Score PD-L1 dans les cancers ceso-gastriques :
proposition de compte-rendu standardisé

INTRODUCTION

A ce jour (Mars 2024), deux scores sont utilisés pour la prescription d’'une immunothérapie (anti-
PD1) pour les cancers oeso-gastriques : le CPS (Combined Positive Score ou Score Positif Combiné) et
le TPS (Tumor Proportion Score ou Score de Proportion Tumorale).

Ces scores sont utilisés selon les autorisations de mise sur le marché (AMM) et toutes les indications
concernent des cancers oeso-gastriques non opérables ou en premiere lighe métastatique.

Le biomarqueur PD-L1 doit étre évalué par immunohistochimie. Les seuils et les scores utilisés sont
différents selon les études : seuil CPS > 10 pour les cancers de I'cesophage ou de la jonction de type
Siewert 1 HER2-négatifs (essai Keynote 590, Shitara K al, 2020) ; seuil CPS > 5 pour les adénocarcinomes
de I'estomac, de la jonction oeso-gastrique et de I'cesophage HER2-négatif (essai CheckMate 649,
Janjigian et al, 2021) ; seuil CPS = 1 pour les adénocarcinomes de I'estomac, de la jonction oeso-
gastrique et de I'cesophage HER2-négatifs (essai Keynote-859, Rha et al, 2023) et HER2-positifs (essai
CheckMate 811, Janjigian et al, 2023); et seuil TPS > 1% pour les carcinomes épidermoides de
I’cesophage (essai CheckMate 648, Doki Y et al, NEJM 2022). Il existe aussi une indication de traitement
adjuvant des cancers de I'cesophage par anti-PD1 en cas de reliquat tumoral post-opératoire apres
radio-chimiothérapie néo-adjuvante, mais elle est indépendante du statut PD-L1.

On peut réaliser le statut PD-L1 d’emblée, au moment du diagnostic sur biopsie (« test réflexe »),
compte-tenu des biomarqueurs déja effectués systématiquement (statuts HER2 et MMR), du matériel
biopsique potentiellement épuisable, de la perte antigénique a long terme et du risque élevé de
récidive de ce type de cancer. Dans ce cadre, il faut toujours réaliser de fagon conjointe les deux
scores CPS et TPS.

Il faut signaler que de nombreux essais thérapeutiques sont en cours avec d’autres molécules
d’'immunothérapie, avec différentes combinaisons thérapeutiques, sur différentes indications (dont
le traitement néo-adjuvant) et appliquant d’autres scores. C’'est pourquoi cette fiche sera actualisée
régulierement sur le site de la SFP (https://www.sfpathol.org/actions-recommandations.html). Pour
I'actualisation des indications thérapeutiques, se référer au TNCD (Thésaurus National de
Cancérologie Digestive)qui est mis a jour régulierement (Zaanan et al, 2022 ; Véziant et al, 2023).

Ce document est constitué de 2 volets :

- les items utiles a la réalisation d’un « Compte-Rendu Standardisé » (CRS) d’évaluation d’un statut
PD-L1 sur des prélevements de cancers oeso-gastriques,

- les notes explicatives des items de ce CRS.

Méthodologie : le CRS et les notes explicatives ont été rédigés collégialement sur la base des
recommandations, d’avis d’experts et des données scientifiques publiées (analyse de la littérature



relative aux scores d’évaluation de PD-L1 dans les cancers oeso-gastriques recueillie sur pubmed,
jusgu’en septembre 2023). Les documents ont fait I'objet d’une relecture multidisciplinaire et seront
actualisés régulierement.
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Proposition de compte-rendu standardisé

TYPE DE PRELEVEMENT

Primitif : cesophage/estomac/jonction oeso-gastrique/autre
Localisation du prélevement (primitif ou métastase) : préciser I'organe
Type histologique (OMS 2019) :

Type d’échantillon : Biopsie/ Piece opératoire

Traitement avant préléevement : oui / non / inconnu

EXAMEN D'IMMUNOHISTOCHIMIE : PD-L1
Technique

Anticorps :

Automate :

Témoin externe utilisé :

Prélevement analysable
Prélevement évaluable : oui (au moins 100 cellules tumorales viables) / non : préciser la raison
Témoin externe validé : oui/non

RESULTAT/CONCLUSION
Marquage : homogéne/hétérogene. Une description plus précise (détails du comptage) est
possible.
Dans I’ensemble des zones
tumorales, en tenant compte
de I’hétérogénéité
TPS*
CPS*¥*

*évalué sur les cellules tumorales : seul le marquage membranaire doit étre interprété, quel

gue soit son intensité.

