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Résumé 

 

Contexte : L'adénocarcinome colorectal représente un problème sanitaire mondial. C’est le 

troisième cancer le plus fréquent dans le monde  après le cancer du poumon et le cancer du 

sein. L’expression du PD-L1 par les cellules tumorales régule négativement la fonction et la 

persistance des LT, ce qui induit une anergie et une régression de ces lymphocytes. Le 

développement des anti-checkpoints immunitaires a permis d’améliorer les traitements des 

cancers aux stades avancés avec moins d’effets indésirables. Cependant, dans 

l'adénocarcinome colorectal, il manque des études fournissant des analyses détaillées de la 

protéine PDL1 et des lymphocytes infiltrant les tumeurs. Nous avons essayé à travers ce 

travail d’étudier la corrélation entre l’expression du PD-L1 et le profil MMR ainsi que 

l’expression des LT CD8 et CD4 dans l’adénocarcinome colorectal.  

Matériel et méthodes : Cette étude prospective descriptive a été réalisée au service 

d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech sur 30 cas 

d’adénocarcinome colorectal .Les protéines MMR, PDL-1, CD8 et CD4 ont fait l’objet de 

l’étude immunohistochimique réalisée sur des coupes de tissus fixés au formol et inclus en 

paraffine. 

Résultats et discussion : L’expression du PD-L1 a été détectée dans 56 ,6% des cas étudié. 

Le statut dMMR n’était présent que dans deux cas d’adénocarcinome colorectal, qui 

présentaient une faible expression du PD-L1 mais le rôle prédictif du statut MMR n’est pas 

assez justificatif étant donné le nombre limité de cas. Dans notre étude aucune corrélation 

n’a été observée entre l’expression du PD-L1 et CD8 /CD4. Les études ont montré que la 

combinaison de l’évaluation de CD8 + et de PD-L1 semble être plus efficace que celle de 

CD8 + ou PD-L1 seule en tant que marqueur prédictif de la réponse aux inhibiteurs des check 

points immunitaires.  

Conclusion: Combiner PD-L1 et statut MMR ou LT CD8+ peut constituer un biomarqueur 

prédictif plus utile dans l’adénocarcinome colorectal que le PD-L1 seul. Ce point mérite une 

étude approfondie avec une large cohorte.  

 

 

 

Mots-clés : Adénocarcinome colorectal, CD4, CD8, Immunohistochimie, Immunothérapie, 

PDL1, PD1, TILs, MMR. 

 



Abstract 

 

Background: Colorectal adenocarcinoma is a global health problem. It is the third most 

common cancer in the world after lung cancer and breast cancer. PD-L1 expression by tumor 

cells negatively regulates the function and persistence of T cells, which induces anergy, and 

regression of these lymphocytes. The development of anti-immune checkpoints has made it 

possible to improve the treatment of advanced-stage cancers with fewer adverse effects. 

However, in colorectal adenocarcinoma, studies providing detailed analyzes of the PDL1 

protein and tumor-infiltrating lymphocytes are lacking. We have tried through this work to 

study the correlation between the expression of PD-L1 and the MMR status as well as the 

expression of LT CD8 and CD4 in colorectal adenocarcinoma. 

Material and methods: This descriptive prospective study was carried out in the 

pathological anatomy service of the CHU Mohammed VI in Marrakech on 30 cases of 

colorectal adenocarcinoma. The MMR, PDL-1, CD8 and CD4 proteins were the subject of 

the immunohistochemical study performed on formalin-fixed and paraffin-embedded tissue 

sections. 

Results and discussion: The expression of PD-L1 was detected in 56.6% of the cases 

studied.The dMMR status was present in only two cases of colorectal adenocarcinoma, 

which had low PD-L1 expression but the predictive role of MMR status is not strong enough 

given the limited number of cases. In our study, no correlation was observed between the 

expression of PD-L1 and CD8/CD4. Studies have shown that the combination of CD8+ and 

PD-L1 assessment appears to be more effective than either CD8+ or PD-L1 alone as a 

predictive marker of response to immune checkpoint inhibitors. 

Conclusion and perspectives: Combining PD-L1 and MMR or CD8+ T cell status may be 

a more useful predictive biomarker in colorectal adenocarcinoma than PD-L1 alone. This 

point deserves an in-depth study with a large cohort. 

 

  

Keywords: Colorectal adenocarcinoma, CD4, CD8, Immunohistochemistry,  

Immunotherapy, PDL1, PD1, TILs, MMR. 

 



 ملخص

 

 

فهو ثالث أكثر أنواع السرطانات شيوعًا في العالم بعد  عالمية،سرطان القولون والمستقيم مشكلة صحية  ليمث السياق:

، مما يؤدي  LTظيفة واستمراروينظم بشكل سلبي  PD- L1الخلايا السرطانية عن  تعبير .الثديسرطان الرئة وسرطان 

أتاح تطوير نقاط التفتيش المضادة للمناعة تحسين علاج السرطانات  دلق الليمفاوية.والانحدار لهذه الخلايا إلى الحساسية 

لات تفتقر الدراسات التي تقدم تحلي والمستقيم،في سرطان القولون  ذلك،في مراحل متقدمة مع تأثيرات ضارة أقل. ومع 

والخلايا الليمفاوية المتسللة إلى الورم. لقد حاولنا من خلال هذا العمل دراسة العلاقة بين التعبير  PDL1مفصلة لبروتين 

 .سرطان القولون والمستقيم في  CD4/CD8 LTوكذلك MMRوحالة  PD-L1عن 

 لجامعيالمركز الاستشفائي اأجريت هذه الدراسة الوصفية المستقبلية في مختبر التشريح المرضي في  المواد والطرق:

  PDL-1و  MMR. كانت بروتينات سرطان القولون والمستقيم حالة من حالات 03محمد السادس بمراكش على 

تم إجراؤها على أقسام الأنسجة الثابتة بالفورمالين  و التي المناعيةالصبغة النسيجية موضوع الدراسة  CD4و  CD8و 

 .بالبارافينوالمدمجة 

موجودة في  dMMRمن الحالات المدروسة. كانت حالة  ٪65.5في  PD-L1تم الكشف عن تعبير  النتائج والمناقشة:

ولكن الدور التنبئي لحالة  PD-L1، والتي كان لها تعبير منخفض عن سرطان القولون والمستقيم حالتين فقط من حالات 

MMR  لم يلاحظ أي ارتباط بين التعبير عن  دراستنا،ليس قويًا بما يكفي نظرًا للعدد المحدود من الحالات. فيPD-L1 

 PD-L1+ أو  CD8يبدو أكثر فعالية من  PD-L1+ و  CD8. أظهرت الدراسات أن الجمع بين تقييم CD8 / CD4و 

 ة لمثبطات نقطة التفتيش المناعية.وحده كعلامة تنبؤية للاستجاب

علامة حيوية تنبؤية أكثر فائدة  CD8 + LTأو  MMRو  PD-L1: قد يكون الجمع بين حالة الخلاصة ووجهات النظر

 وحده. هذه النقطة تستحق دراسة متعمقة مع مجموعة كبيرة. PD-L1من سرطان القولون والمستقيم في 
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INTRODUCTION 

 



1 
 

Selon l’OMS : l'adénocarcinome colorectal est une tumeur épithéliale maligne 

développée au dépend du gros intestin et présentant une différenciation glandulaire ou 

mucineuse. [1] 

Le cancer colorectal « CCR » représente un problème sanitaire mondial [2]. C’est le troisième 

cancer le plus fréquent dans le monde après le cancer du poumon et le cancer du sein, et la 

quatrième cause de décès et son incidence continue à augmenter chaque année. [3]  

En 2020, plus de 1,9 million de personnes ont été nouvellement diagnostiquées avec un CCR 

et environ 935 000 personnes sont décédées du CCR en France. [4] 

Dans 80 % des cas, les cancers du côlon se développent à partir d’une tumeur bénigne, c’est-

à-dire non cancéreuse, appelée adénome ou polype adénomateux. 

