée 6(25.5 %)

Suspecté 2 (8.3 %)

Sporadique 16 (66.7 %)
Résection du primitif

Oui 23 (95.8 %)

Non 1(4.2%)
Métastases au début de la premiére ligne

Hépatique 7 (29.6 %)

Pulmonaire 1(4.2%)

Carcinose péritonéale 14 (58.3 %)

Ganglionnaire 14 (58.3 %)
Nombre de site métastatique au début de la premiére ligne

0 1(4.2%)

1 11 (45.8 %)

2 10 (41.7 %)

3 2 (8.3 %)
Statut OMS au début de la premiére ligne

0 12 (50.0 %)

1 9(37.5%)

2 3(12.5%)

NOS : Not Otherwise Specified ; MMR : MisMatch Repair.
*’hyperméthylation du promoteur de MLH1 a été analysée que pour les tumeurs avec perte de MLH1 et PMS2
**perte de MLH1 seul et MSH2/PMS2.

Tableau 3 : Caractéristiques des patients et des tumeurs au diagnostic de la maladie.
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Traitements

8 patients ont recu I'immunothérapie en premieére ligne (33.3 %), 7 en deuxiéme ligne (29.2 %) et 9 en
troisieme ligne ou plus (37.5 %). Au début de I'immunothérapie, la majorité des patients présentaient
des métastases (95.8 %), notamment ganglionnaires (66.7 %), péritonéales (37.5 %), hépatiques (29.2
%) et/ou pulmonaires (12.5 %). En ce qui concerne la réponse a 'immunothérapie, 41.0 % des patients
présentaient une réponse compléete, 22.7 % une réponse partielle, 13.6 % une stabilité et 22.7 % une

progression de la maladie (Tableau 4).

Caractéristiques Patients (n = 24)
Métastase a I'introduction de 'immunothérapie
Absence de métastase 1(4.2%)
Présence de métastase 23 (95.8 %)

Sites métastatiques

Hépatique 7 (29.2 %)
Pulmonaire 3(12.5%)
Carcinose péritonéale 15 (62.5 %)
Ganglionnaire 16 (66.7 %)

Réponse a 'immunothérapie

Réponse compléte 9 (41.0 %)
Réponse partielle 5(22.7 %)
Progression de la maladie 5(22.7 %)
Stabilité de la maladie 3(13.6 %)
Données manquantes 2

Tableau 4 : Caractéristiques des patients et des tumeurs au début de I'immunothérapie.

Les médianes de survie sans progression et survie globale ne sont pas atteintes. La survie sans

progression a 2 ans est de 86.3% et la survie globale a 4 ans de 82.4%.

Expressions des points de contréle immunitaire.

L'évaluation de I'expression de PDL-1 a montré que la majorité des tumeurs (91.7 %) avait un score TPS
< 1%, et 8.3 % un score TPS compris entre 10 % et 20 %. 54.1 % des tumeurs avaient un score CPS< 1
et 8.4 % un score > 10 (Tableau 4). Lexpression de PDL-1 au niveau des cellules tumorales et des cellules

immunitaires était majoritairement localisée au front d’invasion tumoral (47.8 %).
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Scores TPS/CPS PDL-1 (n=24)
TPS

<1% 22 (91.7 %)
1%-5% 0
5%-10% 0
10 % - 20 % 2(8.3%)
>20% 0

CPS
<1 13 (54.1 %)
1-10 9(37.5 %)
11-20 1(4.2 %)
> 20 1 (4.2%)

Tableau 5 : Expression de PDL-1, score TPS et CPS.

Photo 19 : Expression de PDL-1 ( 0.5x a gauche et 3.6x a droite). Sur la lame de gauche, on repére un
marquage essentiellement périphérique dans la partie basse associé G un marquage central dans la
partie haute. Le score TPS était < 1 % et le score CPS était de 8 sur cette lame.