** évalué sur les cellules tumorales et les cellules immunes : lymphocytes et macrophages

en excluant plasmocytes, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles



NOTES EXPLICATIVES

Type de prélevement

A ce jour, I'analyse du statut PD-L1 a été validée sur les adénocarcinomes oeso-gastriques et les
carcinomes épidermoides de I'cesophage. Actuellement, il n'existe pas de recommandation sur le
matériel qui doit étre testé (biopsie, piéce opératoire, matériel avant ou aprés traitement néo-
adjuvant, primitif ou métastase). L’évaluation du statut PD-L1 ne doit s’effectuer que sur la
composante invasive (Fassan et al, 2020) et requiert au minimum 100 cellules tumorales.

Spécificités techniques de I’échantillon

Dans la mesure du possible, il faut utiliser des blocs récents, datant de moins de 5 ans car I'expression
de PD-L1 diminuerait avec la durée d’archivage (Fassan et al, 2020; Angerili et al, 2023).

Pour une bonne représentativité tumorale, 4 a 5 biopsies tumorales sont requises, du fait de
I’'hétérogénéité de I'expression de PD-L1 dans les cancers oeso-gastriques (Ye M, Cancer Cell Int 2020).
Compte-tenu de la multiplicité des biomarqueurs nécessaires a la prise en charge d’un cancer oeso-
gastrique, le TNCD (Thésaurus National de Cancérologie Digestive) recommande d’ailleurs la
réalisation de 10 biopsies devant toute suspicion de cancer gastrique et de la jonction oeso-gastrique
(zaanan A et al, 2022) et de 6 biopsies pour les cancers de |'cesophage non résécables (Veziant J et al,
2023). l'inclusion en plusieurs cassettes de ces biopsies permet une épargne tissulaire pour optimiser
toutes les techniques nécessaires.

Les ponctions-biopsies et les piéces opératoires sont utilisables.

A ce jour, il n"existe pas de rationnel scientifique pour recommander la détermination de fagon systématique du
statut PD-L1 sur piéces de mucosectomies.

Une analyse sur un prélevement cytologique peut étre requise dans le cas de métastases. Il faut
privilégier les cytoblocs ou étalements colorés au Papanicolaou aprés validation technique et
validation des protocoles (Tejerina et al, 2021). L'utilisation des étalements non colorés, séchés a I'air
et des préparations monocouches n’est pas recommandée du fait d'une moindre performance
(Tejerina et al, 2021).

S’il y a au moins 100 cellules tumorales, un score TPS est alors réalisable sur cytoblocs ou étalements
colorés au Papanicolaou.

S’il y a au moins 100 cellules tumorales et du stroma, un score CPS peut étre évalué, exclusivement sur
des cytoblocs.

S’il n'y a pas de cellules du stroma analysables (matériel cytologique d’étalement ou cytobloc ne
renfermant que des cellules tumorales), le score CPS ne peut pas étre évalué. Par extrapolation, on
peut proposer un « score CPS minimum » réduit au TPS car évalué uniquement sur les cellules
tumorales en I’absence de stroma (avis d’experts).

Seule une décalcification a 'EDTA permet une analyse immunohistochimique PD-L1 fiable sur
matériel calcifié : (Forest et al, 2019; Strickland et al, 2020, Miquelestorena-Standley et al, 2020).



Le gastro-entérologue pour la réalisation des biopsies tumorales s’appuiera sur les recommandations
récemment publiées pour optimiser la qualité du matériel a examiner. ( Yao et al, Clin Endosc 2023;.).

Spécificités temporelle et spatiale du prélevement tumoral

Les études sont difficiles a comparer car elles sont trés hétérogénes d’un point de vue technique et
méthodologique (anticorps, automates, scores et seuils, type de cancer, contextes cliniques,...). Il
existe également une limite inhérente a I'hétérogénéité d’expression intra-tumorale spatiale et
temporelle de PD-L1.

Néanmoins, dans les adénocarcinomes gastriques, il semble exister une bonne concordance entre la
biopsie et la piece opératoire méme si les résultats sont variables selon le clone et I'automate utilisé
(performance de 100% pour le test SP263 sur automate Ventana, de 86% pour 22C3 sur automate
Dako et de 93% pour 22C3 sur automate Ventana, avec un seuil CPS a 1 (Kim SW et al).