 Le diagnostic positif des adénocarcinomes colorectaux, est basé essentiellement sur la 

coloscopie avec l’étude anatomopathologique .Le traitement de première ligne du cancer du 

côlon implique une chirurgie et éventuellement une chimiothérapie adjuvante. [3] 

Environ 15 % des cancers colorectaux (CCR) présentent un défaut du système de réparation 

de bases qui entraîne des non-réparations des erreurs de l’ADN polymérase se traduisant par 

un phénotype microsatellite instable (MSI). Cela est à cause d’une altération du système 

Mismatch Repair (MMR). Les tumeurs ayant le phénotype MSI sont déficientes pour le 

système MMR (dMMR) ; les autres tumeurs sont proficientes pour le système MMR 

(pMMR) et présentent un phénotype microsatellite stable (MSS). [5] 

Plusieurs études ont montré que les patients avec une tumeur dMMR avaient un meilleur 

pronostic que les patients avec une tumeur à microsatellites stables pMMR. [6] 

Ces dernières années, des fonctionnalités additives axées sur le microenvironnement tumoral 

ont attiré une attention croissante car ils ont montré un potentiel pour prédire le pronostic ou 

la réponse à la thérapie ou même servir de cibles thérapeutiques. [7-8] De plus,                                         

les lymphocytes infiltrant les tumeurs « TILs » font également un objet de recherche 

populaire dans divers cancers et l'augmentation de leur expression dans le CCR est un 

prédicteur indépendant de meilleur pronostic. [9] 
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De nos jours, l'immunothérapie anticancéreuse a révolutionné le traitement du cancer et 

représente une avancée majeure dans les méthodes de traitement actuelles. La réponse 

immunitaire anti-tumorale, principalement adaptative, repose sur l’activation des 

lymphocytes T-CD8 cytotoxiques (CTL) à travers la reconnaissance de néoantigènes 

exprimés à la surface des cellules tumorales. [10] 

 

La protéine de mort cellulaire programmée 1 (PD-1, Programmed Death 1) et son ligand   

(PD-L1 , Programmed Death-Ligand 1) sont des suppresseurs clés de la réponse immunitaire 

cytotoxique . [11]  

La protéine PD-L1 (Programmed Death Ligand-1) est une protéine transmembranaire 

exprimée à la surface des cellules tumorales  ainsi qu’à la surface d’un grand nombre de 

cellules immunosuppressives du micro-environnement tumoral (lymphocytes T CD4              

et CD8, régulateurs, B, cellules NK, cellules dendritiques et monocytes). Elle est capable de 

se lier au récepteur de mort cellulaire programmée (PD-1 ou Programmed Death Receptor 

1) exprimé à la surface des lymphocytes. Ainsi, il est admis que l’expression tumorale de 

PD-L1 constitue un mécanisme d’échappement majeur des cancers à la réponse immunitaire 

adaptative antitumorale. [10] Ces dernières années, PD-L1 et PD-1 ont fait l'objet d'un examen 

méticuleux  en tant que cibles potentielles pour le traitement du cancer. 

 

L'expression de PD-L1 est régulée positivement dans le cancer du poumon [12 ], le cancer du 

sein [13], le cancer du pancréas [ 14 ], le carcinome hépatocellulaire [ 15] , le mélanome [ 16 ] et 

d'autres tissus. Il y a actuellement un manque de recherche systématique sur le cancer 

colorectal.  

Par conséquent, cette étude a recueilli 30 échantillons tissulaire de  patients présentant un 

CCR, dans le but d’évaluer l’expression de PDL1 en corrélation avec le profil MMR et 

l’expression des lymphocytes infiltrant les tumeurs  « TILs » CD4 et CD8 dans le stroma 

par  une étude immunohistochimique.  
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I. Cancer colorectal : 

 

1. Epidémiologie et étiologie : 

 

Les cancers du côlon sont des tumeurs qui naissent à partir de la prolifération d’un clone de 

cellules de l'épithélium et représente environ 15 % de l’ensemble des cancers. 

Le cancer colorectal atteint le gros intestin ou le rectum .Ils touchent plus fréquemment le 

sexe masculin que le sexe féminin et affecte le côlon, dans 60 % des cas et, dans 40 % des 

cas, le rectum. [17] L’adénocarcinome est la forme la plus fréquente des cancers touchant le 

côlon et le rectum (95 %). 

Selon une étude réalisée à l’Institut National d’Oncologie à Rabat, le Cancer colorectal 

occuperait la première place parmi les cancers gastro-intestinaux au Maroc (40,3%). 

L'incidence du CCR a augmenté au cours de la dernière décennie dans les pays développés, 

mais les données épidémiologiques ne sont pas disponibles pour le Maroc en raison de 

l'absence d'un registre national du cancer.  [18] 

Les cancers colorectaux sont sporadiques dans 80 % des cas, et 20% sont liés à une 

prédisposition génétique. 

Son incidence varie d’un pays à l’autre du fait des différences dans le mode de vie des 

populations, le type d'alimentation et la prédisposition héréditaire. Les principaux facteurs 

de risque du cancer colorectal sont l’âge (plus de 40ans), les maladies inflammatoires de 

l’intestin, un antécédent personnel ou familial d’adénome ou de cancer colorectal, une 

prédisposition génétique, la consommation excessive de viande rouge, de charcuterie ou 

d’alcool, le tabagisme ainsi que l’obésité́. [19] 
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2. Anatomie et histologie du colon : 

o Anatomie du colon: 

Le côlon est la partie du tractus digestif située entre l'intestin grêle et le rectum, il 

forme avec le caecum le gros intestin. 

Le côlon a pour fonctions principales d’absorber l’eau et le sel des aliments et de fabriquer les 

matières fécales et de les acheminer vers le rectum. 

Il mesure en moyenne chez l'adulte 1,5 mètres de longueur, un diamètre  de 8 cm et subdivisé 

en quatre segments se faisant suite : le colon droit ou colon ascendant, le colon transverse, 

le colon gauche appelé aussi le colon descendant puis le colon sigmoïde. [20] 

 

Figure 1 : Anatomie du gros intestin. [20] 

 

o Histologie du colon: 

En microscopie optique, la paroi du côlon est formée de cinq couches différentes : La muqueuse, 

la musculaire muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. [21] 

https://sante.journaldesfemmes.fr/fiches-anatomie-et-examens/2794453-caecum-definition-schema/
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L’adénocarcinome prend naissance dans les cellules qui produisent du mucus                               

« cellules glandulaires» le long du revêtement interne du côlon ou du rectum, c’est-à-dire la 

muqueuse. On parle d’adénocarcinome colorectal infiltrant lorsque les cellules tumorales 

dépassent la musculaire muqueuse. Pour déterminer le stade du cancer, les médecins 

s’appuient le plus souvent sur un système international de classification appelé 

TNM (Tumor, Node, Mestastasis). 

- T : profondeur de la tumeur dans la paroi du colon ou du rectum. 

- N : présence ou absence de cellules tumorales dans les ganglions lymphatiques. 

- M : présence ou absence de métastases dans d’autres organes.  

Il existe 5 stades d’évolution du cancer colorectal : 

 le stade 0 qui correspond à une tumeur dite in situ, le cancer est seulement à la surface 

de la paroi du colon ou du rectum. 

 le stade 1 qui correspond à une tumeur de petite taille, le cancer pénètre dans la paroi 

mais il ne l’a pas traversée d’un bord à l’autre. 

 le stade 2 qui correspond à un volume local plus important, le cancer traverse 

complètement la paroi du colon ou du rectum. 

 le stade 3 qui correspond à un envahissement des ganglions lymphatiques ou des 

tissus avoisinants. 

 le stade 4 qui correspond à une extension plus large dans d’autres organes. Ce sont 

des métastases. [22] 

 

 

 

 

 

            

        Figure 2 : Histologie dela paroi du colon.[23] 
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3. Diagnostic et traitement du cancer colorectal : 

Dans 80 % des cas, les cancers colorectaux se développent à partir d’une tumeur 

bénigne. Elle est appelée polype adénomateux ou adénome. Ces adénomes sont très 

fréquentes et restent généralement sans gravité, mais 2 à 3 % d’entre elles se développent, 

grossissent et finissent par se transformer en cancer.  

Un certain nombre d’examens doivent être effectués pour confirmer le diagnostic de cancer 

du côlon et en évaluer le stade. L’ensemble de ces examens sont appelés : bilan diagnostique. 

Il comporte :  

 Le bilan initial, qui a pour but de confirmer la présence d’un cancer, de le localiser 

et de définir de quel type de cancer il s’agit.       

 Le bilan d’extension, qui a pour objectif de compléter le diagnostic. Il consiste à 

évaluer l’étendue et la propagation du cancer. C’est ce qui permet de définir le stade 

du cancer. [22] 

Lorsqu’un médecin suspecte la présence d'un CCR (par exemple après un test révélant la 

présence de traces de sang dans les selles), il prescrit un examen endoscopique du rectum 

et du côlon : la coloscopie. La coloscopie consiste à visualiser la paroi du colon et du 

rectum à l’aide d’une sonde endoscopique souple, un ensemble de fibres optiques capables 

d’éclairer et de filmer ces organes qui est introduit par l’anus du patient. Cet examen se fait 

sous anesthésie générale et nécessite que le côlon soit vidé de son contenu. 

