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RESUME

Cancers du sein et Immunologie anti-tumorale

Avec environ 49 000 nouvelles femmes touchées chaque année, le cancer du sein est le
plus répandu des cancers feminins. Le dépistage du cancer du sein, ainsi que I'amélioration
des traitements ont fait diminuer la mortalité mais il reste encore le plus meurtrier des cancers
féminins en France.

Le cancer du sein étant une maladie hétérogene, individualiser les traitements des patientes est
désormais I'un des objectifs premiers des praticiens. C'est autour de cet objectif commun que

se sont articulés les 2 projets de ce travail de these.

D'une part, pour I'étude clinique, j'ai établi une base de données sur la stratégie
néoadjuvante des cancers du sein opérables, regroupant 318 patientes traitées a l'institut Jean
Godinot. Cette base nous permet de comparer nos résultats a ceux de la littérature, de mettre
en avant l'intérét de la chimiothérapie néoadjuvante pour déterminer de nouveaux facteurs
pronostics, et de valider I'évaluation des résidus tumoraux dans le sein et les ganglions par
I'index RDBN.

D'autre part, I'¢tude expérimentale nous a permis d’améliorer nos connaissances sur les
mécanismes moléculaires d'‘échappement tumoral. Nous avons ainsi démontré le réle pro-
tumoral de I’'TL-17A mais aussi de I’'IL-17E, ces deux cytokines pouvant étre présentes dans le
microenvironnement tumoral, et mis en évidence leur implication dans la dérégulation du
cycle cellulaire a travers la génération des LMW-E et I’acquisition d’un mécanisme de

chimiorésistance.

Mots clés: cancers du sein, chimiothérapie néoadjuvante, facteurs pronostiques, index RDBN,

interleukine-17A, interleukine-17E



Breast cancers and anti-tumor immunology

With around 49 000 new affected women each year, breast cancer is the most common
of feminine cancers. Breast cancer screening, and treatments improvements make mortality
decreased but it stays the most murderous of feminine cancers in France.

Breast cancer being a heterogeneous disease, individualizing patients' treatments is now one
of first goals of practitioner. It is around of this common aim that my 2 thesis projects are

turned on.

On the one side, for clinical study, | designed a database on the neoadjuvant strategy
of operable breast cancers, assembling 318 patients treated at Jean Godinot institute. This
database allow us to compare our results with literature ones, to highlight the interest of
neoadjuvant chemotherapy to determine new prognostic factors, and to validate evaluation of
residual disease in breast and nodes by RDBN index.

On the other side experimental study allowed us to improve our knowledge on
molecular mechanisms of tumor escape. We demonstrated pro-tumoral role of IL-17A but
also of IL-17E, these two cytokines can be presents in tumoral microenvironment, and
evidenced their implication in cell cycle dysregulation through generation of LMW-E and

acquisition of chemoristance mechanisms.

Key words: breast cancers, neoadjuvant chemotherapy, prognostic factors, RDBN index,
interleukin-17A, interleukin-17E
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre | : Les cancers du sein

1-Epidémiologie du cancer du sein

a) Incidence, mortalité et évolution

Les cancers demeurent, depuis 2004, la premiére cause de mortalité en France, suivis
des maladies cardiovasculaires *. Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la
femme, devant le cancer colorectal, celui du poumon et les hémopathies malignes, avec un
nombre de nouveaux cas qui a doublé entre 1980 et 2000, et estimé a 48 763 nouveaux cas en
2012. Parallelement, les taux d’incidence standardisés ont fortement augmenté jusqu’en 2000
avant de se stabiliser puis de diminuer a partir de 2005, le cancer du sein se situe néanmoins
au 2°m rang, tous cancers confondus, concernant l'incidence.

Il est également le 3°™ cancer le plus meurtrier chez la femme avec environ 11 000 déces
chaque année. En revanche, depuis 1990 la mortalit¢é diminue constamment et

significativement, avec un taux de -1,5% par an entre 2005 et 2012.

b) Les facteurs de risque

Le cancer est une maladie multi-étape et multi-factorielle, il n’y a donc jamais de
cause unique du développement d’un cancer. On connait un certain nombre de facteurs de
risque du cancer du sein méme s’il existe encore aujourd’hui des incertitudes quant a
I’implication et au poids de plusieurs de ces facteurs. Le fait que le cancer n’apparaisse que
plusieurs années apres 1’exposition augmente les difficultés a établir la relation causale entre
I’agent et le cancer. Malgré une connaissance accrue des facteurs de risque il reste impossible
de prédire individuellement qui développera un cancer, selon les risques auxquels il est
eXpose.

Néanmoins, la connaissance de ces facteurs de risque permet la mise en ceuvre de mesures

adaptées de prévention des cancers et de dépistages ciblés.
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- L’age est le facteur de risque le plus important vis-a-vis du cancer du sein.
L’incidence de ce cancer augmente avec 1’age, la maladie est rare en dessous de 30 ans et

augmente entre 45 et 70 ans, puis diminue progressivement.

- Les antécédents de pathologie mammaire, comme la présence de kystes palpables,
de fibroadénomes complexes ou encore d’hyperplasie canalaire modérée ou floride,
augmentent de 1,5 a 3 fois le risque de développer un cancer du sein.

