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RESUME

Les inhibiteurs de points de controle immunitaire (ICI), en particulier les anticorps
monoclonaux dirigés contre PD-1 (Programmed Death-1) et PD-L1 (ProgrammedDeath-
Ligand 1), ont profondément transformé la prise en charge thérapeutique du cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC). Parmi eux, le pembrolizumab, anticorps anti-PD-
1, est I'un des agents les plus couramment utilisés, que ce soit en monothérapie ou en
association a une chimiothérapie. Cependant, son indication est conditionnée par 1’évaluation
préalable de I’expression de PD-L1 sur les cellules tumorales, qui constitue aujourd’hui un
biomarqueur prédictif de réponse a I’'immunothérapie.

Cette évaluation repose sur des techniques d’immunohistochimie (IHC) utilisant des anticorps
validés dans le cadre de tests compagnons réglementairement approuvés. Le test PD-L1 IHC
22C3 pharmDx, spécifiquement développé pour le pembrolizumab, a été co-approuvé comme
test compagnon par les autorités de santé. Il permet de calculer le Tumor Proportion Score
(TPS), défini comme le pourcentage de cellules tumorales exprimant PD-L1. Ce score est
déterminant dans la stratégie thérapeutique, notamment pour 1’utilisation du pembrolizumab
en monothérapie de premicre ligne lorsque le TPS est >50 %, ou en traitement combiné dans
les formes exprimant PD-L1 >1 %.

Mots clés : 22C3, PDLI, poumon

ABSTRACT

Immune checkpoint inhibitors (ICIs), particularly monoclonal antibodies targeting PD-1

(Programmed Death-1) and PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), have profoundly

transformed the therapeutic landscape of non-small cell lung cancer (NSCLC). Among these
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agents, pembrolizumab, an anti-PD-1 antibody, is one of the most widely used, either as
monotherapy or in combination with chemotherapy. However, its clinical use depends on the
prior assessment of PD-L1 expression on tumor cells, which serves as a predictive biomarker
for immunotherapy efficacy.

This evaluation is performed using immunohistochemistry (IHC) techniques involving
validated companion diagnostic antibodies. The PD-L1 IHC 22C3 pharmDx assay, developed
specifically for pembrolizumab, was co-approved as a companion diagnostic test by
regulatory agencies. It enables calculation of the Tumor Proportion Score (TPS), defined as
the percentage of tumor cells expressing PD-L1. This score is critical for therapeutic decision-
making, especially for selecting pembrolizumab as first-line monotherapy in patients with
TPS >50%, or as combination therapy when TPS is >1%.

In this article, we provide an in-depth review of the PD-L1 22C3 assay, detailing its approved
clinical indications, the methodological principles of its implementation, critical technical
steps, and the interpretation of the TPS score. Finally, we highlight the importance of
standardizing pathology practices to ensure the reproducibility and reliability of PD-L1 testing
results, thereby supporting optimal personalized treatment strategies in patients with NSCLC.
Key words : 22C3, PDL1, lung.

INTRODUCTION

Le cancer bronchique primitif demeure la principale cause de mortalité par cancer dans le
monde, représentant prés de 1,8 million de décés annuels a 1’échelle mondiale selon les
derniéres données de I’OMS. Il est classiquement divis¢é en deux grandes entités
histologiques : les cancers bronchiques non a petites cellules (CBNPC), qui représentent
environ 85 % des cas, et les cancers a petites cellules (CBPC), plus agressifs mais moins
fréquents.

Au cours de la derniére décennie, 1’émergence de I’immunothérapie a profondément
transformé la prise en charge du CBNPC avancé. En particulier, les inhibiteurs des points de
contrdle immunitaire ciblant ’axe PD-1/PD-L1 (Programmed Death-1 / ProgrammedDeath
Ligand-1) ont démontré un bénéfice significatif en termes de survie globale chez des patients
s¢lectionnés. L’expression de PD-L1, évaluée par immunohistochimie sur les cellules
tumorales ou immunitaires, est aujourd’hui un biomarqueur clé guidant I’indication de
traitements par anti-PD-1 ou anti-PD-L1, en monothérapie ou en association avec la
chimiothérapie.

Cependant, malgré les avancées majeures, des controverses persistent quant a la
standardisation des techniques d’évaluation de PD-L1, a [Iinterprétation des seuils
d’expression, ainsi qu’a la variabilité intra-tumorale et inter-patient. De plus, I’expression de
PD-L1 ne prédit pas toujours la réponse au traitement, ce qui souléve des enjeux cruciaux en
termes de stratification thérapeutique.

PD-1 et PDL1
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PD-1 est une molécule de co-stimulation exprimée par les lymphocytes T activés, PD-L1 est
son ligand. La liaison PD1/ PD-L1 déclenche un signal inhibant transitoirement ou
définitivement les capacités cytotoxiques des lymphocytes T CD8+ (activité anti-tumorale).
(Fig. 1) Cette interaction PD1/PD-L1 est d’abord un mécanisme physiologique visant a
réduire 1’auto-immunité.Mais lorsque PD-L1 est exprimé par les cellules tumorales, cette
interaction leur permet d’échapper a la surveillance immunitaire en inhibant I’activation des
lymphocytes T cytotoxiques. C’est dans ce contexte que se sont actuellement développés les
inhibiteurs de checkpoint (ICI)de I’'immunité dans de nombreux cancer, notamment dans le
cancer bronchique non a petites cellules.