Le traitement dépend essentiellement du siège de la tumeur et de la classification TNM 

fournis par l’anatomo-pathologiste et de l'état général du patient. 

Différentes modalités de traitement du cancer colorectal peuvent être utilisées à tour de 

rôle ou en association. Les plus utilisées (standard), à travers le monde, sont les suivantes : 

 La chirurgie représente le principal traitement des cancers colorectaux. 

L'intervention consiste à retirer le segment du côlon concerné. 

 La radiothérapie est principalement utilisée dans le cancer du rectum. Elle survient 

généralement avant la chirurgie et est souvent associée à une chimiothérapie. Elle a 

principalement pour objectif de diminuer le risque de récidive locale. 

https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-du-colon/Les-traitements#toc-quels-sont-les-traitements-possibles-en-fonction-du-stade-du-cancer-du-c-lon-
https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-du-colon/Les-traitements#toc-quels-sont-les-traitements-possibles-en-fonction-du-stade-du-cancer-du-c-lon-
https://www.vidal.fr/sante/examens-tests-analyses-medicales/endoscopie-fibroscopie-coloscopie/endoscopie-basse-coloscopie.html
https://www.gustaveroussy.fr/fr/chirurgie-viscerale
https://www.gustaveroussy.fr/fr/radiotherapie
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 Après la chirurgie, une chimiothérapie complémentaire peut être proposée si la 

tumeur a envahi les ganglions de voisinage. Ce traitement consiste à administrer par 

voie orale ou veineuse des médicaments dans le but de réduire ou stabiliser la tumeur. 

Le médicament de référence est le 5-fluorouracile ou 5FU.  

 Les thérapies ciblées sont des médicaments anticancéreux qui bloquent un 

mécanisme précis de la cellule tumorale. [24] 

 

II. Evaluation du statut MMR : 

 

Dans le cancer colorectal, une anomalie moléculaire se révèle être d’un intérêt 

important à la fois pour le choix de certains traitements, l’orientation vers un 

apaisement thérapeutique ou encore l’amélioration du suivi des patients à risque,           

il s’agit du phénotype MSI qui représente environ 15 % des CCR.                                           

L’instabilité des séquences répétées en tendem du génome, nommées microsatellites, est une 

conséquence de l’inactivation fonctionnelle d’un système de réparation des erreurs produites 

au cours de la réplication de l’ADN, c’est le système MMR ( mismatch repair). Elle signe 

un phénotype tumoral fréquent appelé MSI, qui a été mis en évidence il y a un peu plus de 

20 ans. [25] L’origine de ce déficit est soit somatique (cas le plus fréquent, environ 80% des 

CCR MSI), soit héréditaire dans le cadre du syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis 

Colorectal Cancer) également appelé syndrome de Lynch .En effet, le syndrome HNPCC est 

lié à une mutation constitutionnelle d’un des gènes codant pour des protéines (MLH1, 

MSH2, MSH6 et PMS2) impliquées dans la réparation des erreurs de mésappariements de 

l’ADN (protéines du système MMR). Lors d’un dysfonctionnement de ce système, 

l’accumulation des anomalies entraîne une instabilité du génome, en particulier au niveau 

des microsatellites.  

 

 

https://www.gustaveroussy.fr/fr/chimiotherapie
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1 . Mécanisme de réparation des mésappariements de l’ADN : 
 

Il est aujourd’hui admis, que la préservation de l’intégrité du génome n’est possible 

que grâce à l’existence de systèmes multiples intervenant dans des processus complexes de 

réplication, de réparation et de recombinaison de la molécule d’ADN. Pour prévenir de tels 

effets délétères et préserver l'intégrité du génome, les cellules possèdent de multiples 

mécanismes pour réparer les dommages causés à l'ADN et ainsi prévenir les mutations.         

Le système de réparation des erreurs de réplication de l’ADN (système MMR, mismatch 

repair), indispensable à la cellule, en est une illustration.  

Les mésappariements d’ADN susceptibles d’être réparés par le système MMR sont, 

dans la plupart des cas, la conséquence d’erreurs commises par l’ADN polymérase lors du 

processus de réplication. [26]L’existence d’un processus MMR post-réplicatif permet 

d’augmenter la fidélité de la réplication. 

L’instabilité microsatellitaire est la conséquence d’une défaillance du système de réparation 

des mésappariements de l’ADN qui surviennent au cours de la réplication : c’est le système 

MMR, dont les principaux gènes codants sont les gènes MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2. 

Lorsque le système MMR ne fonctionne plus, les mutations s’accumulent dans le génome 

qui devient « hypermuté ». 

La réparation d’un mésappariement se fait généralement en trois étapes : 

a) La détection des lésions ou du mésappariement,  

b) La reconnaissance et le clivage du brin lésé, 

c) La reconstitution de l’intégrité de l’ADN par ligation et resynthèse. [27] 

2 . Statut MMR et phénotype MSI : 

Il existe plusieurs méthodes de détection d'un phénotype MSI: la biologie 

moléculaire,  le séquençage à haut débit, mais la méthode la plus simple et la plus utilisée, 

est l’immunohistochimie.  
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La biologie moléculaire et l’immunohistochimie sont équivalentes pour le dépistage 

de ce statut dans le cancer colorectal. En revanche, il n’y a pas de recommandation dans 

d’autres sites tumoraux. 

Le système MMR est constitué principalement de 4 protéines: MLH1, MSH2, PMS2 et 

MSH6. Celles-ci fonctionnent en tandem (MLH1-PMS2 et MSH2-MSH6).          

En immunohistochimie, l’instabilité microsatellitaire s’accompagne d’une perte 

d’expression de protéine(s) du système MMR. On parle de tumeur dMMR (deficient MMR). 

Le phénotype MSS, se traduit par l’expression des quatre protéines du système MMR, et la 

tumeur est dite pMMR (proficient MMR). [28,29]  

Le phénotype MSI ou RER (Replication ERror) constitue un indicateur du syndrome 

HNPCC (l’absence de MSI est en nette défaveur d’un syndrome de Lynch). Cependant, le 

résultat de ce test tumoral ne suffit pas à lui seul pour confirmer le syndrome HNPCC 

(existence de cancers colorectaux sporadiques MSI) et une évaluation oncogénétique doit 

être pratiquée.  

La recherche de l’instabilité des microsatellites est réalisée pour dépister les patients 

susceptibles d’être atteints d’un syndrome de Lynch ou à but thérapeutique dans les cas de 

CCR de stade II résistants à la chimiothérapie type 5FU.  

Certaines de ces thérapies ont été couramment utilisées pour traiter les CCR 

métastatiques, ce qui est le cas par exemple avec des médicaments ciblant les récepteurs des 

facteurs de croissance épidermique (EGFR). L’exemple le plus connu dans le domaine du 

traitement des CCR métastatiques est celui de la protéine RAS. Le gène RAS, codant pour 

cette protéine, est connu comme étant un oncogène depuis le début des années 1980. [30,31] 

Ce n’est qu’en 2008 que le lien entre présence d’une mutation somatique sur les codons 12 

ou 13 et résistance aux traitements anti-EGFR (cetuximab ou panitumumab) a été́ établi.[32] 
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Figure 3: Schéma thérapeutique des cancers colorectaux de stade II.[33] 

 

Figure 4 : Schéma thérapeutique des cancers colorectaux métastatiques.[33] 
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III. Expression de la protéine PDL1: 

1. Protéine PDL1 « B7-H1 » : 

 PD-L1 (Programmed death-ligand 1) ou CD274, également connu comme B7-

H1, est une protéine transmembranaire composée de 288 acides aminés et codée par le gène 

CD274 présent sur les chromosomes 9 chez l’Homme. PDL1 est exprimée à la surface des 

cellules tumorales ainsi qu’à la surface d’un grand nombre de cellules immunitaires : les 

lymphocytes T CD4 et CD8, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les LB, 

cellules NK, cellules dendritiques et macrophages, et capable de se lier au récepteur de mort 

cellulaire programmée (PD-1 ou Programmed Death Receptor 1). [34] 

Le ligand de mort cellulaire programmée 1 (PD-L1) est une molécule immunorégulatrice clé 

qui, lors de l'interaction avec son récepteur PD-1 exprimée par les lymphocytes T activés, 

déclenche un signal inhibant transitoirement ou définitivement les capacités cytotoxiques 

des lymphocytes T CD8+). Ainsi, il est admis que l’expression tumorale de PD-L1 constitue 

un mécanisme d’échappement majeur des cancers à la réponse immunitaire adaptative 

antitumorale. [35] PD-L1 joue aussi un rôle majeur dans la suppression du système 

immunitaire lors de la grossesse, d’allogreffes de tissus, de maladie auto-immune etc.  