La présence de foyers d’hyperplasie canalaire et lobulaire atypique multiplie par 4 a 20 le
risque de survenue d’un cancer du sein selon 1’age des patientes et leurs antécédents 2

Les carcinomes canalaire in situ (CCIS) ou les carcinomes lobulaires in situ (CLIS) dont
I’exérese est incompléte multiplient par 8 a 10 le risque de cancer du sein 3

Les femmes, qui ont eu un cancer du sein, ont 5 fois plus de risque de développer un nouveau
cancer dans le méme sein lorsque la chirurgie a été conservatrice, ou dans le sein controlatéral
que la population générale.

Enfin, les antécédents personnels d’un autre cancer majorent le risque de cancer du sein : il est
multiplié par 2 & 4 aprés un cancer du colon et par 1 a 2 apres un cancer de 1’ovaire ou de

I’endomeétre.

- Les facteurs familiaux et génétiques : Dans 5 a 10% des cas environ, il existe une
prédisposition génétique au cancer du sein. On la rencontre dans des familles a risque de
cancer du sein ou cette affection se transmet sur le mode autosomal dominant avec une
pénétrance (expression génétique) limitée. Ceci implique que des membres d’une méme
famille peuvent posséder et transmettre ce gene sans développer un cancer. Les facteurs
pouvant alerter le clinicien sont les suivants :

- 3 cancers du sein ou plus dans une méme branche familiale au premier ou au deuxiéme
degré

- 1 cancer d’emblée multifocal ou bilatéral chez une femme jeune

- d’autres cancers associés dans la famille, en particulier le cancer des ovaires

L’examen de I’arbre généalogique permet de déterminer a quel syndrome génétique appartient
la famille. On distingue :

- des familles avec cancer du sein spécifique de site, qui ne développent que des cancers du
sein

- des familles avec cancer du sein et cancer des ovaires
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- enfin, des familles ou s’associent différents types de cancer dont les cancers du sein, il s’agit
du syndrome de li-Fraumeni et du syndrome de Cowden de fréquence rare, associés a des
mutations des génes p53 et PTEN, respectivement.

Trois genes de prédisposition au cancer du sein ont été caractérisés : BRCAL et BRCA2
localisés sur les chromosomes 17 et 13 respectivement, et BRCA3 qui serait localisé sur le
chromosome 8 et dont le role reste a définir. Il s’agit de genes onco-suppresseurs, exprimeés
dans de nombreux tissus (sein, ovaire, rate, thymus, testicule), qui interviendraient dans le
controle de la prolifération des cellules mammaires sous l’influence de stimulations
hormonales. Les mutations de BRCAL et BRCA2 peuvent se produire n’importe ou sur le
géne, mais le type de mutation et leur position dans le géne pourrait conditionner I’expression
de la maladie et la prolifération tumorale. C’est ainsi que les mutations siégeant dans la partie
proximale de BRCAI seraient associées a une plus grande incidence des cancers de 1’ovaire.
Lorsqu’une mutation de I’un de ces genes est mise en évidence, le risque de survenue d’un
cancer du sein chez les femmes de ces familles au cours de leur vie est élevé : ces femmes ont
entre 40 et 85% de risque de développer un cancer du sein si elles vivent jusqu’a 70 ans, alors

que ce risque est de ’ordre de 10 % dans la population générale 4

Il existe également des facteurs de risque externes, liés a I'environnement et aux modes
et conditions de vie.

- L’exposition aux cestrogénes peut étre endogéne ou exogene.
* Endogene : Une imprégnation hormonale prolongée (puberté précoce: <11 ans, ménopause
tardive: >55 ans, premiere grossesse tardive: >30 ans) augmente le risque de développer un
cancer du sein.
* Exogeéne : La prise de contraceptifs oraux et de traitements hormonaux substitutifs

augmente le risque de développer un cancer du sein .

- Le surpoids et les habitudes de vie
* L’obésité est associée a un risque de cancer du sein multiplié par 2 chez les femmes
ménopausées, il en est de méme pour les femmes ayant un surpoids de plus de 20 kg a partir
de l'age de 18 ans. L'exces de tissus adipeux entraine l'augmentation de la production et du
temps d'exposition aux hormones stéroidiennes, de plus, apres la ménopause, l'aromatisation
des androgeénes dans le tissu adipeux est l'une des plus considérables sources d'cestrogénes

circulants °.
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* Le diabéte de type 2 est un grave probleme de santé publique qui touche plus de 7% des
adultes dans les pays développés. D’aprés la revue de la littérature de Wolf et al. 7, le diabéte
de type 2 pourrait augmenter de 10 a 20% le risque relatif de développer un cancer du sein.
Ceci serait dit notamment a une surproduction du récepteur a 1’insuline causée par une plus
grande concentration d’insuline. Le complexe insuline/récepteur induit, par des réactions en

cascades, une diminution de I’apoptose et entraine une plus forte prolifération cellulaire.

* La sédentarité : lI'absence d'activité physique réguliére, de I'ordre de 30 a 60 minutes au
moins 4 fois par semaine, pourtant recommandée par tous les experts, représente un facteur de

risque, en particulier chez les femmes ménopausées.