Ils reposent sur I’utilisation de molécules inhibant I’interaction entre PD1/PDL1, ces
molécules sont dirigées contre PD1 ou contre PDL1.

La prescription de la plupart de ces ICI est conditionnée par 1’expression de PD1 ou PDL1,
chaque industrie pharmaceutique a développé son AC diagnostic avec un type d’automate
donné pour une molécule thérapeutique donnée (anti-PD1 et anti-PDL1) et avec un seuil de
positivité différent pour chaque anticorps.

Le Pembrolizumab (inhibiteur PDL1) a obtenu I’AMMpour la premicre ligne de traitement en
2017, en méme que son test compagnon. C’est le test diagnostic compagnon pharmDx test pd-
11 IHC 22c3Le pharmDx test PD-L1 IHC 22C3,c’est un test immuno histochimique utilisant
I’anticorps 22C3 qui est un anticorps monoclonale dirigé contre la protéine PD-L1.Ce test est
réalis¢é avec I’autostainer LINK 48Sur des prélévements tumoraux inclus en
paraffine.L’expression PD-L1 est déterminée par the tumor proportion score : TPS[!2],
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Figure 1. PD-1 et PDL1
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L.Indication du test PDL1 :

11 est indiqué selon les derni¢res recommandations de la NCCN chez tous les patients porteurs
d’un carcinome bronchique non a petites cellules métastatique ou a un stade avancé, en méme
temps que la recherche des mutations génétiques pour les thérapies ciblées (Fig. 2).

CLINICAL PRESENTATION HISTOLOGIC BIOMARKER TESTING™
SUBTYPE?
+ Molecular testing, including:
+ Adenocarcinoma| | » EGFR mutation (category 1), ALK (category 1),
+ Large cell KRAS, ROS1, BRAF, NTRK1/2/3, METex14 Testing
» Establish histologic + NSCLC not skipping, RET, ERBB2 (HER?2) Results
subtype? with otherwise » Testing should be conducted as part of broad (NSCL-18)
adequate tissue for specified (NOS) molecular profiling™
molecular testing i + PD-L1 testing (category 1)
consider rebiops
ﬁf“"“d Lr plasma testI:g '
appropriate)
plewstaic . smoking cessation
counseling
« Integrate palliative » Consider molecular testing, including:®®
care® (NCCN » EGFR mutation, ALK, KRAS, ROS1, BRAF, -
Guidelines for NTRK1/2/3, METex14 ski , RET, lesting
Pallative Care) Squanous el ERag? (HERY) il Resuls
» Testing should be conducted as part of (NSCL-19)
broad molecular profiling™
* PD-L1 testing (category 1)

Figure 2. Indications du test PDL1 dans le cancer bronchique.
I1.Quel prélevement tester ?

Dans les carcinomes bronchiques non a petites cellules, ce test est le plus souvent réalisé sur
biopsies. Ces derniéres représentent plus de 80% du recrutement, le cancer du poumon étant
le plus souvent diagnostiqué a un stade avancé non opérablel!,

Cependant si on dispose des deux types de prélévement on privilégiera celui avec le plus de
matériel tumoral. Ce test peut étre réalisé sur cyto-bloc.

IILPDL1 IHC a Panticorps 22C3 :
a. Phase pré analytique :

Ce test est réalisé sur des prélévements fixés en paraffine (FFPE). L’ischémie froide est
définie comme le temps écoulé entre le moment ou le prélévement tissulaire est extrait du
corps humain et sa mise au contact du fixateur. Un retard de fixation supérieur a 1 heure
diminue de maniére significative la détection de marqueurs immunohistochimique. Pour les
biopsies, il est recommandé de fixer le prélévement dans le fixateur immédiatement (délai de
quelques minutes). Pour les pieces opératoires, le délai de fixation doit étre inférieur a 1 heure
(1]

La fixation doit se faire au formol tamponné a 10 % durant 6 a 48 h dans un volume suffisant.
L’inclusion doit se faire dans une paraffine a point de fusion bas, la décalcification des
¢chantillons tissulaires doit &étre proscrite, si cette elle s’avére nécessaire il est préférable

d’utiliser ’EDTA a 10% 1],
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L’utilisation rationnelle des prélévements de petite taille est souhaitable en favorisant
I’inclusion des fragments dans plusieurs cassettes et en réalisant d’emblée plusieurs lames
blanches pour ne pas avoir a dégrossir a nouveau le bloc!!2!,

Il faut notamment prévoir un nombre suffisant de lames pour I'IHC diagnostique et
théranostique (ALK, ROS1 et PD-L1) et la technique d’hybridation in situ FISH, et ménager
assez de matériel pour la biologie moléculaire. L’ utilisation des échantillons cytologiques n’a
pas été validée dans les essais cliniques et n’est pas recommandée actuellement.