Par ailleurs, comme dans d’autres organes, la radiothérapie et la chimiothérapie semblent influencer
I'expression de PD-L1 dans les cancers oeso-gastriques (Zhou 2020). Un seul travail a évalué la
variation du CPS entre biopsie naive de traitement et la piece apres radio-chimiothérapie, en faveur
d’une augmentation d’expression de PD-L1 sur la piece opératoire aprés radio-chimiothérapie, en
particulier sur la composante immunitaire (Kelly et al, ESMO GI 2023). Par ailleurs, deux études
suggérent que I'expression de PD-L1 augmenterait dans les cellules tumorales entre la tumeur
primitive gastrique et les métastases, avec une discordance entre primitif gastrique et métastase a
distance et/ou loco-régionale de 33% (score CPS) (Liu DHW et al, 2023, Kalpakoff M et al, 2021).

Un score CPS peut étre réalisé sur métastases ganglionnaires. Il peut étre délicat a évaluer, car il doit
reposer sur I'évaluation des cellules immunes du stroma et non celles du parenchyme ganglionnaire,
si et seulement si au moins 100 cellules tumorales sont présentes.

Lorsque la tumeur est présente uniquement sous la forme d’emboles vasculaires (primitif ou
métastase), un score CPS est réalisable, s'il y a au moins 100 cellules tumorales. Par extrapolation, il
s’agit d’'un « score CPS minimum » réduit au TPS car évalué uniquement sur les cellules tumorales en
I"absence de stroma.

Techniques d'immunohistochimie

Les anticorps et les automates

Pour les cancers oeso-gastriques, il n’existe pas a ce jour de « ring study » ayant comparé I'ensemble
des anticorps anti-PD-L1 et des différents automates. Ce document propose donc un résumé de I'état
des connaissances actuel sur ce point.

Les anticorps principalement utilisés en France et leurs combinaisons d’utilisation sur les différents
automates sont listés dans le tableau 1, a partir de I'Essai d’Aptitude (EA) de ’AFAQAP 2023 réalisé sur
des cancers du sein, ORL, de I'cesophage, de I'estomac et du col utérin avec un seul cas de carcinome
de I'estomac (jugé élémentaire avec un CPS a environ 80) (https://www.afaqap.fr).

Tableau 1 : Résultats de I'essai d’aptitude AFAQAP 2023, IHC PD-L1 (CPS)



Anticorps Automates Nombre de centres
utilisateurs

Agilent-Dako Autostainer 3
Agilent-Dako Omnis 11

22C3 (Dako-Agilent) Leica Bond Max 1
Roche-Ventana 17
Benchmark Ultra
Agilent-Dako Autostainer 1
Agilent-Dako Omnis 1

QR1 (Quartett / Biocyc) Leica Bond Max ou Il 9
Roche-Ventana 12
Benchmark GX ou Ultra

QR1 (DIAGOMICS) Roche-Ventana 1
Benchmark Ultra

SP263 (Roche-Ventana) Roche-Ventana 5
Benchmark Ultra

73-10 (Leica) Leica Bond-llI 2

E1L3N (Cell Signaling) Agilent-Dako Autostainer 1
Leica Bond-llI 1

SP142 Roche-Ventana 1, non adapté pour sein

(Roche-Ventana) Benchmark Ultra

En jaune, les protocoles ayant obtenu une note optimale dans les tests AFAQAP 2023.

Puisqu’il n’existe aucune recommandation concernant le test ou I'automate qui doit étre utilisé dans
les cancers oeso-gastriques, n‘importe quel anticorps ou automate peuvent étre utilisés sous réserve
de validation technique et validation des protocoles. Pour les deux schémas d’immunothérapie
validés et remboursés en France pour les adénocarcinomes oeso-gastriques, les tests utilisés qui ont
conduit a ces AMM étaient le test 28—8 pharmDx, DAKO pour I'essai CM 649 et PD-L1 IHC 22C3
pharmDx assay (Agilent) pour I’essai KN-062. Plusieurs tests commerciaux validés dits « tests
compagnons » sont disponibles (PD-L1 IHC 22C3 pharmDx utilisé sur DAKO Autostainer Link 48
Agilent, PD-L1 IHC 28-8 utilisé sur DAKO Autostainer, PD-L1 (SP142) Assay utilisé sur VENTANA, PD-L1
(SP263) Assay utilisé sur VENTANA) ainsi que des tests maison utilisant les mémes clones sur
différents automates ou encore d’autres clones. Cependant, le choix du test pourrait influencer
Iéligibilité clinique a I'immunothérapie (Yeong J et al, 2022). Il semblerait que les deux tests
compagnons utilisés dans les deux essais validés en France soient interchangeables (pour un seuil de
CPS > 1 et >10) (Ahn S et al 2021) mais I'interchangeabilité pour les autres clones/tests a été moins
étudiée dans les cancers oeso-gastriques.