* L'alcool est le seul facteur nutritionnel établi de risque du cancer du sein. Ce risque

augmente d'environ 7% pour une consommation moyenne d'une boisson alcoolique par jour®,

* Le tabac est une importante source de substances carcinogenes, il est associé a la survenue
de diverses maladies incluant de nombreux cancers, pourtant la cigarette n'est pas considérée
comme un facteur de risque établi du cancer du sein car les résultats d'études sont discordants

jusqu'ici °.

* L’alimentation : L'association entre le risque de cancer du sein et les principales
composantes de l'alimentation humaine incluant les fruits et les Iégumes, les produits laitiers,
la viande, les vitamines, les fibres et les phyto-cestrogénes a fait 'objet de nombreuses études.

D'une maniére générale, les résultats restent discordants ****.

2-Développement du cancer du sein

a) Architecture et développement du sein

Le sein est une glande exocrine qui se compose d'une masse, d'une aréole et d'un
mamelon (Figure 1). La glande mammaire est constituée de 2 compartiments cellulaires : le
compartiment mésenchymateux, perfusé par les vaisseaux sanguins et les nerfs, et le
compartiment épithélial qui s'articule autour d'un réseau de canaux galactophores et de lobules

renfermant les alvéoles. Ces deux compartiments sont séparés par une membrane basale de
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collagéne de type IV, de laminine et de glycosaminoglycanes mais une coopération
permanente existe entre eux au cours du développement de la glande mammaire.

Les vaisseaux sanguins et lymphatiques circulent dans les tissus conjonctifs et adipeux. Le
drainage par les vaisseaux lymphatiques s'effectue vers la chaine mammaire interne, les

ganglions axillaires et sus-claviculaires.

L'architecture de la glande mammaire évolue tout au long de la vie, en fonction de I'age et du

stade de la vie reproductive '

(Figure 2) et se construit sous l'influence des hormones
sexuelles d'origine ovarienne (cestrogénes et progestérone) et d'un certain nombre de facteurs

de croissance.

Figure 1 : Représentation

Mamelon schématique d’un sein en coupe

Lobe constitué
de nombreux lobules

Gras
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b) Processus de cancérogénese

Comme décrit précédemment, la glande mammaire est un organe en évolution
permanente sous l'influence d'hormones et de facteurs de croissance. Ceci en fait un organe a
part du point de vue du nombre de cellules en croissance et en différenciation, et donc le rend
plus susceptible aux transformations cancéreuses.

Un cancer est cliniquement décelable lorsqu'il est constitué de 10° cellules. Toutes les cellules
cancéreuses (cellule-filles) sont issues d'une seule cellule devenue cancéreuse ou transformée
(cellule-mere), c'est-a-dire qui a échappé aux mécanismes de contréle de la division cellulaire
et par conséquent, se multiple de facon anarchique par expansion clonale **

Le processus de cancérogénese est long et comporte quatre phases : l'initiation, la promotion,

la progression et I'invasion (Figure 3).

20



Tabagisme
mauvaises habitudes alimentaires, 3
absence d'activites physiques
poliution

A 4 Figure3 : Les différentes
phases de la cancérogénése

- L'initiation est la premiere phase de la cancérogénese, elle ne concerne qu'une seule
cellule, ainsi “initiée" sur la voie de la canceérisation. Cette phase correspond a l'introduction
dans I'ADN d'une ou plusieurs lésions, transmissibles au génome des cellules filles. Ces
modifications sont dues soit a une erreur au cours de la multiplication de la cellule, soit a
d'autres facteurs qui lui sont toxiques, ils sont dits génotoxiques et peuvent étre d'origine
chimique, physique ou biologique. Il existe des systemes capables d'effectuer des réparations
de I'ADN qui sont fideles dans la majorité des cas, cependant ils peuvent se réveéler infideles
ou fautifs, et dans ce cas réparer des lésions en insérant d'autres erreurs. L'accumulation des
anomalies génétiques aboutit alors a des mutations de genes importants dans le maintien de

I'intégrité et des caractéristiques de chaque type cellulaire.
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L'initiation, ou transformation cellulaire, comporte deux éléments majeurs : I'immortalisation
et la perte d'homéostasie. L'homéostasie est normalement caractérisee par un équilibre
divisions/morts qui assure le maintien de la taille et de la fonctionnalité d'un organe. Les
cellules cancéreuses perdent la sensibilité aux signaux qui régulent la prolifération. Les
mutations peuvent toucher des zones non-codantes de I'ADN ou des genes. Parmi ces
derniers, on peut trouver les génes responsables de la métabolisation des cancérogénes
chimiques, du contréle de réparation ou des réactions biochimiques du cycle cellulaire. Deux
classes de géenes ont un réle fondamental en cancérogénese : les proto-oncogenes et les genes
suppresseurs de tumeur.