L'expression de CTLA-4 était présente dans 25.0 % des cas, LAG-3 dans 75.0 %, TIGIT dans 79.8 % et
TIM-3 dans 100 % (Tableau 5). L'ensemble des cas positifs pour CTLA-4 avaient un H-score compris
entre 1 et 10 alors qu’on compte 29.2 % d’expression de LAG3, 33.3 % d’expression de TIGIT et 70.8 %

d’expression de TIM-3 avec un H-score > 10 (Tableau 5).
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H-score CTLA-4 (n=24) LAG-3 (n=24) TIGIT (n=24) TIM-3 (n=24)

0 18 (75.0 %) 6 (25.0 %) 5(20.8 %) 0
1-10 6 (25.0 %) 11 (45.8 %) 11 (45.8 %) 7(29.2 %)
11-30 0 6 (25.0 %) 5(20.8 %) 11 (45.8 %)
31-50 0 0 0 0
51-100 0 1(4.2 %) 3(12.5 %) 6 (25.0 %)
> 100 0 0 0 0

Tableau 6 : Expression de CTLA-4, LAG-3, TIGIT et TIM-3, systéme H-score.

Photo 20 : Expression des ICP. A gauche HES (10.0x), en haut a gauche CTLA-4 (H-score 6, 20.0x), en
haut a droite TIM-3 (H-score 90, 10.0x), en bas a gauche TIGIT (H-score 90, 13.0x) et en bas a droite
LAG-3 (H-score 15, 14.0x).

Les expressions de PDL-1, CTLA-4, LAG-3 et TIGIT étaient principalement retrouvées en périphérie de
la tumeur. Lexpression de TIM-3 était plus diffuse en périphérie et au sein de la tumeur (Tableau 6 et
Photo 21). Pour I'ensemble des anticorps, I'expression au centre de la tumeur était systématiquement
associée a une expression en bordure de la tumeur. En revanche une expression exclusive en bordure

de tumeur était dominante notamment pour PDL-1, CTLA-4, LAG-3 et TIGIT.
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ICI Expression au centre de la tumeur Expression en bordure de la tumeur

(n=24) (n=23*)

(n, %) (n, %)
PDL-1 + (n=11) 4(16.7 %) 11 (47.8 %)
CTLA-4 + (n=6) 2(8.3 %) 6(26.1 %)
LAG-3 + (n=18) 11 (45.8 %) 17 (73.9 %)
TIGIT + (n=19) 7(29.2 %) 19 (82.6 %)
TIM-3 + (n=24) 21 (87.5 %) 22 (95.6 %)

*Expression en bordure de la tumeur non évaluable sur le prélevement biopsique.

Tableau 7 : Région tumorale d’expression des ICP.

Photo 21 : Ganglion envahi par continuité dans une tumeur avec contingent mucineux. A gauche
expression périphérique de PDL-1 (score TPS < 1 % et score CPS a 3), en haut a droite expression plus
diffuse de TIM-3 (H-score 30), en bas a droite coloration HES.

Corrélations anatomocliniques

Nous avons mis en évidence une forte corrélation entre I'expression des 5 points de contréle de la
réponse immunitaire. La plus faible corrélation était entre I'expression de PDL1 et TIGIT (p=0.03) et la

plus forte entre le PDL1 et CTLA4 (p=0.0006) (Figure 24).
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Figure 24 : Corrélations entre I’'expression de PDL-1 (score CPS) et CTLA-4, LAG-3, TIGIT et TIM-3 (H-
score).

D’un point de vue anatomo-clinique, nous avons mis en évidence une corrélation entre I'expression de
PDL-1 (évaluée avec le score CPS), et le stade au diagnostic, avec des moyennes d’expression plus
élevées de PDL-1 dans les stades Il et Il (respectivement 8.0 et 6.9) par rapport au stade IV (0.8)
(p=0.05). Dans le sous-type mucineux, les moyennes d’expression de PDL-1 et LAG-3 étaient moins
élevées (respectivement 0.7 et 2.7) que dans I'ADK NOS (respectivement 4.7 et 12.7) avec cependant
une significativité non atteinte. Les moyennes d’expression de PDL-1 apparaissaient moins élevées en
cas de présence de métastases hépatiques que ce soit au début de premiére ligne (4.5 vs 0.86, p=0.21)
ou au début de I'immunothérapie (4.5 vs 0.9, p=0.21). En cas de présence de carcinose péritonéale, la
moyenne d’expression de PDL-1 était également moins élevée (2.0 vs 5.8, p=0.03) ainsi que I'expression
de LAG-3 (8.5 vs 11, p=0.06). D’un point de vue général, la moyenne d’expression de PDL-1 diminuait
avec I'augmentation du nombre de localisation métastatique au début de I'immunothérapie mais sans
atteindre la significativité (p=0.24). En cas de progression de la maladie, la moyenne d’expression de
PDL-1 était plus faible (0.4) par rapport a une réponse compléete (4.3), une réponse partielle (6.6) ou

une stabilité de la maladie (2.7) (p=0.41).
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Caractéristiques /
expression des ICI
(moyenne)