Cependant, si la méthode de référence de I'essai clinique n’est pas disponible dans un laboratoire, il
est reconnu et accepté (surtout pour les cancers du poumon) d’utiliser un autre clone anti PD-L1, en
utilisant un protocole technique validé pour le méme usage a I'exception du clone SP142 (Roche
diagnostics), moins sensible (Tarlokovitch, 2020).

Tests qualité (AFAQAP)

Dans le poumon, les tests AFAQAP ont montré une bonne interchangeabilité des anticorps 22C3 et
QR1, SP162 paraissant un peu moins bons. L’EA-technique PD-L1 pour le poumon a été évalué bon/trés
bon avec peu de variabilité inter-laboratoires. Il n’existe pas a ce jour de contréle qualité national pour
les cancers oeso-gastriques, mais un EA-technique pour le CPS dans de multiples localisations



tumorales a été proposé par ’AFAQAP en 2023 (tableau 1 et https://www.afaqap.fr). On peut noter
gue beaucoup de laboratoires francais utilisent le clone QR1 qui n’a pas été étudié dans la littérature
pour les cancers ceso-gastriques, et qu’en revanche, le clone 28-8 n’est pas utilisé dans les laboratoires
francais. Cet EA-technique pour le CPS a été évalué bon puisque la qualité technique du marquage
obtenu par 94% des participants a permis un classement a visée thérapeutique correct. Ce bon résultat
doit cependant étre pondéré puisque le CPS attendu pour le cas de cancer gastrique était d’environ
80, soit tres au-dessus des seuils critiques pour la décision thérapeutique dans les cancers gastriques.

Interprétation des marquages et évaluation des scores

Préléevements analysables, témoin externe

Le prélevement peut étre non analysable pour des raisons qualitatives (nécrose, phénomenes
d’écrasement cellulaire, carcinome in situ, dysplasie de haut grade, ...) ou quantitative (< 100 cellules
tumorales).

Il est indispensable d’utiliser au moins un témoin positif externe : il peut s’agir d’un témoin commercial
ou bien d’amygdale, témoin adéquat et optimal pour calibrer la technique PD-L1 (CPS) ol on attend
un marquage membranaire et/ou cytoplasmique avec un gradient d’intensité de faible a intense des
macrophages des centres germinatifs et un marquage membranaire modéré a intense des cellules.

Marquages cellulaires attendus

Cellules tumorales : marquage membranaire linéaire, complet ou incomplet, des cellules invasives,
convaincant quelle que soit I'intensité, a évaluer au Gx 20 (ne pas prendre en compte le marquage
cytoplasmique) (PD-L1 IHC 22C3 pharmDx [Instructions for Use]. Santa Clara, CA: Agilent Technologies,
Inc.; 2022).

Cellules immunes (lymphocytes et macrophages) : marquage membranaire ou cytoplasmique, quelle
gue soit l'intensité a évaluer au G x20 (ne pas compter les plasmocytes, fibroblastes, macrophages
dans la lumiére des glandes tumorales).

Sont a exclure des zones a évaluer : la nécrose, les artéfacts d’écrasement, I'ulcération, le carcinome
in situ (Figure 4), la métaplasie intestinale.

Modes d’évaluation des scores

Pour les cancers ceso-gastriques, il existe plusieurs schémas d’immunothérapie, chacun lié a un score
et a un seuil défini. Il faut donc fournir les deux scores TPS et CPS. Les scores sont a évaluer sur la
totalité de la lame, au x20, qui doit comprendre au moins 100 cellules tumorales viables.

Score TPS (Tumor Proportion Score)

Le TPS prend en compte uniquement le marquage des cellules tumorales rapporté aux cellules
tumorales viables (%). Il correspond a la formule suivante :
(Nombre de cellules tumorales PD-L1+ / Nombre total de cellules tumorales viables) x 100.

Score CPS (Combined Positive Score)

Le CPS prend en compte le marquage des cellules tumorales et des cellules immunes (macrophages et
lymphocytes) ramené a la totalité des cellules tumorales viables (qui doivent étre d’au moins 100)
Il correspond a la formule suivante :



((Nombre de cellules tumorales PD-L1+) + (Nombre de cellules immunes PD-L1+))/(Nombre total de
cellules tumorales viables) x 100

C’est un nombre entier d’au maximum 100.