De manière schématique, l’axe PD-1/PD-L1 forme, au sein de la tumeur et du                    

micro-environnement tumoral, un couple moléculaire responsable de la transduction d’un 

signal inhibiteur bloquant la cascade de signalisation déclenchée en aval du TCR.  

 

Figure 5 : Le couple PD-1/PD-L1 et l'échappement immunitaire anti-tumoral [36] 
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2. Expression de PDL1 : 

 

PD-L1 exprimé dans divers types de cellules immunitaires peut aussi affecter 

l’immunité anti-tumorale. Par exemple, l’expression de PD-L1 par les cellules non-

tumorales comme les MDSC (myeloid-derived supressor cells) et les Treg est également 

susceptible d’être un médiateur important du dysfonctionnement des LT. PD-L1 exprimé sur 

les MDSC induit la production d’IL-10 par ces cellules, ce qui supprime la prolifération des 

LT CD8+, ainsi que la production d’IFN-γ et de médiateurs cytotoxiques tels que le 

Granzyme B. PD-L1 exprimé par les APC a un rôle dans l’induction de Treg périphérique 

(pTreg) et dans le maintien de la fonction suppressive des cellules pTreg. [37] 

L’augmentation de l’expression de PD-L1 a été démontrée dans de nombreux types de 

cancers (par exemple, le mélanome (40%-100%), le CBNPC (35%-95%)…). 

De plus, des niveaux élevés de PD-L1 sont liés à un mauvais pronostic dans le cancer du 

sein, le cancer rénal, le cancer ovarien etc. Il a été aussi montré que l’expression de PD-L1 

peut augmenter la résistance des cellules tumorales aux traitements. [38] 

L'importance de l'expression de PD-L1 sur des tumeurs solides en tant que biomarqueur 

pronostic a été rapportée dans de nombreuses études, dont beaucoup ont noté l'association 

entre l'expression de PD-L1 dans les tissus tumoraux et un mauvais pronostic, bien que cette 

association varie selon le type de la tumeur. 

La détermination des taux de PD-L1 dans les tumeurs peut donc aider les médecins pour 

identifier les patients les plus susceptibles de bénéficier d'une thérapie anti – PD-1 / PD-L1. 
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Figure 6 : Expression du couple PDL1/PD1 dans différents types cellulaires [39] 

 

 

IV. Immunothérapie : 

1 . Immuno-échappement des cellules tumorales : 

 

Les cellules du système immunitaire peuvent avoir la Capacité de reconnaître, infiltrer et 

éliminer certaines cellules cancéreuses ; pourtant, quelques-unes de ces dernières échappent 

à la surveillance immunitaire et à la mort induite par le système immunitaire. 

L’immunosurveillance implique les cellules du système immunitaire adaptatif comme les 

CTL (Cytotoxic T Lymphocytes) et les Lymphocytes T helper. 

Plusieurs stratégies amplifiées lors de la progression tumorale empêchent la reconnaissance 

des cellules cancéreuses par le système immunitaire, et permettent l’acquisition d’un 

phénotype malin et agressif. Aussi les tumeurs peuvent également développer des 

mécanismes de résistance à l’apoptose induite par les cellules de l’immunité, et sécréter des 

molécules immuno-suppressives engendrant un défaut d’activation lymphocytaire.[40,41]                  
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La reconnaissance du complexe CMH-antigène par le TCR (T-cell Receptor) nécessite une 

quantité suffisante d’antigène. 

 L’acquisition lors de la croissance tumorale de mutations favorisant la perte ou la 

diminution de l’expression d’antigènes tumoraux  rend les cellules malignes indétectables 

par les LT CD8+ spécifiques. [42] Ce mécanisme, aussi appelé « Antigenic drift », permet 

donc l’immuno-échappement des cellules cancéreuses.  

Les tumeurs peuvent également devenir invisibles pour les cellules de l’immunité innée en 

perdant l’expression de ligands activateurs des cellules NK. 

Une perte totale d’expression des molécules CMH-I à la surface des cellules cancéreuses 

induirait donc leur destruction par les NK. Le plus souvent, cette perte d’expression est 

partielle et caractérisée par une diminution de la présentation d’un ou plusieurs épitopes 

dominants, ce qui permet de conserver l’aptitude des cellules cancéreuses à stimuler les 

récepteurs inhibiteurs des NK, et en conséquence, empêcher leur activation. [43]  

Les cellules cancéreuses utilisent divers moyens pour ne pas être reconnus par les cellules 

du système immunitaire, comme :  

- La libération de cytokines inhibitrices (comme, l’IL-10 et le TGF-β)                                             - 

-L’expression de molécules inhibitrices (comme PDL-1)                                                                       -  

-La perte des ligands solubles pour les récepteurs activateurs des cellules NK comme ULBPs 

(UL16 binding proteins), MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A), MICB 

(MHC class I polypeptide-related sequence B), et FasL (Fas ligand). [44] 

Figure 7 : Immuno-échappement des cellules tumorales. [45] 
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2. Immunothérapie anti-checkpoints : 

 

L’immunothérapie représente désormais un des piliers de la prise en charge du 

cancer. Elle représente une avancée majeure et est au cœur de tous les congrès 

internationaux, notamment avec l’arrivée des inhibiteurs de points de contrôle (checkpoint) 

immunitaire (ICI, immune checkpoint inhibitors).                                                                                                                                                                 

Le prix Nobel de physiologie ou de médecine 2018 a été rapporté par deux chercheurs en 

immunothérapie du cancer, James P. Allison, PhD, du MD Anderson Cancer Center de 

l'Université du Texas, et au Dr Tasuku Honjo de l'Université de Kyoto, au Japon. Allison et 

Honjo ont été honorés pour leurs travaux visant à découvrir des moyens d'activer le système 

immunitaire pour lutter contre le cancer, une avancée décisive dans le développement de 

nouveaux traitements contre le cancer. Allison a étudié la protéine CTLA-4 et Honjo a 

découvert PD-1, une autre protéine présente à la surface de certains lymphocytes T. [46] 

Les ICI sont des anticorps thérapeutiques monoclonaux dirigés contre les points de contrôle 

du système immunitaire. Actuellement, les anti-checkpoint qui sont utilisés en cancérologie 

ciblent des récepteurs inhibiteurs présents à la surface des lymphocytes (PD1) ou leur ligand 

(PD-L1). Les inhibiteurs des points de contrôle immunitaire vont bloquer les mécanismes de 

frein mis en jeu par la cellule tumorale et réactiver le système immunitaire pour lui permettre 

de lutter contre les cellules tumorales. 

Les médicaments qui ciblent la PD-1 comprennent Keytruda (pembrolizumab) et Opdivo 

(nivolumab), tandis que les médicaments qui ciblent la PD-L1 comprennent l'azéolizumab 

(Tecentriq), l'avelumab (Bavencio) et le durvalumab (Imfinzi).Après leurs résultats 

spectaculaires dans le mélanome métastatique, suivi des cancers du poumon inopérables, les 

cancers du rein et urothéliaux, certains cancers gastro-intestinaux, certains lymphomes, plus 

d’une centaine d’essais cliniques sont actuellement en cours et l’utilisation des ICI est 

devenue l’une des stratégies thérapeutiques la plus prometteuse en oncologie. [47]                                     

Ces immunothérapies sont le plus souvent prescrites en cas d’échec d’un traitement 

antérieur (par exemple une chimiothérapie).  
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Elles sont parfois autorisées en première ligne, seules ou en association, dans certaines 

indications. De manière générale, l’immunothérapie anti-PD1 ou anti-PDL1 est mieux 

tolérée que la chimiothérapie.  

L’immunothérapie marque donc un changement majeur dans le traitement du cancer : 

on ne cherche plus à détruire directement les cellules tumorales mais à donner des 

armes au système immunitaire pour lui permettre de lutter contre la maladie . [48] 

                                          

 

 

 

 

 

Figure 8 : Le couple PD-1/PD-L1 et l'approche anti-PD-1 / PD-L1. [49] 

Figure 9 : Mode d’action des anti-PD-1/PD-L1. [48] 
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V. Objectif et but de l’étude : 

La liaison du PD-1 à son ligand PD-L1 supprime l’activation, la prolifération ainsi que  

la sécrétion des cytokines cytotoxiques des lymphocytes T, induisant une anergie et 

entraînant l’inhibition de la réponse immunitaire et l’échappement des cellules tumorales.  

Actuellement, il y a un manque de recherche systématique sur l’expression de la protéine 

PDL1 dans le cancer colorectal, mais son expression est régulé positivement dans plusieurs 

tissus comme : cancer du poumon, le cancer du sein, le cancer du pancréas, le mélanome etc. 