Les proto-oncogenes codent pour des protéines de régulation des signaux de transduction, des
facteurs de croissance, des protéines kinases et stimulent la croissance cellulaire. Les proto-
oncogenes mutés (ras et fos) deviennent parfois des oncogenes actifs. La mutation peut
entrainer un gain de fonction, il y a alors stimulation de la prolifération et/ou dérégulation de
la différenciation cellulaire **. Certains oncogénes déclenchent une surproduction de facteurs
de croissance comme le TGFa (Transforming Growth Factor-o) qui peut provoquer la
prolifération des cellules qui les ont produits. D'autres oncogenes perturbent la cascade des
signaux cytoplasmiques, par exemple, le géne Ras muté code pour des protéines
constitutivement actives, ou les oncogenes myc perturbent lactivité des facteurs de
transcription *,

Quant aux genes suppresseurs de tumeur, ils font l'objet d'événements génétiques qui
entrainent une perte de fonction, ces génes codent pour des protéines regulant négativement la
prolifération cellulaire. Par exemple, le gene p53, dont le rble est d'arréter le cycle cellulaire
afin d'effectuer les réparations de I'ADN, code pour une protéine dont les mutations sont
fréquentes dans les cancers humains et favorisent la croissance cellulaire tumorale *°. Par
ailleurs, certaines cellules cancéreuses deviennent insensibles au facteur TGFB qui bloque
habituellement la croissance codant pour un des récepteurs de ce facteur **.

Les cellules initiées peuvent alors rester dans cet état quiescent durant plusieurs années ou

peuvent passer a I'état de prolifération cellulaire sous I'effet d'un agent promoteur.

- La promotion est appelée "transformation cellulaire”, cette phase recouvre la
réception par la cellule initiée de facteurs de prolifération qui vont entrainer les divisions. Ces
signaux vont donc pérenniser les anomalies au cours des divisions et ainsi assurer la
descendance de la cellule anormale par prolifération clonale, qui va de surcroit accumuler de

nouvelles anomalies génétiques. A un stade précoce, ce phénomeéne peut étre réversible.
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Les promoteurs tumoraux ont un réle spécifique au niveau d'un tissu donné. Par exemple, les
cestrogénes jouent un role de promoteur au niveau du sein, mais pas au niveau du c6lon *°.

Les mécanismes de la promotion tumorale sont de nature épigénétiques et participent a la
régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire. La surexpression des
oncogenes et/ou la répression des genes suppresseurs de tumeur provoguent une stimulation
de la croissance des cellules initiées. La perturbation des systemes de signalisation cellulaire
(facteurs de croissance, hormones, récepteurs, protéines cytoplasmiques) joue un role
prépondérant dans la phase de promotion, de méme que l'inhibition de la communication
intercellulaire. Le résultat de l'altération de I'expression de ces genes consiste généralement en
une cellule qui continue de se diviser indépendamment des signaux physiologiques qui

controlent la croissance normale *’.

- La progression correspond a la période au cours de laquelle les phénomenes
amorcés vont évoluer vers un état d'irréversibilité. A ce stade, il y a émergence et croissance
d'une tumeur maligne. Cette phase correspond a l'acquisition de l'indépendance de la
croissance tumorale et de I'expression phénotypique de la malignité. La cellule a totalement
échappé aux mécanismes de régulation gérés par l'organisme, des événements géneétiques
comme les translocations, les recombinaisons, les remaniements génétiques et un nombre
important de mitoses instaurent une grande instabilité génomique qui s'accentue avec le temps

et aboutit & une sélection de clones de plus en plus diversifiés *,

- L'invasion se traduit par une infiltration de cellules tumorales dans les tissus
avoisinants. Pour cela, les cellules tumorales doivent d'abord détruire I'adhésion existante
entre les cellules et entre les cellules et la matrice extracellulaire. La famille des cadhérines a
été documentée pour son rdle important dans I'adhésion cellulaire et il est désormais démontré
qu'elle joue un rdle prédominant dans I'établissement de métastases de cancer du sein *°. L'E-
cadhérine, qui maintient les jonctions intercellulaires, est inhibée lors de I'invasion tumorale

du cancer du sein %

ce qui résulte en la perte d'adhésion entre les cellules tumorales
épithéliales et les cellules épithéliales environnantes. En revanche, la N-cadhérine, qui est
étroitement associée a la transition de cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses, est
surexprimée dans les cellules tumorales ?* et permet ainsi I'adhésion des cellules tumorales
aux cellules du stroma et donc petit a petit de I'invasion des cellules tumorales dans le stroma.
L'adhérence des cellules tumorales a la matrice extra-cellulaire se fait ensuite gréce aux

2

intégrines #* qui sont des récepteurs membranaires trouvés a la surface des différents

composants de la matrice, tels que les fibronectines, laminines, collagénes *°. L'invasion se
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poursuit par la dégradation de cette matrice réalisée principalement par les métalloprotéinases
(MMPs) et le systéme uPA (urokinase plasminogen activator) qui est une sérine-protéase .

- L'angiogénése et la lymphangiogénese sont dautres phénomenes vitaux pour la
progression de la tumeur et intrinsequement reliés a l'invasion, il s'agit du développement de
nouveaux capillaires sanguins et lymphatiques.