Age (continu)

Sexe
Homme
Femme

Stade au diagnostic
Il
1l
\%

Site tumoral
Colon ascendant
Colon descendant
Rectum

Grade tumoral
Bien différencié
Moyennement différencié
Peu différencié

Type histologique
Non spécifique (NOS)
Mucineux

Mutation du géne RAS
Oui
Non

Mutation du géne BRAF
Oui
Non

Perte des protéines MMR
MLH1+PMS2
MSH2+MSH6
MSH6 seule
Autre

Hyperméthylation de MLH1
Oui
Non

Syndrome de Lynch
Mutation MMR identifiée
Suspecté
Sporadique

Résection du primitif
Oui
Non

Métastases au début de L1
Hépatique
Oui
Non
Pulmonaire
Oui
Non
Carcinose péritonéale
Oui
Non
Ganglionnaire
Oui

PDL-1
CPS

3.2
3.7

8.0
6.9
0.8

7.0
1.5

1.0
5.8
4.2

4.7
0.7

1.0
3.8

5.5
1.1

3.9
1.0
3.0
3.0

5.5
13

0.3
3.0
4.6

34

0.86
4.5

3.0
34

2.1
5.2

4.6

p

0.01

0.56

0.05

0.49

0.74

0.13

0.74

0.20

0.91

0.29

0.19

0.45

0.21

0.56

0.06

0.54

CTLA4
H- score

1.0
1.2

4.0
1.8
0.4

2.3

2.0
0.7
1.7

1.6

0.8
0.7

0.9
1.0
0.9
6.0

4.0

1.1
1.0

0.7
3.0
1.0

1.0

15

6.0
0.9

1.0
1.2

1.0

81

p

0.10

0.95

0.18

0.50

0.14

0.97

0.83

0.32

0.83

0.67

0.18

0.77

0.79

LAG3
H-score

5.2
13.7

15.0
16.6
4.4

20

6.3
17.3
10.7

12.7
2.7

5.0
8.8

14.1
4.7

9.4
4.0
15.0
15.0

7.8
11.2

4.2
10.5
11.2

9.6

11.3
4.7

15.0
9.2

8.9
10.1

7.9

p

0.13

0.49

0.20

0.70

0.80

0.09

0.80

0.25

0.50

0.97

0.34

0.20

0.48

0.31

0.10

0.38

TIGIT
H-score

12.7
23.7

15.0
20.4
17.0

32.0
23.2
13.0

19.7
15.1

9.2
17.2

23.6
13.5

16.1
5.7
90.0
10.0

15.1
16.2

9.5
45.0
18.1

19.0
4.0

7.0
22.8

90.0
15.1

20.3
15.3

18.9

P

0.20

0.06

0.45

0.12

0.74

0.35

0.77

0.22

0.34

0.94

0.91

0.60

0.77

0.13

0.91

0.70

TIM3
H-score

28.4
31.7

30.0
42.9
21.8

60.5
26.7

37.3
47.3
28.7

36.9
16.4

24.0
26.3

37.5
23.2

27.2
20.7
90.0
60.0

31.5
31.4

20.7
60.0
29.8

31.1
6.0

17.3
35.3

90.0
27.4

24.6
37.7

28.3

P

0.09

0.34

0.54

0.45

0.69

0.25

0.97

0.20

0.45

0.89

0.25

0.29

0.37

0.13

0.17

0.73



Non 1.8 1.2 11.6 17.3 325

Nombre de sites
métastatiques au début de

L1
0 8.0 0.32 4.0 0.61 15.0 0.19 15.0 0.84 30.0 0.10
1 4.1 0.9 12.3 15.5 39.3
2 2.9 1.2 7.6 23.9 25.3
3 0 0 0 6.0 3.0
OMS au début de L1
0 2.0 0.8 8.9 19.6 21.7
1 4.2 0.92 1.1 0.91 9.2 0.87 17.9 0.84 41.2 0.49
2 6.7 2.0 12.0 13.7 30.0
Nombre de sites
métastatiques a
I'introduction de
'immunothérapie
0 8.0 0.24 4.0 0.65 15.0 0.48 15.0 0.60 30.0 0.33
1 5.0 1.0 14.6 18.1 46.5
2 34 1.4 8.4 24.4 25.3
3 0 0 2.0 8.2 12.7
4 0 0 2.0 0 15.0
Métastases a I'introduction
de Fimmunothérapie
Hépatique
Oui 0.9 0.21 0 0.18 4.7 0.48 7.0 0.77 17.3 0.37
Non 4.5 1.5 11.3 22.8 35.3
Pulmonaire
Oui 1.0 0.54 2.0 0.66 7.7 0.63 35.0 0.54 45.0 0.29
Non 3.7 0.9 9.7 15.8 27.9
Carcinose péritonéale
Oui 2.0 0.03 0.9 0.63 8.5 0.06 18.9 0.65 23.9 0.12
Non 5.8 1.3 11.0 17.0 40.2
Ganglionnaire
Oui 4.0 0.97 0.8 0.52 7.5 0.48 18.1 0.74 27.8 0.27
Non 2.2 1.5 13.2 18.4 24.5
Réponse a
'immunothérapie
Réponse compléte 43 0.41 1.6 0.47 13.9 0.43 18.9 0.89 32.3 0.71
Réponse partielle 6.6 0 11.0 7.0 40.0