Le présent travail, recueillant une série de 30 cas d’adénocarcinome colorectal, est réalisé au 

sein du service d’anatomie pathologique du centre hospitalier universitaire Mohammed VI 

de Marrakech. 

Notre premier objectif de cet étude est d’évaluer l’expression de PDL1 dans des tissus 

tumoraux du colon, afin d’analyser la corrélation entre l’expression du PD-L1 et le statut 

MMR par une étude immunohistochimique, et de comparer les résultats aux données de la 

littérature. 

Ainsi nous avons exploré le degré d'expression des TILs CD4 et CD8 dans l’adénocarcinome 

colorectal afin d’étudier la corrélation entre l’expression du PD-L1 et celle de CD8 et CD4, 

faisant office de  notre deuxième objectif. 
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I. Population d’étude : 

1. Type et durée d’étude : 

Il s’agit d’une étude prospective menée au service d’anatomie pathologique du CHU 

Mohammed Vl de Marrakech portant sur 30 cas d’adénocarcinome colorectal infiltrant sur 

une période de 4 mois. 

 

2. Critères d’inclusion : 

 
 Patients présentant un adénocarcinome colorectal  confirmé à l’étude anatomo-

pathologique. 

 Prélèvements tissulaires, uniquement des pièces opératoires, parvenus au service  à 

l’état frais ou fixé au Formol. 

  Prélèvements internes provenant des différents services du CHU Mohammed Vl de 

Marrakech et externes reçus de laboratoires d’anatomie pathologique du secteur 

libéral sur lesquels une étude d’immunohistochimie à la recherche d’une instabilité 

micro-satellitaire a été demandée. 

 

3. Critères d’exclusion : 

 

 Biopsies de tumeur. 

 Epuisement du matériel tumoral inclus en paraffine. 

 La non-conformité des prélèvements liés aux aléas de la phase pré-analytique 

(mauvaise fixation).  

 

4. Sources des données : 

 
Les renseignements cliniques ont été recueillis en consultant les données relatives à chaque 

dossier à partir des fiches d’examens anatomo-pathologiques archivées, et à partir d’une 

requête via le logiciel DIAMIC du service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed 

VI de Marrakech. (Annexe 1) 
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5.  Paramètres recueillis :  
 

Les paramètres suivants ont été recueillis grâce à une fiche d’exploitation : Tableau 1. 

 L’âge ;  

 Le sexe ;  

 La nature du prélèvement ; 

 Siège de prélèvement ; 

 Type histologique. 

 

6. Méthode d’analyse des données : 
 

Les données ont été saisies et traitées sur Excel version 2013. 

 

Tableau 1 : Caractéristiques des patients. 
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II.  Méthodes et matériels d’études :  
 

1. Circuit du prélèvement tissulaire destiné à l’étude :  

Un circuit standard est traversé par les prélèvements reçus au sein du service d’anatomie-

pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech pour l’obtention d’un résultat 

histologique, immunohistochimique ou moléculaire. 

                  Figure 10 : Processus de réalisation du diagnostic anatomie pathologique. 
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1.1. La fixation : 

La phase pré-analytique conditionne la qualité de la technique immunohistochimique et donc 

la détection des protéines par IHC. Il est recommandé de réduire le plus possible la durée 

d’ischémie froide des prélèvements (<1H).  

Généralement pour les pièces opératoires un retard de fixation supérieur à 1 heure diminue 

de manière significative la détection de marqueurs immunohistochimiques. Le meilleur 

fixateur recommandé est le formol tamponné à 4%. Les prélèvements doivent être fixés 

durant 6heures pour les biopsies et jusqu’à 48h pour les pièces opératoires, en utilisant un 

volume de fixateur suffisant. 

1.2. L’enrobage : 

Après que les pièces opératoires ont été inclus dans des casettes et traités pendant 15h dans 

l’automate de circulation pour la déshydratation, elles vont ensuite être enrobées dans des 

moules d’aluminium et en paraffine en utilisant une plaque chauffante, formant après leur 

refroidissement des blocs. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 :Automate de circulation.  
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Figure 12 : Unité d’enrobage. 

1.3. Microtomie et coloration des lames : 

Les blocs FFPE, sont coupés à l’aide d’un microtome permettant de créer de fines coupes de 

3 µm à 4 µm du tissu étudié. Le ruban est par la suite étalé sur une lame blanche. L’évaluation 

de la quantité de cellules tumorales viables sur la coloration standard Hématéine éosine (HE) 

est une étape préalable indispensable à toute interprétation. 

Figure 13 : Réalisation des coupes au microtome. 



24 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Automate AutoStainer. 

 

2. Préparation des Tissus Micro-Array « TMA » : 

Les 30 blocs tissulaires ont été coupés au microtome, pour avoir des lames qui ont été 

par la suite colorées en HE par l’automate AutoStainer. Ensuite, les lames colorées ont été 

observé au microscope et confirmé par les spécialistes du service d’anatomie pathologique, 

pour la sélection tumorale. Après observation, on a entouré le foyer d’intérêt par un feutre 

permanent sur les lames histologiques. Par la suite, on a superposé les lames sur les blocs 

tissulaires dans le but de prélever à l’aide d’un panch les foyers d’intérêt et les monter dans 

des moules d’aluminium, pour réaliser des Tissus micro-array « TMAs ». En totalité, on a 

30 cas d’adénocarcinome colorectal, chaque TMA comprend 10 cas séparés, donc on a 

préparé 3 blocs TMAs pour les 30 cas d’adénocarcinome colorectal.  

On a utilisé le panch comme outil de préparation des blocs TMAs, parce qu’on a travaillé 

sur des pièces opératoires et non pas des biopsies (pas d’épuisement du matériel), et parce 

que la technique TMA nécessite beaucoup de temps pour la formation. 
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Sélection tumorale Concordance avec le bloc tissulaire 

Foyer entouré sur lame et bloc Décollement du foyer d’intérêt à l’aide 

d’un panch 

Montage dans des moules 

d’aluminium et dans la parrafine 
Foyer tumoral décollé des 30 blocs 

tissulaires 
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Figure 15 : Étapes de sélection tumorale et préparation des TMAs. 

 

3. Etude immunohistochimique : 

 

L’appareil Dako OMNIS a permis d’effectuer la technique immunohistochimique (IHC) 

automatisée sur 21 coupes de tissus d’adénocarcinome colorectal. L’automatisation de la 

technique permet de la standardiser et d’avoir une paillasse de qualité. 

La phase pré-analytique conditionne la qualité de la technique immunohistochimique et donc 

la détection des protéines par IHC. Il est recommandé de réduire le plus possible la durée 

d’ischémie froide des prélèvements. L’ischémie froide est définie comme le temps écoulé 

entre le moment où le prélèvement tissulaire est extrait du corps humain et sa mise au contact 

du fixateur. Généralement pour les pièces opératoires un retard de fixation  supérieur à 1 

heure diminue de manière significative la détection de marqueurs immunohistochimiques. 

Pour les biopsies il faut fixer le prélèvement immédiatement dans le fixateur (délai de 

quelques minutes). Le fixateur recommandé est le formol tamponné à 4%, les prélèvements 

doivent être fixés durant 6heures pour les biopsies et jusqu’ à 48h pour les pièces opératoires, 

en utilisant un volume de fixateur suffisant.  

Refroidissment du bloc de TMA TMAs après refroidissement 
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Pour chaque TMA on a préparé : 4 lames blanches pour l’étude du profil MMR avec 

les quatre anticorps, 1 lame pour l’étude de la protéine PDL1, 1 lame pour CD4 et 1lame 

pour CD8. Donc on a préparé 7 lames blanches pour chaque bloc de TMA, pour avoir vers 

la fin 21 lames blanches des trois bloc de TMAs réalisés précédemment.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Lames blanches pour immunohistochimie. 

 

Figure 17 : Automate d’immunohistochimie Dako OMNIS. 
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Figure 17: Automate d’immunohistochimie Dako OMNIS. 

 

L'immunohistochimie a été réalisée sur des coupes de paraffine de 4 μm. Les lames ont été 

incubées toute une nuit dans l’étuve à 37°C pour la fixation des coupes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Etuve « BINDER » . 
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3.1. Protocole IHC pour le marquage des TILs CD4 et CD8: 

 
Le même protocole a été suivi pour le typage des TILS CD4 et CD8 dans le 

microenvironnement tumoral.  

Pour l’étude immunohistochimique, nous avons utilisé deux anticorps, commercialisé par 

Dako: CD4 et CD8. Pour chaque bloc de TMA, on a coupé au microtome 2 lames blanches, 

ce qui fait en total 6 lames blanches pour les trois TMAs. 