L'environnement tumoral est critique a ce moment, mutations génétiques, stress mécaniques,
processus inflammatoires, expression tumorale de protéines angiogéniques et par-dessus tout
I'hypoxie seraient & la base de l'angiogénése®. Les néo-vaisseaux sont insuffisants a l'apport
nécessaire en oxygene ce qui cause I'hypoxie tumorale et encouragent les programmes
d'invasion et de métastase. De plus, les conditions d'hypoxie permettent a des facteurs, tel que
I'HIF-1 (Hypoxia inductible factor-1) de déclencher la production de protéines angiogéniques.
Parmi elles VEGF (vascular endothelial growth factor) et son récepteur VEGFR ont été
largement étudiés. Via leurs récepteurs les différents VEGF stimulent généralement
I'angiogénese et la lymphangiogénese, mais VEGF stimule également la prolifération,
linvasion et la migration des cellules endothéliales et augmente la perméabilité

microvasculaire 2.

¢) Processus métastatique

Les métastases sont des foyers tumoraux secondaires, issus de la tumeur primitive, et
dont le développement autonome se réalise a distance du foyer initial. La disposition d'une
tumeur primitive a disséminer ses cellules malignes dépend principalement, d'une part de
I'instabilité génotypique et donc phénotypique de ses cellules, et d'autre part de I'incapacité du

systeme immunitaire a réaliser la destruction des cellules tumorales.

- La cascade métastatique comprend une série d'étapes successives (Figure 4 —
adapté de Fidler et al., 2003 %) et limitantes. Le phénoméne de dissémination métastatique
commence par lI'invasion locale des tissus environnants le foyer initial, les cellules tumorales
continuent alors leur invasion jusqu'a la rencontre d'un vaisseau sanguin ou lymphatique. Le
passage des membranes basales vasculaires fait intervenir les processus déja décrits pour
l'invasion locale de la tumeur primitive, on parle alors d'intravasation %. Les cellules
tumorales sont ainsi disséminées vers des tissus cibles distants, ou elles adhérent aux cellules
endothéliales afin de retraverser la paroi des vaisseaux par extravasation. Durant toutes ces
étapes les cellules tumorales doivent également échapper au systéme immunitaire de I'hote et

aux signaux apoptotiques. Si les cellules tumorales parviennent a franchir toutes ces étapes

24



elles pourront alors proliférer dans l'organe et ainsi développer une tumeur secondaire, ou

métastase et ce phénomeéne pourra étre répété, produisant plusieurs métastases %°.

b. Prolifération/ c. Décollement/
angiogenése invasion d. Embolie/circulation
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Figure 4 : Principales étapes de la formation d'une métastase

- L'invasion, comme décrite plus haut, met en jeu des molécules d'adhésion telles que
les cadhérines et les intégrines, et des protéases capables de dégrader la matrice

extracellulaire.

- La migration des cellules tumorales du site primaire tumoral est nécessaire a
I'établissement de leur phénotype invasif. Une étape critique est la transition des cellules
épithéliales en cellules mésenchymateuses 2! Cette transition débute par la désintégration de
I'adhésion cellulaire suite a lI'altération des protéines d'adhérence comme les cadhérines et les
intégrines, et I'expression de marqueurs mésenchymateux. La polarité cellulaire est également
altérée a travers des changements morphologiques reposant sur le cytosquelette d'actine. Et
enfin, des enzymes protéolytiques sont activees et l'adheésion a la matrice cellulaire est

modifiée %'
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- Métastases du cancer du sein

Le microenvironnement des cellules tumorales métastatiques est critique pour leur
prolifération. De nombreuses cellules spécialisées différentes, incluant les fibroblastes, les
cellules immunitaires, les cellules endothéliales et les cellules murales des vaisseaux sanguins
et lymphatiques, avec la matrice extracellulaire doivent former un microenvironnement
approprié, nécessaire a la croissance tumorale ainsi qu'a la progression métastatique. Les
cellules malignes sont en interaction constante avec ces cellules et semblent pouvoir
influencer I'établissement de cet environnement favorable.
Ainsi l'on retrouve des sites préferentiels de métastases du cancer du sein (Figure 5). La
dissémination métastatique du cancer du sein se fait principalement via les néovaisseaux
lymphatiques, dans ce cas les chaines ganglionnaires sont rapidement envahies avec des
localisations au niveau des ganglions axillaires, mammaires internes, sus-claviculaires et ceux
de la région du cou, et un envahissement régional peut aboutir a l'atteinte de la paroi
thoracique. La dissémination métastatique se fait egalement via le nouveau réseau de
vaisseaux sanguins et provoque généralement l'apparition des foyers secondaires au niveau
des os, des poumons, du foie, du sein controlatéral, ou encore du cerveau.
Le "homing" des cellules tumorales dans certains tissus cibles implique en partie les
chimiokines 2. Par exemple, les tissus tumoraux du sein expriment fortement le récepteur &
chimiokine 4 (CXCR4), tandis que son ligand CXCL12 est majoritairement exprimé dans les
ganglions lymphatiques, les poumons, le foie et la moelle osseuse, et est faiblement exprime

dans le petit intestin, les reins, le cerveau, la peau et les muscles %,

Cerveau

Ganglion sus claviculaire . oty
Chaine mammaire interne

Ganglion axillaire Poumon

Cancer primitif s s
Sein controlatéral

Foie

Os

wees  lymphatique
m—  hématogene
== direct ou lymphatique

Figure 5: Principaux sites métastatiques du cancer du sein
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3-Diagnostic du cancer du sein

Le diagnostic du cancer du sein est établi a partir d’'un examen clinique, de clichés

mammographiques et échographiques et enfin d’un examen cyto-anatomopathologique.

a) L’examen clinique

L’examen clinique reste 1’étape premiere de toute exploration de la glande mammaire. |
permet de localiser les lésions et de diriger les prélevements histologiques si besoin.