Si des lames blanches doivent étre conservées pour des études ultérieures, ou comme témoins
externes, il faut privilégier soit une conservation des lames a 4 °C soit a température ambiante,
a I’abri de la lumiére[1,2].

Les témoins externes permettent de contréler I'intensit¢é du marquage et de détecter des
variations éventuelles de la sensibilité du test. Des blocs témoins peuvent étre faits avec de
I’amygdale normale : expression marquée de 1’épithélium des cryptes, et faible a modérée des
macrophages des centres germinatifs, ou avec des tumeurs du laboratoire montrant une
expression variable de PD-L1 et traitées dans les mémes conditions que les échantillons a
tester. Idéalement, les témoins doivent &tre coupés en méme temps que le prélévement a tester.
Des lames blanches du bloc témoin peuvent toutefois étre faites a 1’avance en respectant le
délai et les conditions de conservation|[3, 4].

b. Phase analytique :interprétation du marquage PDL1

L’interprétation du marquage PDL1 doit se faire par un pathologiste qualifié, elle se fait au
microscope optique.

L’évaluation de la qualité de la préservation du tissu et de sa fixation, de la représentativité du
matériel et de la quantité de cellules tumorales sur la coloration standard HES est une étape
préalable indispensable a toute interprétation.

Ainsi, une quantité¢ de cellules tumorales inférieure a 100 doit étre mentionnée et doit faire
émettre des réserves sur la représentativité du prélévement. De la méme manicre, une nécrose
abondante qui peut générer un bruit de fond, des artéfacts d’écrasement ou des effets de
bordures liés au séchage ou une fixation défectueux ou une décalcification doivent étre
mentionnés et pris en compte pour I’interprétation.

L’interprétation du marquage PD-L1 des témoins internes et externes est requise avant toute
analyse. Si le témoin externe positif n’est pas ou insuffisamment marqué, la lame ne doit pas
étre interprétée. L’intérét d’avoir un témoin négatif est de s’assurer qu’il n’a pas de marquage
non spécifique de type bruit de fond ou marquage cytoplasmique. Les témoins internes
exprimant PD-L1 sont les cellules dendritiques et macrophages Si ces cellules ne sont pas
présentes sur le prélévement, il est nécessaire de se référer au témoin externe[1, 4].

— Le Tumor Proportion Score « TPS »

Un marquage positif est défini par un marquage membranaire linéaire partiel ou complet

quelque soit son intensit¢, Un minimum de 100 cellules viables est nécessaire pour
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I’évaluation.Seules les cellules tumorales viables sont comptabilisées, Les cellules nécrosées
et les cellules inflammatoires sont exclues.

Le TPS est le pourcentage de cellules tumorales viables montrant un marquage membranaire
linéaire complet ou incomplet quel que soit son intensité par rapport a la totalité des cellules
tumorales viables de 1’échantillon!>-7], Le TPS détermine 1’expression PD-L1 de 1’échantillon.
(Fig. 3,4,5).

Fiure 4. TPS 1-49% : expresiofalble dePD-Ll.

JMSP Vol.1 Numero 2 13
2025 (2)



JMSP Vol.1 Numero 2

.
i;%. R i A a Uil 5 A i .:-I l.: R
Figure 5. TPS> 50% : expression forte de PD-L1.

L’expérience du pathologiste est importante pour I’interprétation de I’immunohistochimie et
I’évaluation du TPS. Certains points sont importants a considérer, a savoir :

- Un marquage membranaire a toute intensité de +1 a +3 doit étre comptabilisé.

- Un marquage membranaire linéaire partiel doit étre comptabilisé.

- N’importe quel marquage membranaire perceptible doit étre comptabilisé.

- Un marquage cytoplasmique ne doit pas étre comptabilisé.

- Un marquage granulaire si il est linéaire est membranaire doit étre comptabilisé.

c. Phase post analytique : rendu du résultat

Le compte-rendu de I’évaluation de I’expression de PD-L1 doit mentionner :

-Pour la phase pré analytique : la date, le siége, le type de prélévement (cytologie, biopsie,
picece opératoire), la fixation, une éventuelle étape de décalcification, ainsi que le stade de la
maladie. Il est nécessaire d’indiquer 1’anticorps (clone) et I’automate utilisé ainsi que de
préciser s’il s’agit d’un test prét a I’emploi ou d’un LDT| 8-10].

-Pour la phase analytique : seul le pourcentage de cellules tumorales marquées, quel que soit
le niveau d’intensité, est a rapporter ; par contre, il n’est pas recommandé de conclure par un
résultat positif ou négatif pour 1’expression de PD-L1. Puisque le seuil de positivité varie en
fonction des drogues et du temps[2,7-13].

CONCLUSION

L’évaluation immunohistochimique de 1’expression de PD-L1 par les cellules tumorales est
maintenant requise pour la prescription du pembrolizumab en premicre et en deuxieme ligne
dans les cancers bronchopulmonaires non a petites cellules a un stade avancé ou métastatique.
Ce test doit donc étre mis en place dans tous les laboratoires ayant un recrutement en
pathologie pulmonaire et réalisé dans le méme temps que les autres marqueurs théranostiques.
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