La description des marqueurs ciblés et des protocoles d’immunohistochimie figurent dans le 

Tableau 5.  

Pour CD8 et CD4, les tissus ont été incubés dans du peroxyde d’hydrogène (H2O2) pendant 

10 minutes pour bloquer les peroxydes endogènes. Après un premier rinçage par le Tampon 

de lavage, l’anticorps primaire a été appliqué sur les tissus pendant 30minutes. Un deuxième 

rinçage qui consiste à laver deux fois les tissus par le tampon de lavage pendant 5minutes 

est suivit par l’application de l’anticorps secondaire couplé à l’HRP pendant 20 minutes. Les 

tissus ont subi  un troisième rinçage similaire au deuxième, puis   le chromogène DAB sera 

ajouté pendant 10 minutes. Après un dernier rinçage par l’eau distillé, les coupes ont été 

contre-colorées par l’Hématoxyline de Mayer qui entraîne une coloration bleu clair à bleu 

foncé des noyaux cellulaires ce qui permet de visualiser le marquage immunohistochimique 

quand il existe. Finalement les tissus ont été déshydratés et montés pour l’observation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Anticorps anti CD4 et anti CD8 pour marquage des TILs. 
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             Tableau 2: Marqueurs des TILs 

 

Marqueurs  Fabriquant  Clone  Isotype  Expression  

CD8  Thermo  C8/144B  IgG1, Kappa  Membranaire  

CD4 Thermo  C4/144B  IgG1, Kappa  Membranaire  

 

 

3.2. Protocole IHC pour le marquage des protéines MMR : 

 

Pour l’étude immunohistochimique du profil MMR des 30 cas, nous avons utilisé 

quatre anticorps : MLH-1, PMS2, MSH2 et MSH6. Pour chaque bloc de TMA, on a préparé 

quatre lames blanches, ce qui fait 12 lames en totalité pour la détermination du profil MMR. 

Les 12 lames blanches précédemment étuvées, ont été chargés dans l’automate Dako 

OMNIS avec les quatre anticorps appropriés. 

Pour la révélation du statut MMR on a suivi le même protocole (Technique 

imunohistochimique légèrement modifiée : augmentation du temps d’incubation de 

l’anticorps et du DAB, l’ajout d’un Linker après incubation de l’anticorps primaire pendant 

10minutes). Ceci est dû au fait que le test MMR se fait généralement sur des pièces 

opératoires qui sont souvent mal fixées (modifications recommandées par le fournisseur des 

anticorps (Dako)).   

 

 

 

 

 

 

  

 
 

Figure 19: Anticorps pour le marquage des protéines MMR. 
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             Tableau 3: Marqueurs des protéines MMR 

 
Marqueurs  

 

Fabriquant  Clone  Isotype  Expression  

MLH1  Dako  ES05  IgG1  Nucléaire  

PMS2  Dako  EP51  IgG1  Nucléaire  

MSH2  Dako  FE11  IgG1  Nucléaire  

MSH6  Dako  EP49  IgG1  Nucléaire  

 

 

3.3. Protocole IHC pour le marquage de la protéine PDL1: 

 
Pour la recherche de l’expression de PD-L1, nous avons utilisé un Kit validé, 

commercialisé par Dako. Ce Kit contient tous les réactifs (prêt à l’emploi) nécessaires pour 

la technique classique d’Immunohistochimie avec deux réactifs en plus (Linker et DAB 

Enhancer) pour optimiser et standardiser la technique. Le kit contient aussi des lignées 

témoins externes positifs et négatifs. Le Linker sert à amplifier l’intensité du signal et on 

l’ajoute après incubation de l’anticorps primaire pendant  30minutes. Le DAB Enhancer  

intensifie la coloration du DAB et produit un dépôt de coloration brun foncé et on l’ajoute 

après incubation du DAB pendant 5minutes.  

 Après la technique immunohistochimique, on a procédé à une contre coloration des 

trois lames blanches des trois TMAs.Les lames ont été déposées dans une chambre humide, 

et rincées à l’eau distillée, ensuite elles ont été incubées dans l’hématoxyline pendant 5min, 

et finalement rincées au tampon « Wash Buffer ».  

Tableau 4: Marqueur de la protéine PDL1  
 

Marqueurs  Fabriquant  Clone  Isotype  Expression  

PDL-1  Dako  22C3  IgG1  Membranaire  
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   Figure 21 : Anticorps pour marquage de PDL1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Contre coloration des lames. 
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Tableau 5: Protocole d’immunohistochimie pour la révélation des protéines utilisées 

 

Anticorps 

Primaire 

 

Prétraitement 

 

Dilution 

 

Temps 

d’incubation 

 

Réactif de 

visualisation 

 

Dilution 

 

Temps 

d’incubation 

 

Révélation 

Anti- 

MLH1 

 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

 

1 :50 

Dako 

 

1H 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

30 min 

 

 

DAB 

(Kit Dako) 

Anti- 

PMS2 

 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

1 :50 

Dako 

 

1H 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

30min 

 

DAB 

(Kit Dako) 

Anti- 

MSH2 

 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

 

1 :50 

Dako 

 

1H 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

30min 

 

DAB 

(Kit Dako) 

Anti- 

MSH6 

 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

1 :50 

Dako 

 

1H 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

30min 

 

DAB 

(Kit Dako) 

Anti- 

PDL-1 

 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

Prêt à 

l’emploi 

Dako 

 

30min 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

20min 

 

DAB 

(Kit Dako) 

Anti-CD8 

Anti-CD4 

Tampon 

concentré 

(x50) 

PH 9 

1 :50 

Thermo 

 

30min 

Polymère 

HRP- 

conjugué 

(Dako) 

 

Prêt à 

l’emploi 

 

20min 

 

DAB 

(Kit Dako) 
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Toutes les lames destinées à l’étude immunohistochimique de PDL1, du statut 

MMR et des TILs CD4 et CD8, ont été traitées comme suit : 

- Les lames ont été montées dans des racs pour les introduire dans l’automate 

d’immunohistochimie Dako Omnis. (A)  

- Les Ac ont été chargés dans l’automate d’IHC Dako OMNIS. (B) 

- Les 21 lames ont été déchargées. (C) 

- Contre coloration des 3 lames de PDL1. 

- Déshydratation des lames dans des bains d’alcool et toluène. (D) 

- Montage des lames pour observation au microscope. (E) 

 

  

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A

 
 A 

B 
A

 
 A 

Montage dans les racs 

Chargement des racs dans l’automate  

Dako OMNIS 
Chargement des anticorps 
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C

 

 A

 
 A 

 A 

C

 

 A

 
 A 

 A 

E

 

 A

 
 A 

 A 

D

 

 A

 
 A 

 A 

Déchargement des lames Lames déchargées 

Unité de montage  Montage des lames  
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Figure 23 : Etapes de l’étude immunohistochimique réalisée au sein du service d’anatomie 

pathologique, CHU Marrakech. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E

 

 A

 
 A 

 A Visualisation au microscope 
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Résultats 
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I. Données démographiques des cas étudiés : 

Les données démographiques et les caractéristiques cliniques des 30 cas de Cancer 

colorectal sont présentées en détail dans le Tableau 10 (Annexe 2). 

1. Age : 

Dans notre série, La moyenne d’âge des patients atteints de cancer colorectal est de 

55 ans, avec un intervalle allant de 37 ans à 81 ans. 

 

Figure 24 : Répartition des patients en fonction de l’âge. 

 

2. Sexe : 

La population étudiée présente une prédominance masculine. Sur nos 30 cas de 

cancers colorectaux, 18 cas sont de sexe masculin et 12 cas sont de sexe féminin avec un 

ratio de 1,5. 
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     Figure 25: Répartition des patients en fonction du sexe. 

 

3. Différenciation tumorale : 

Dans notre série, l’étude de la différenciation a révélé́ ce qui suit : 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Figure 26: Répartition de la différenciation d’adénocarcinome colorectal. 

60%

40%
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Féminin
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20%

7%

Type histologique

ADK Moyennement
différencié

ADK Bien différencié

ADK mucineux

ADK peu différencié
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 Ainsi, l’adénocarcinome colorectal était le plus souvent moyennement différencié́                     

(63% des cas) et le moins souvent peu différencié (7% des cas). 

II. Résultats de l’étude immunohistochimique : 

Les protéines recherchées sont MLH-1, PMS2, MSH2, MSH6, PD-L1, CD8 et CD4. 

 

1.  Résultat de l’expression des protéines MMR : 

Pour l’interprétation du statut MMR, nous avons pris en considération la présence du 

marquage nucléaire des protéines au niveau des cellules tumorales infiltrantes. Dans notre 

étude un cas est considéré dMMR lorsque les cellules tumorales n’expriment pas la ou les 

protéines MMR.  