- La classification TNM # (Tableau 1) est la classification clinique des cancers du
sein de I’'UICC (Union Internationale Contre le Cancer). Elle a pour but de stadifier les
carcinomes selon leur extension clinique et histopathologique, ce qui contribue a déterminer
le traitement et a évaluer le pronostic de la maladie tumorale.

La classification TNM prend en compte la taille tumorale (T), I’atteinte ganglionnaire (N) et
I’existence éventuelle de métastases (M). Cette classification distingue le stade clinique pré-
thérapeutique noté "cTNM" et le stade anatomopathologique postchirurgical noté "pTNM".

A partir de la classification TNM, I’American Joint Committee on Cancer (AJCC) a élaboré,
en 1959, une classification simplifiée par stades, notée stades UICC (Tableau 2). Ces stades
correspondent & un regroupement des TNM de I"UICC de pronostic identique. Cette
classification permet de différencier d’une part, les stades précoces (stades I et II) des stades
avancés (stades Il et IV) et d’autre part, les cancers du sein opérables (stades I, 1l et 111A) des

cancers du sein inopérables (I11B, 11IC et IV).

- Les cancers du sein opérables : les critéres de non-opérabilité des cancers du sein
ne sont pas des critéres techniques rendant impossible 1’exérese chirurgicale mais des criteres
évolutifs qui rendent le geste thérapeutique local provisoirement secondaire devant la gravité
du risque général. lls sont présents dans les tumeurs dont le pronostic a court terme est le plus
péjoratif. Ainsi les cancers du sein opérables correspondent aux cancers présentant un stade
clinique ne dépassant pas le stade IIA et excluent donc les cancers du sein localement

avanceés et/ou inflammatoires, décrits ci-dessous.

- Les cancers du sein localement avancés (LABC) regroupent des cancers du sein
opérables d’une taille supérieure a 5 cm avec soit extension de la tumeur a la paroi thoracique
ou envahissant directement la peau (causant ulcération, cedéme en peau d’orange ou nodules

satellites), soit des ganglions axillaires fixés, soit envahissement des ganglions de la chaine
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mammaire interne ipsilatérale ou des ganglions sus-claviculaires. lls sont cétés T3 et T4 a, b
et ¢ dans la classification TNM de 2010.

Tumeur primaire T

Tx : La tumeur primitive ne peut pas étre évaluée

TO : La tumeur primitive n'est pas palpable

* Tis : Carcinome in situ

* Tis (DCIS) : Cancer intra-canaliare in situ

* Tis (LCIS) : Cancer lobulaire in situ

* Tis (Paget) : Maladie de Paget du mamelon sans tumeur sous-jacente

T1 : Tumeur < 2 cm dans sa plus grande dimension

T1mic : Micro-invasion < 1 mm dans son plus grand diamétre
* Tla: 1 mm < tumeur < 5 mm dans sa plus grande dimension
* T1b : 5 mm < tumeur < 1 cm dans sa plus grande dimension
*Tlc: 1 cm <tumeur <2 cm dans sa plus grande dimension

T2 : 2 cm < Tumeur < 5 cm dans sa plus grande dimension

T3 : Tumeur > 5 cm dans sa plus grande dimension

T4 : Tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension directe a la paroi thoracique (a) ou a
la peau (b)

» T4a : Extension a la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral

* T4b : (Edéme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein, ou nodules de
perméation situés sur la peau du méme sein

* T4c : T4a + T4b

* T4d : carcinome inflammatoire

Ganglions lymphatiques régionaux pN

Nx : I'envahissement des ganglions lymphatiquees régionaux ne peut pas étre évalué (par
exemple déja enlevés chirurgicalement ou non disponibles pour l'analyse
anatomopathologique du fait de I'absence d'évidement)

NO : Absence de signe d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence
d'examen complémentaire a la recherche de cellules tumorales isolées

« NO(-) : absence d'envahissement ganglionnaire régional histologique, étude
immunohistochimique négative (IHC)

» NO(it+) : absence d'envahissement ganglionnaire régional histologique, IHC positive, avec
des amas cellulaires < 0,2 mm (considéré comme sans métastase ganglionnaire)

« NO(mol-) : absence denvahissement ganglionnaire régional histologique, biologie
moléculaire négative (RT-PCR : reverse transcriptase polymerase chain reaction)

* NO(mol+) : absence d'envahissement ganglionnaire régional histologique, biologie
moléculaire positive (RT-PCR)

N1mi : micrométastases > 0,2 mm et <2 mm

N1 : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires et/ou envahissement des ganglions de la CMI
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

* Nla : envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires

* N1b : envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe
clinique
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* Nlc : envahissement de 1 & 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI
détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique (pN1a + pN1b)

N2 : Envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions mammaires
internes homolatéraux suspects, en 1’absence d'envahissement ganglionnaire axillaire