Stabilité de la maladie 2.7 2.7 7.0 30.0 32.7
Progression de la maladie 0.4 0.8 3.8 25.6 23.6

L1 : premiére ligne de traitement.

Tableau 8 : Corrélations anatomocliniques entre l'expression des ICP et les caractéristiques au
diagnostic de la maladie.

En termes de survie, nous n‘avons pas mis en évidence de corrélation entre I'expression de PDL-1, CTLA-
4, LAG-3 et TIM-3 et la survie sans progression et la survie globale. Un niveau plus élevé d’expression
de LAG-3 était corrélé a une survie globale plus péjorative sans atteindre la significativité (p=0.9). Il en
était de méme pour TIGIT, dont un niveau d’expression plus élevé était également corrélé a une survie

globale plus péjorative (p=0.038).
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IV/ DISCUSSION

Lobjectif de notre étude était de mettre en évidence d’éventuelles corrélations entre les profils
immunohistochimiques des points de controle immunitaire et les données anatomopathologiques et
cliniques dans les CCR dMMR/MSI. Comme déja précisé, nous avons d{i réorienter notre population
d’étude a la suite de difficulté de mise au point des anticorps et I'épuisement de notre matériel
initialement sous la forme de TMA. Un autre argument était aussi de diminuer I'effet de I’hétérogénéité

tumorale liée aux TMA grace a une analyse en pleine sur tumeur primitive.

La principale limite de notre étude, est la taille limitée de notre cohorte conduisant et une faible
représentativité des tumeurs CCR dMMR/MSI et a un mangue de puissance de nos résultats. Une autre
limite concernant les analyses immunohistochimiques dont I’évaluation n’est pas encore bien codifiée
en pathologie tumorale. Outre I'évaluation standardisée de PDL-1 avec les scores TPS et CPS,
I'utilisation du systéeme H-score pour le reste du panel d’anticorps apparait moins précis avec des
méthodes d’évaluation variables selon les études (146-147-162). Une autre est limite est que nous
avons analysé que les tumeurs primitives et non les métastases alors que certains travaux montrent

une hétérogénéité d’expression des immunes checkpoint entre primitif et métastase (160).

Notre étude s’est concentrée sur une série de 24 patients avec 12 hommes et 12 femmes atteints de
CCR dMMR/MSI avec des données robustes et tous traités par immunothérapie. L'dge médian au
diagnostic était inférieur par rapport a I'age médian au diagnostic en France (60.1 ans vs 72 ans). Les
tumeurs étaient de stade avancé, peu différenciées (40 %) avec une surreprésentation de sous-type
mucineux (33.3 %) et localisées au niveau du cblon droit. Les tumeurs présentaient 42.5 % de mutation
du géne BRAF ce qui était faisait partie de la valeur haute par rapport aux données de la littérature (20
a 40 %). Il y avait 31.6 % de mutations constitutionnelles d’'un géne MMR confirmant un syndrome de
Lynch. Finalement, les caractéristiques de cette série des patients avec un CCR dMMR/MSI traités par

immunothérapie est similaire a ceux observés dans la littérature (70-72-73-74).