Afin d'analyser le système protéique de réparation de mésappariement dans les tumeurs, 

l’immunohistochimie a été effectuée en utilisant des anticorps spécifiques des protéines 

MMR (MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2). 

Parmi les cas du CCR étudiés, 28cas (93%) présentaient un profil MMR proficient (pMMR) 

alors qu’un dMMR a été identifiée dans deux cas (7%). Le premier Cas MSI (N° 22) est un 

adénocarcinome colorectal mucineux, alors que le deuxième cas MSI (N° 28) est un 

adénocarcinome peu différencié. 

 

Figure 27 : Répartition des cas en fonction du profil MMR. 

93%

7%

Profil MMR

pMMR

dMMR
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Le cas N° 28, a été exclus après  et replacé par un autre cas en raison de décollement du 

fragment causé par une mauvaise fixation lors de la phase pré-analytique, et cela conduit à 

des contraintes en immunohistochimie. 

Tableau 6: Données des cas dMMR.  

 

L’immunohistochimie a révélé une absence de l’expression de MLH1 et  de PMS2 dans les 

2 cas. L'expression de MSH2 et MSH6 a été maintenue dans toutes les tumeurs. 

          Figure 28: Exemple de marquage  immunohistochimique des protéines MMR d’un 

des deux cas du CCR avec profil dMMR(IHCx100). 

 

Absence d’expression nucléaire des cellules tumorales infiltrantes à l’anticorps anti-MLH1 

et anti PMS2, avec maintien de l’expression de MSH2 et MSH6 ; profil dMMR.  

               Figure 29: Exemple de marquage immunohistochimique des protéines MMR d’un 

des cas du CCR avec profil pMMR(IHCx40,IHCx200). 



42 
 

Une expression nucléaire des cellules tumorales infiltrantes aux quatre Ac utilisés : MLH1, 

MSH2, PMS2 et MSH6 ; profil pMMR. 

2. Résultat de l’expression des TILs CD4 et CD8 : 

L’expression du CD8 et CD4 est déterminée selon le marquage membranaire des 

cellules tumorales et le pourcentage des lymphocytes infiltrant les tumeurs CD4 et CD8 

marqués. Le tableau ci-dessous regroupe les pourcentages d’expression des TILs dans le 

microenviroonment tumoral, ainsi que le pourcentage des lymphocytes CD4 et CD8 marqués 

par rapport au TILs. 

Tableau 7: Expression des TILs CD4 et CD8. 

 

D’après l’étude, on a constaté l’absence totale de l’expression des LT CD4 dans le 

stroma, or que les LT CD8+ ont été présentes dans 19cas et 11cas n’expriment pas des LT 

CD8 dans les cas étudiés.  
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Figure 30: Exemple de marquage immunohistochimique des CD4 et CD8 d’un des cas du 

CCR (IHCx200). 

A : Absence d’expression des cellules lymphocytaire intra-tumoral à l’Ac anti CD4. 

B : Expression membranaire des cellules lymphocytaire intra-tumoral à l’Ac anti CD8. 

 

3. Résultat de l’expression de la protéine PDL1: 

Pour l’interprétation des résultats, nous nous sommes basés sur le marquage membranaire, 

l’intensité de marquage et le pourcentage de cellule carcinomateuse infiltrante marquée, 

ainsi que les lymphocytes intratumoraux. Le score des cellules tumorales ainsi que le score 

des TILS (granulocytes, cellules dendritiques, lymphocytes et macrophages) a été mesuré en 

pourcentage de 0 à 100. L’intensité d’expression de Pdl1 dans les cas étudiés varie de faible, 

modérée à intense. 

L'immunohistochimie de PD-L1 a été interprétée comme suit : 

- Les valeurs ≥ 1 % ont été attribuées comme positives à tout moment. 

- Les valeurs de score < 1 % ont été attribuées comme négatif. 

La positivité de PDL1 a été observée dans les lymphocytes intratumoraux dans 16 cas (86%), 

les autres cas (14 cas, 13%) ont été PDL1 négatifs. On a constaté l’expression membranaire 

de PDL1 au niveau des cellules tumorales dans 17 (56 ,6%), et 13 cas (43,3) ne présentaient 

aucune expression de PDL1. 

CD8 + CD4 - 

B A 
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Tableau 8: Expression de PDL1 dans la population étudiée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Résultats de l’expression de la protéine PDL1. 

D’après les résultats, on remarque une expression membranaire de PDL1 au niveau 

des TILs dans 16 cas d’adénocarcinome colorectal. Les cellules carcinomateuses infiltrantes 

montre une expression membranaire faible, modérée à intense dans  17cas 

d’adénocarcinome colorectal. Aucune positivité n’a été observée dans les autres cas. 
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 Figure 32: Exemple de marquage immunohistochimique de PDL1 de quelques cas du 

CCR (IHCx200 et IHCx100).  
A : Marquage membranaire modérée (IHCx200). 

B : Marquage membranaire intense (IHCx100).  

C : Absence de marquage (IHCx200). 

 

III. Résultats de l’analyse de la corrélation de PDL1 avec les différentes 

protéines : 

Les résultats de l’étude immunohistochimique et les caractéristiques cliniques des 30 cas 

de Cancer colorectal sont présentées en détail dans le Tableau R (Annexe). 

 

1. PDL1 et protéines MMR : 

Pour les deux cas dMMR, le pourcentage de cellules tumorales PDL 1+ est respectivement 

<1% et 5%, c’est-à-dire qu’on a une expression nulle à faible du PD-L1. Ces résultats 

suggèrent que dans le CCR les tumeurs MSI sont PD-L1 négatif, donc on pourra déduire des 

résultats que le profil pMMR de la tumeur peut être utilisé comme marqueur prédictif de 

l’efficacité de l’immunothérapie. Or que dans les tumeurs MSS, l’expression de PD-L1 n’est 

pas forcément positive.  

PDL1+ PDL1- PDL1+ 

A C B 
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2. PDL1 et TILs CD4 /CD8 : 

Comme les LT CD8 et CD4 jouent un rôle central dans l’immunité adaptative et dans 

l’évasion immunitaire associée à l’expression de PD-L1 dans les tumeurs, nous avons évalué 

leur expression dans les échantillons du CCR (30 cas) afin de déterminer la relation entre 

l'expression du PD-L1 et l’immunité antitumorale dans le microenvironnement tumoral. 

Nous avons constaté qu’il n’existe aucune association significative entre l’expression de 

PDL1 au niveau des cellules tumorales, et l’expression des Tils CD4/CD8 dans le 

microenvironnment tumoral. Comme le tableau 6 montre, on peut dire que, de la densité des 

lymphocytes T CD8 infiltrant les tumeurs n’est pas corrélée à une surexpression de PDL1. 

 

Tableau 9 : Corrélation entre profil MMR , PDL1 et TILs CD4 /CD8. 
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L'adénocarcinome colorectal est le troisième cancer le plus répandu dans le monde 

et l'une des principales causes de décès liés au cancer. L'émergence récente de divers agents 

immunothérapeutiques a rendu cruciale l'interprétation d'un microenvironnement tumoral 

complexe mêlé à des cellules immunitaires infiltrant la tumeur pour prédire le taux de 

réponse immunothérapeutique. [50]  

Cependant, dans l'adénocarcinome colorectal, il manque des études fournissant des analyses 

détaillées du ligand de mort programmé 1 (PD-L1) et des lymphocytes infiltrant les tumeurs 

(TIL) pour élucider leurs valeurs pronostiques et identifier les sous-groupes ciblables par 

immunothérapie, de préférence avec plusieurs immuno- biomarqueurs associés. Dans la 

présente étude , nous avons évaluer l’expression de PDL1 en corrélation avec le profil MMR 

,et il nous a paru important de connaître l’impact de l’infiltration lymphocytaire dans ces 

tumeurs, notamment les lymphocytes T cytotoxiques et régulateurs.  