* N2a : envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire > 2 mm
* N2b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects, en
I’absence d'envahissement ganglionnaire axillaire

N3 : Envahissement d'au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions sous-
claviculaires (niveau Ill axillaire) ou envahissement des ganglions mammaires internes
homolatéraux suspects avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus
de 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion
sentinelle sans signe clinique ou envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux
* N3a : Envahissement d'au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins un amas cellulaire
> 2 mm) ou envahissement des ganglions sous-claviculaires

* N3b : envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec
envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et
envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

* N3c : envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

Meétastases a distance (M)

Mx : Renseignements insuffisants pour classer les métastases a distance
MO : Absence de métastases a distance
M1 : Présence de métastase(s) a distance

Tableau 1 : Classification TNM du cancer du sein, 7° édition 2010

Stade TNM

0 Tis NO MO

I T1 NO MO

A TO N1 MO ; T1 N1 MO; T2 NO MO

1]5] T2 N1 MO; T3 NO MO

A TO N2 MO; T1 N2 MO; T2 N2 MO; T3 N1 MO; T3 N2 MO
1B T4 NO MO; T4 N1 MO; T4 N2 m

Inc Tous T N3 MO

v Tous T Tous N M1

Tableau 2 : Stades UICC du cancer du sein, 7° édition 2010
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- Les cancers du sein inflammatoires (IC) sont définis par la survenue concomitante
d’une tumeur mammaire et de signes inflammatoires locaux, ce qui n’est pas le cas des
cancers du sein localement avancés, négligés, secondairement inflammatoires. Comme pour
un cancer localement avancé, le sein est lourd, tendu, douloureux, chaud, érythémateux. La
palpation, génée par I’cedéme cutané, n’individualise pas toujours une tumeur.

Les cancers du sein inflammatoires sont codés T4d dans la classification TNM de 2010. Ils
sont le plus souvent diagnostiqués devant des signes cutanés inflammatoires accompagnant la
tumeur maligne. Cependant, en pratique, la distinction entre les LABC et les IC n’est pas
forcément rigoureuse : les signes inflammatoires pouvant apparaitre d’emblée ou
secondairement.

Pour mieux individualiser ces formes graves de cancer du sein, pour en harmoniser les
traitements, 1’institut Gustave-Roussy de Villejuif a introduit il y a une vingtaine d’années la
notion de poussée évolutive : PeV. La PeV est basée sur I’augmentation de la taille de la
tumeur et sur la présence ou non de signes inflammatoires. Elle comprend quatre stades :
-PeV 0 : absence de signe évolutif

-PeV 1 : existence d’une tumeur a temps de croissance rapide (doublement de la taille clinique
avec doublement intratumoral, dans les six mois précédant la consultation, sans manifestation
inflammatoire)

-PeV 2 : inflammation en regard de la tumeur (cedéme et/ou érythéme)

-PeV 3 : inflammation des deux tiers du sein (mastite carcinomateuse).

Cette classification introduit la notion trés subjective et sujette a caution de PeV 1. Pour cette
raison, cette classification n’est pas admise par tous, elle n’est pas reconnue par les Anglo-

Saxons et n’est pas intégrée dans le TNM.

b) Les examens mammographigues et échographigues

Dans la pratique courante, la mammographie et 1’échographie completent I’examen
clinique du sein. La mammaographie, par son excellente sensibilité (plus de 80%) est toujours
I’examen de référence pour le diagnostic et la surveillance du cancer du sein. Il faut cependant
souligner que 11 a 25% des cancers ne sont pas percus lors du dépistage mammaographique,
soit parce qu’ils ne sont pas détectés (mammographie de mauvaise qualité, 1€sion de petite
taille, faible densité par rapport a la glande environnante, inexpérience du radiologue), soit
parce qu’ils sont incorrectement classés comme bénins (séméiologie d’une opacité
apparemment bénigne, calcifications non spécifiques, asymétrie de densité mammaire). A ce

moment-1a, une échographie s’avére indispensable pour préciser le diagnostic. En effet, cet
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examen peut mettre en évidence des lésions infra-mammographiques dans des seins denses ou
affiner le diagnostic en cas de discordance radio-clinique. En outre, 1’échographie présente
I’avantage de pouvoir réaliser simplement et rapidement une cytoponction sous contréle

visuel. Elle augmenterait la sensibilité de la mammographie seule & plus de 90% *.

- La classification ACR est la classification radiologique de référence, d'abord décrite
par les radiologues américains (ACR = American College of Radiologists), puis désormais
adoptée en France.