Concernant I'expression de PDL-1 au niveau de cellules tumorales évaluée avec le score TPS seuls 2
patients (8,4 %) montraient un score TPS > 1. Ce résultat est inférieur aux données de la littérature (de
12,5 a 78 %) avec dans ces études des méthodes d’évaluation de I'expression de PDL-1 différentes (144-
147). En revanche l'expression de PDL-1 au niveau du microenvironnement évalué avec le score CPS se
rapproche des valeurs retrouvées dans la littérature avec dans notre étude 45.9 % de score CPS > 1
(157-158). Nous n’avons pas d’explication pouvant expliquer cette différence d’expression au niveau
des cellules tumorales, outre le faible effectif de notre population. Méme si dans notre étude les

expressions de PDL-1 sont globalement plus faible que dans la littérature au niveau tumoral, une
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prédominance d’expression au sein du microenvironnement est similaire (146-157-158). La
détermination du statut CPS/TPS PD-L1 reste subjective et peu étudié dans les CCR dMMR/MSI avec
des résultats discordants mais plusieurs études suggérent une expression de PD-L1 plus importante

dans les CCR dMMR/MSI que dans les CCR pMMR/MSS (mettre des références).

Une expression de CTLA-4 était retrouvée dans 25 % des cas dans notre étude, correspondant a une
valeur supérieure par rapport a d’autres études rapportant notamment une étude récente expression
rapportant une expression que dans 4,5 % des cas (147). Dans cette étude cependant, I'expression de
CTLA-4 était décrite au niveau des cellules tumorales contrairement a notre étude ou I'expression était
essentiellement localisée au sein du microenvironnement. Il faut également souligner que I'expression
de CTLA-4 était associée a des valeurs de H-score parmi les plus faible de notre panel
immunohistochimique (H-score < 10), avec malgré une intensité de marquage significative a 2+ a 3+

mais un faible pourcentage d’expression dans les différentes zones tumorales.

Une expression de LAG-3 était retrouvée dans 75 % des cas, 79,8 % pour TIGIT et 100 % pour TIM-3.
Ces valeurs figurent dans les intervalles hauts de celles retrouvées dans d’autres études avec
néanmoins un nombre limité d’études publiées (146-147-149-152-154-156-162)). Outre le faible
effectif de notre population, cela peut s’expliquer par des valeurs seuils de positivité inférieures a celles
appliquées dans certaines études. On voit ainsi que dans notre étude, un certain nombre de cas avec
un H-score faible (<10). Les expressions de LAG-3 et TIGIT étaient prédominante au front d’invasion
tumorale et I'expression de TIM-3 apparaissait plus diffuse avec une expression au front d’invasion et

au centre de la tumeur. Ces profils d’expression étaient superposables a ceux de la littérature (146).

Nous avons également constaté I'expression simultanée d’au moins deux points de contréle
immunitaire dans la plupart des tumeurs et atteignant jusqu’a 91.3 % en bordure de tumeur. D’autres
études ont également retrouvé une expression concomitante de plusieurs ICP dans les CCR mais
également dans d’autre tumeurs notamment au niveau pulmonaire (157-159). Notre étude a mis en
évidence une forte corrélation entre I'expression des différents ICI notamment entre PDL-1 et CTLA-4.
La coexpression des ICl est également décrite dans la littérature avec notamment une coexrepssion de
PDL-1, CTLA-4 et LAG3 nettement plus élevée dans les CCR dMMR/MSI par rapport au CCR pMMR/MSS
(163-164).L'expression simultanée et avec des niveaux expression proche de plusieurs points de
contréle immunitaire est logique puisque I'échappement a la réponse immunitaire antitumorale
implique généralement I'expression de plusieurs points de contrGle immunitaire négatifs. Ces
corrélations renforcent la pertinence clinique de traiter les CCR dMMR/MSI par une combinaison

d’anti-PD-L1 et anti-CTLA4 comme dans les essais Checkmate 142 ou 8HW qui suggérent une efficacité
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supérieure aux anti-PD1 seuls. Il faut souligner que les co-expressions étaient constatées quelque que

soit la valeur du H-score et diminuaient pour des valeurs > 50.