Prise en compte de I’hétérogénéité tumorale

En pratique, on repére sur la lame toutes les zones tumorales et on applique le score uniquement sur
les zones tumorales invasives. Puis au faible grossissement, on évalue le marquage (absent, présent
ou hétérogene). Si I'expression est homogene, on évalue au X20 le nombre de cellules tumorales et
inflammatoires marquées pour le nombre total de cellules tumorales viables dans ce champ, multiplié
par 100. Est pris en compte le marquage des cellules inflammatoires associées a la tumeur en incluant
la bordure invasive (jusqu’a une distance maximum de 0,5 mm des derniéres cellules tumorales
correspondant environ a la moitié d’'un champ X20). Si I'expression de PD-L1 est variable, on évalue un
CPS dans les différentes zones puis on effectue une moyenne rapportée a la surface globale (on divise
la somme de chaque CPS par le nombre de zones évaluées) (Figure 1, 2, 3).

Reproductibilité inter et intra observateur

Les études ont montré des résultats contradictoires, depuis une concordance acceptable (Nuti et al.,
Histopathology 2022) jusqu’a une importante variabilité inter-observateurs entre pathologistes pour
I’évaluation du score CPS (Robert et al, Mod Pathol 2023 ; Fernandez et al, Mod Pathol 2023). Il est a
noter que les méthodologies sont trés hétérogénes, tant au niveau technique qu’au niveau de la
formation des pathologistes lecteurs, mais ces données soulignent I'importance de I'entrainement a
la lecture des scores, des formations et de la participation a des programmes de contréle qualité.

Prévalence des différentes valeurs du CPS dans les principaux essais
thérapeutiques

Dans les principaux essais thérapeutiques appliquant un score CPS sur des cancers oeso-gastriques, la
prévalence des cas avec un CPS >1 varie de 57 a 100%, celle des cas avec un CPS>10 varie de 18 a 52,5%
et celle des cas avec un CPS 25, moins étudiée, est de I'ordre de 60% (KN59, KNO61, KNO62 ,KN590,
KN859, CM649, CM648). Une étude récente en population, rapporte une prévalence de 81% pour les
CPS 21 et de 49 % pour les CPS 25 (Mehta et al, 2023).
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Fig 1: carcinome epidermoide de 'oesophage. CPS et TPS : pas toujours superposables !
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Si I'expression de PD-L1 est restreinte aux cellules immunitaires, les scores CPS et TPS sont

différents

Le score CPS est évalué sur 'ensemble de la préparation en divisant la somme de chaque CPS par

le nombre de zones évaluées




Fig 2 : adénocarcinome gastrique. Hétérogénéité d’expression de PD-L1 (hétérogénéité
spatiale)

Immunomarquage PD-L1, 22C3.

A. Sur 12 biopsies, 6 sont tumorales (croix sur la mugueuse normale ou la nécrose/ulcération) avec
un marquage hétérogéne : élevé dans les zone 1 (25% environ), faible dans les zones 2 (environ
25% ) et intermédiaire dans les zones 3 (environ 50%)

B:Zone1:CPS: (100CT +10Cl) : 100 CT x 100 : 110, soit CPS =100

C:Zone 2: CPS: (OCT + 8Cl) : 100CT x100, soit CPS = 8

D:Zone 3:CPS: 0CT + 60CIl. CPS =60

Le score CPS est évalué sur 'ensemble de la préparation en divisant la somme de chaque CPS par

le nombre de zones évaluées
Le CPS total est donc : (100 x0,25) + (60x 0,5) + (8 x 0,25), soit CPS = 57




Fig 3 : adénocarcinome gastrique. Hétérogénéité d’expression de PD-L1 (hétérogénéité
spatiale)
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A: Piece d’exérése chirurgicale

B : Immunomarquage PD-L1.

C : Absence de marquage convaincant au X20 des cellules tumorales et des cellules immunes.

D : Marquage membranaire linéaire, des cellules tumorales. Pas d’expression de PD-L1 par les
cellules immunes.

Le score CPS est évalué sur 'ensemble de la préparation en divisant la somme de chaque CPS par
le nombre de zones évaluées (CPS : 40)




Fig 4 : Hétérogénéité d’expression de PDL1 (hétérogénéité spatiale)
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Biopsies d’un carcinome épidermoide de I'cesophage.

A : Trois fragments intéressent uniquement du carcinome in situ et ne doivent pas étre comptés
pour I'analyse de I'expression de PD-L1.

B : Expression sur une zone de carcinome in situ, non prise en compte pour le score CPS. Seul
fragment biopsique interprétable parmi les quatre biopsies

C : calcul du CPS dans ce champs : CPS =15 ((10 + 20) : 200) x100

Le score CPS est évalué sur 'ensemble de la préparation en divisant la somme de chaque CPS par
le nombre de zones évaluées