Dans le système immunitaire normal, PD-L1 joue un rôle extrêmement important dans le 

maintien de l’équilibre entre l’immunité protectrice et la tolérance immunitaire dans le corps 

normal. Après liaison des lymphocytes T à leur récepteur PD-1, PD-L1 peut induire la 

transmission de signaux inhibiteurs conduisant à l’apoptose des lymphocytes T, régulant 

ainsi la tolérance immunitaire des lymphocytes T. [51]  

Dans le microenvironnement tumoral, l’expression de PD-L1 est régulée à la hausse via 

divers mécanismes, conduisant à l’activation anormale de la voie de signalisation PD-L1 / 

PD-1. Ceci, à son tour, inhibera la prolifération et la différenciation des cellules T par 

différents mécanismes, et induit l’apoptose des cellules T, médiant ainsi l’évasion 

immunitaire tumorale. Dans l'adénocarcinome colorectal, la valeur pronostique de 

l'expression de PD-L1 a été contradictoire. [50]   

Le phénotype d’instabilité des microsatellites avec déficience du système de réparation du 

mésappariement de l’ADN (MSI/dMMR) est observé dans environ 15-18 % des cancers 

colo-rectaux de stade II, 9-10 % des cas de stade III et 4-5 % des cas de stade IV. [52]   

Nous avons analysé le statut MMR dans une cohorte (n=30) du CCR en utilisant l’IHC. Nous 

démontrons que dans notre cohorte, la présence d’un statut dMMR est faible (7%).  
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L’étude de Sloan et al est la première étude qui a évalué l'association entre l’expression du 

PDL1 et le statut MMR dans les néoplasmes malins et a été réalisée en 2017. Elle montre 

que les fréquences d’expression de PD-L1 par immunohistochimie étaient dans 70% des 

carcinomes de l'endomètre (CE) liés au syndrome de Lynch, 33% des cancers de l'endomètre 

avec hyperméthylation sporadique du promoteur MLH1 et 10% des CE pMMR. [53]    

Dans une autre étude faite par Byeong-Joo Noh et al, la surexpression de PD-L1 était 

significativement associée au statut dMMR. [50]    

Corinna lang-schwarz et al ont démontré que la positivité PD-L1 était significativement 

corrélée avec les TIL> 5% et le déficit en MMR, et les cas PD-L1 positifs ont montré une 

survie globale (OS). [54]    

Dans la présente étude, On a une forte expression de PD-L1 dans les tumeurs pMMR, mais 

le rôle prédictif n’est pas assez justificatif étant donné le nombre limité de cas. Nos résultats 

sont cohérents avec ceux de Raoul A.Droeser et al qui ont démontré une forte expression de 

PD-L1 a chez 37 % des CCR maîtrisant la réparation des mésappariements (pMMR). [55]     

Les cellules TCD8 +, qui sont les principales cellules cytotoxiques, jouent un rôle essentiel 

dans la réponse immunitaire antitumorale à médiation cellulaire. Une étude de Tumeh et al 

a montré que les lymphocytes T CD8 + préexistants sont essentiels à la régression tumorale 

après un blocage thérapeutique de PD-1 / PD-L1 dans le mélanome métastatique, indiquant 

que les CD8 + des TILs jouent un rôle clé dans la réponse au traitement anti-PD-1. [56]     

Dans le CCR compétent en MMR (pMMR), une forte expression de PD-L1 était corrélée à 

l'infiltration par des lymphocytes CD8 +.  

Dans plusieurs types tumoraux et notamment dans les cancers colorectaux il a été montré 

qu’un infiltrat lymphocytaire tumoral CD8+ tumoral est associé à un meilleur pronostic. 

Dans notre étude, aucune corrélation n’a été détectée entre l’expression de PDL1 et 

l’expression des TILs CD4 et CD8 dans le microenvironnement tumoral. 

Récemment, Teng et al ont proposé de classer les tumeurs en quatre groupes basés sur 

l'expression de PDL1 et CD8. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959804913001238#!
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 Ils ont défini quatre catégories: type I résistance immunitaire adaptative (PD-L1 positive et 

TIL élevée), type II ignorance (PD-L1 négative et faible TIL), type III induction intrinsèque 

(PD-L1 positive et faible TIL), et type IV tolérance immunitaire (PD-L1 négatif et TIL 

élevé) Les tumeurs de type I sont les plus susceptibles de bénéficier d’un blocage par un 

seul agent anti – PD-1 /PD-L1, car c’est dans ces tumeurs que des cellules T intratumorales 

sont préexistantes et sont désactivées par l'engagement de PD-L1. Par conséquent, le fait de 

pouvoir définir correctement cette catégorie peut permettre de bénéficier d'un traitement 

anti-PD-1 /PD- L1 en évitant les toxicités et les coûts supplémentaires liés à l'utilisation 

d'approches d’immunothérapie combinée. La troisième catégorie « type III » indique que la 

positivité de PD-L1 seule ne peut pas être considérée comme un facteur prédictif de la 

réponse au traitement anti – PD-1 ou anti – PD-L1, car sans TIL dans la tumeur, il est peu 

probable que le blocage de PD-1 ou de PD-L1 conduise à une réponse des cellules T au 

cancer. [57]    

 Nous avons caractérisé le statut MMR dans des adénocarcinomes colorectaux par 

Immunohistochimie et avons conclu que la déficience du MMR est faible. Une forte 

expression de PD-L1 est associée au statut pMMR, mais suite au faible nombre de cas, 

l’association entre ces deux marqueurs mériterait de faire l’objet d’une étude plus 

approfondie avec un plus large échantillon.  

Peu d'études ont examiné l'expression de CD4 et CD8 en tant que biomarqueurs prédictifs. 

En revanche, les CD8 ont été largement étudiés pour leur valeur pronostique dans différents 

types de cancer. Des études d'immunohistochimie ont montré que les CD8 ont un effet 

favorable sur la survie globale dans différents types de tumeurs solides. Dans notre étude 

nous nous sommes basés seulement sur l’étude de l’association entre l’expression des CD8, 

CD4 et PD-L1 et aucune association significative n’a été détectée.  

Les inhibiteurs de l'axe PD-1/PD-L1 ont montré une efficacité thérapeutique dans les cancers 

colorectaux (CCR) de phénotype MSI (Microsatellite Instability) uniquement. [58]  Des 

études prospectives ont montré que la combinaison de l’évaluation de CD8 + et de PD-L1 

semble être plus efficace que celle de CD8 + ou PD-L1 seule en tant que marqueur prédictif 

de la réponse aux inhibiteurs des check points immunitaires. 
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Le CCR représente au Maroc et à travers le monde un vrai problème de santé 

publique. Il occupe la première place parmi les cancers digestifs dans notre pays. Le 

protocole de diagnostic du CCR est basé sur la classification OMS 2019 et TNM 2017 qui 

font l’objet d’un consensus international. 

Les immunothérapies anti-checkpoints sont des anticorps monoclonaux dirigés contre les 

points de contrôle du système immunitaire. Actuellement, les anti-checkpoint qui sont 

utilisés en cancérologie ciblent des récepteurs inhibiteurs présents à la surface des 

lymphocytes (PD1) ou leur ligand (PD-L1). La voie de signalisation PD-1/PD-L1 a été 

largement reconnue et soulignée dans la recherche sur l’immunothérapie du cancer, et nous 

a fourni de nouvelles cibles moléculaires. Par conséquent, PD-L1 pourrait être un nouveau 

marqueur biologique de l’invasion et des métastases dans le cancer du côlon. 

Nous avons caractérisé le statut MMR dans des adénocarcinomes colorectaux par 

immunohistochimie et nous avons conclu que la déficience du MMR est faible. Une forte 

expression de PD-L1 est associée au statut pMMR, mais suite au faible nombre de cas, 

l’association entre ces deux marqueurs mériterait de faire l’objet d’une étude plus 

approfondie avec un plus large échantillon. Peu d'études ont examiné l'expression de CD8 et 

CD4 en tant que biomarqueur prédictif. En revanche, les CD8 ont été largement étudiés pour 

leur valeur pronostique dans différents types de cancer. Des études d'immunohistochimie 

ont montré que les CD8 ont un effet favorable sur la survie globale dans différents types de 

tumeurs solides. Dans notre étude nous nous sommes basés seulement sur l’étude de 

l’association entre l’expression des CD8 /CD4 et PD-L1 et aucune association significative 

n’a été détectée. Contrairement à certaines tumeurs malignes telles que le mélanome, les 

cancers du rein et du poumon, le cancer colorectal présente généralement un taux de réponse 

très faible au blocage de PD-1 ou PD-L1.  

A la lumière des données recueillies au cours de cette étude, nous présumant 

continuer une étude de doctorat,  pour instaurer le test de PDL1 de façon consensuelle pour 

tous les cancers colorectaux. Cette recherche pourra être une étude prospective portant sur  

une large cohorte de patients ayant des cancers colorectaux pour pouvoir analyser leur statut 

PDL1 et MMR, et aussi une étude moléculaire pour un ensemble de gènes, dans le but 

d’élucider une thérapie et d’évaluer le devenir de ces patients. 
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ANNEXE 1 : 

 

Fiches des patients 
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ANNEXE 2 : 

 

Tableau 10: Résultats de l’étude et les caractéristiques cliniques des patients. 
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