Nous avons également constaté dans notre étude que les valeurs du H-score, ne dépassaient pas le
seuil de 100 alors que d’autres études obtenaient des valeurs > 200 (165). Nous pouvons expliquer
cela par une possible sous-estimation du pourcentage d’expression des différents marqueurs au niveau
du micro-environnement. Il est en effet difficile d’apprécier la nature précise des différents éléments
du stroma tumoral et I'utilisation d’'un marqueurs T (comme CD3) aurait pu permettre d’affiner ce

point.

Concernant les corrélations anatomo-cliniques, I'expression de PDL-1 avait tendance a diminuer avec
le stade de la maladie au diagnostic, et on retrouvait ainsi des moyennes d’expression plus élevées dans
les stades Il et Il par rapport au stade IV (p=0.05). D'autres études ont démontré au contraire une
association entre I'expression tumorale de PDL-1 et un stade avancé (144). Néanmoins, cela pourrait
expliquer la plus grande efficacité des anti-PD1 dans les CCR dMMR/MSI localisés par rapport aux
formes métastatiques, bien que certaines études rapportent une absence de corrélation entre
I'expression de PD-L1 et I'efficacité des anti-PD1 dans les CCR dMMR/MSI. Les moyennes d’expression
de PDL-1 étaient plus élevées dans I’ADK NOS par rapport au sous-type mucineux (p=0.13) ce qui
correspondait aux résultats d’autres études qui décrivaient une expression prédominante de PDL-1
dans les tumeurs peu différenciées sans composante colloide mucineuse (144). De maniére globale,
I'expression des ICl était plus représentée dans les ADK NOS par rapport au sous-type mucineux. Dans
le cas de TIM-3, I'expression avait pourtant été décrite préférentiellement dans le sous-type mucineux
(153). Dans notre étude, ce point pouvait s’expliquer par le faible effectif et par des variations
d’échantillonnage avec des prélevements comportant plus ou moins de composante colloide
mucineuse et donc plus ou moins de cellules tumorales ou de stroma analysables. Les moyennes
d’expression de PDL-1 avaient tendance a diminuer avec le nombre de site métastatiques (p=0.24). Plus
précisément, I'expression de PDL-1 était corrélée a I'absence de métastase hépatique (p=0.21) et de
carcinose péritonéale (p=0.03). Les données issues d’autres études, objectivent au contraire
I'expression de PDL-1 serait associée au statut métastatique et pourrait méme représenter un
biomarqueur des métastases dans I’ADK d sous-type festonné (160-161). Néanmoins, cela pourrait
expliquer la résistance aux anti-PD1 des CCR dMMR/MSI métastatiques qui auraient différents
mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire et non pas seulement liée a la surexpression de

PD-L1.
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En termes de survie, nous n‘avons pas mis en évidence de corrélation entre I'expression de PDL-1, CTLA-
4, LAG-3 et TIM-3 et la survie sans progression et la survie globale. Néanmoins, un niveau plus élevé
d’expression de TIGIT était également corrélé a une survie globale plus péjorative. Ces résultats
suggerent que comme décrit dans de précédentes études I'expression de PD-L1 ne conditionne pas
I'efficacité des anti-PD1 dans les tumeurs dMMR/MSI. En revanche l'expression de TIGIT qui intervient
dans I'échappement a la réponse immunitaire antitumorale est associée a la survie et la combinaison

anti-PD1 plus anti-TIGIT serait intéressante a évaluer dans les CCR dMMR/MSI.

Pour conclure, notre étude est la premiere a démontrer une co-expression des points de contréle de la
réponse immunitaire dans les CCR dMMR/MSI et des corrélations avec certaines caractéristiques
tumorales et la survie. Ces résultats ouvrent la piste a une meilleure compréhension de la résistance a
I'immunothérapie des CCR dMMR/MSI. Ces résultats doivent néanmoins étre confirmés dans des séries
indépendantes de plus large effectif. Il serait aussi intéressant d’utiliser des techniques de multiplexage
en immunofluorescence permettant d’évaluer I'expression mais aussi la colocalisation de plusieurs
anticorps simultanément. Le but ultime reste une optimisation personnalisée du traitement par
immunothérapie des CCR dMMR/MSI en combinant les ICI en fonction de I'expression tumorale des

différents points de contréle de la réponse immunitaire.
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RESUME ET MOTS CLES

PROFIL IMMUNOHISTOCHIMIQUE DES POINTS DE CONTROLE IMMUNITAIRE DANS LE CANCER
COLORECTAL AVEC INSTABILITE DES MICROSATELLITES : CORRELATIONS ANATOMO-CLINIQUES.

Introduction : Ces derniéres années, le traitement des cancers par immunothérapie s’est largement
étendu en oncologie notamment dans la prise en charge des cancers colorectaux (CCR) avec déficient
du systeme MisMatchRepair (IMMR) et instabilité microsatellitaire (MSI). En interagissant sur les
interactions entre le systeme immunitaire et les cellules cancéreuses, les inhibiteurs des points de
contréle immunitaire (ICl), permettent de contrecarrer I'échappement immunitaire de la tumeur en
réactivant une réponse immunitaire antitumorale efficace. La grande majorité des tumeurs dMMR/MSI
sont trés sensibles aux ICI mais certains patients présentent des résistances aux ICl. De plus,

I'expression des points de contréle immunitaire (ICP) reste peu étudiée dans les CCR dMMR/MSI.

Matériel et méthode: Nous avons étudié les profils d’expression immunohistochimique du

programmed| Death Ligand-1 (PDL-1), du Cytotoxic Lymphocyte Associated Antigene-4 (CTLA-4), du
Lymphocyte activation gene-3 (LAG-3), du T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TIGIT) et
de T cells immunoglobulin and mucin containing protéin-3 (TIM-3) chez 24 patients atteints de CCR
dMMR/MSI traités par immunothérapie. Lobjectif de I'étude était de rechercher des corrélations entre
I'expression de ces points de contréle immunitaire et les caractéristiques tumorales et I'efficacité de

I'immunothérapie.

Résultats : Nous avons constaté dans 45.8 % des cas une expression de PD-L1, 25 % de CTLA-4, 75 %
de LAG-3, 79.8 % de TIGIT et 100% de TIM-3. Lexpression au niveau du front d’invasion tumoral était
prédominante sauf pour TIM-3 ou I'expression était plus diffuse. Nous avons mis en évidence une forte
corrélation entre lI'expression des 5 points de controle de la réponse immunitaire, la plus forte entre
PD-L1 et CTLA4 (p=0.0006). L'expression concomitante de plusieurs ICP atteignait 91.3 % au niveau du
front d’invasion tumorale. L'expression des ICI était plus importante dans les ADK NOS par rapport au
sous-type mucineux. Lexpression de PD-L1 était plus élevées dans les stades Il et |l par rapport au stade
IV (p=0.05). Lexpression de PD-L1 était corrélée a I'absence de carcinose péritonéale (p=0.03). Nous
n’avons pas mis en évidence de corrélation entre I'expression de PDL-1, CTLA-4, LAG-3 et TIM-3 et la
survie sans progression et la survie globale. Néanmoins, un niveau plus élevé d’expression de TIGIT

était associé a une survie globale plus courte.

Conclusion : Nous avons démontré une co-expression des points de controle de la réponse immunitaire
dans les CCR dMMR/MSI et des corrélations avec certaines caractéristiques tumorales et la survie. Ces

résultats doivent néanmoins étre confirmés dans des séries indépendantes de plus large effectif mais
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ouvre la voie a une optimisation personnalisée du traitement par immunothérapie des CCR dMMR/MSI

en fonction de I'expression tumorale des différents points de contréle de la réponse immunitaire.

Mots-clés : cancer colorectal, instabilité microsatellitaire, déficit de réparation des mésappariements
de I'ADN, points de controle immunitaire.
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SERMENT

En présence des Maitres de cette école, de mes chers condisciples et de-
vant |'effigie d'Hippocrate, je promets et je jure d'étre fidele aux lois de I'honneur
et de la probité dans I'exercice de la médecine. Je donnerai mes soins gratuits a
I'indigent et n'exigerai jamais un salaire au-dessus de mon travail. Admis dans
I'intérieur des maisons mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe ; ma langue taira
les secrets qui me seront confiés, et mon état ne servira pas a corrompre les
meeurs ni a favoriser le crime. Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres,
je rendrai a leurs enfants l'instruction que j'ai recue de leurs péres.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses
I Que je sois couvert d'opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manque !
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