Elle permet de décrire lI'imagerie du sein (mammaographie, mais aussi échographie et IRM) en

classant les anomalies en fonction de leur aspect, selon le classement ci-dessous (Tableau 3):

- D'autres techniques d’imagerie ont vu leur intérét croitre dans le but de détecter de
I’angiogénese tumorale, afin d’améliorer le diagnostic et de limiter le nombre de biopsies

chirurgicales diagnostiques pour des 1ésions bénignes: 1’échographie-doppler permet d’affiner

le diagnostic dans les tumeurs infracliniques occultes mammographiquement, la

tomodensitométrie apparait tres intéressante dans le cadre des cancers inflammatoires car

permet un bilan local, difficile a réaliser par les méthodes standards (mammographie et
échographie). En cas de cancers volumineux, elle permet un bilan loco-régional et un suivi

évolutif objectif sous chimiothérapie. L’imagerie par résonance magnetique (IRM) nucléaire a

un réle reconnu pour résoudre les problémes diagnostiques d’imagerie conventionnelle en
post-thérapeutique apres traitement conservateur ou pour l’exploration des prothéses en
silicone. Du fait de sa grande sensibilité pour le diagnostic des cancers invasifs (>90%), elle
est parfois utilisée pour 1’évaluation préopératoire en cas de traitement conservateur,
permettant la détection de tumeurs multicentriques et controlatérales cliniqguement et
radiologiqguement muettes. Elle peut également étre utilisée chez la femme jeune dont les
seins, plus denses, ne permettent pas toujours une évaluation précise avec la mammographie.
Toutes ces techniques devront étre plus amplement développées afin d’étre utilisées en

pratique courante.
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ACR1 Seins strictement normaux, sans image méme bénigne

ACR2 Seins présentant une/des images 100% rassurantes et identifiables comme
bénignes. La surveillance doit alors étre standard (tous les deux ans pour une
femme sans antécédent, différente si antécédents particuliers).

ACR3 Présence d’une image d’allure bénigne mais dont la bénignité ne peut étre
affirmée a 100% (97% seulement).Seule une surveillance pourra affirmer la
bénignité sur deux ans. Une biopsie n’est cependant pas nécessaire sauf cas
exceptionnels ou si I’image se modifiait. Il est donc proposé un contrdle a 4
mois (images nodulaires) ou 6 mois (microcalcifications).

ACRA4 Présence d'une image suspecte qui peut étre une lésion bénigne, pré-
cancéreuse, ou méme un cancer dans 40% des cas environ. Une cytoponction
ou biopsie est nécessaire rapidement pour affirmer le diagnostic de fagon

certaine.

ACR5 Présence d'une image trés suspecte (97% de cancers). Une biopsie ou
cytoponction est nécessaire pour affirmer le diagnostic et guider le geste
opératoire.

ACRO On ne peut conclure, plus d’éléments sont nécessaires (mammographie

insuffisante, pas d’échographie, etc).

Tableau 3 : Classification ACR

¢) L’examen d’anatomopathologie

L’examen anatomopathologique permet d’établir le diagnostic de malignité a partir
d’une biopsie ou d’une piece opératoire. L’examen microscopique, sur biopsie ou piece
opératoire, permet de donner un type histologique et d’identifier plusieurs facteurs
pronostiques (comme la différenciation et 1’activité mitotique) et prédictifs (comme la
recherche des récepteurs hormonaux) de la tumeur. L’examen macroscopique, Sur piece
opératoire, permet de mesurer la taille tumorale, d’étudier les berges d’exérése et donne une

orientation diagnostique en fonction de 1’aspect de la 1ésion.

- Prélevements anatomopathologiques : Plusieurs sortes de prélevements peuvent
étre réalisées : les cytoponctions, les microbiopsies et les macrobiopsies.

* La cytoponction s’effectue avec des aiguilles de 20 a 25 G selon le type d’image, le volume

du sein, la profondeur de la lésion et les habitudes du praticien. De faible codt et de réalisation
facile pour une équipe entrainée, elle est particulierement indiquée pour le drainage des kystes
et des abces. De plus, elle est d’une grande aide dans la surveillance des seins opérés, irradiés
ou des rétractions secondaires au traitement sont bien difficiles a différencier d’une reprise
évolutive. Les faux positifs sont rares (<1%) et les faux négatifs variables selon les séries (2 a

5%). Les limites de la cytoponction sont les prélevements insuffisants, fréquents pour les

32




opérateurs peu expérimenteés, les faux négatifs, les difficultés parfois rencontrées a distinguer

le bénin du malin. Le caractére in situ ou infiltrant des cancers ne peut jamais étre affirmé.

Les biopsies ont I’avantage de ramener une « carotte » tissulaire sur laquelle peut étre
effectué un diagnostic histologique, avec précision du type tumoral, du caractere infiltrant,
une recherche de multifocalité et de facteurs prédictifs et pronostiques.

Lors de la découverte d’une anomalie au cours d’une échographie et/ou d’une
mammographie, une biopsie est réalisée sous anesthésie locale a l'aide d'une aiguille guidée,
dans le sein, jusqu’a I’anomalie grace a un appareil de radiologie ou d’échographie.

* La microbiopsie est le prélevement le plus courant, il est effectué avec une aiguille de 3a 5

mm. Cette technique présente des limites pour le diagnostic des lésions infracliniques en
raison de préléevements insuffisants.

* La macrobiopsie peut alors étre indiquée, effectuée avec une aiguille de 5 a 10 mm, elle est

désormais la technique de référence en ce qui concerne les microcalcifications afin d'éviter le

recours aux biopsies chirurgicales

- La classification histologique (Tableau 4), est la classification des tumeurs en

fonction de leur nature anatomo-pathologique, a ce jour utilisée par I'Organisation Mondiale
de la Santé (OMS).
Le cancer du sein se développe a partir d'un constituant histologique du sein, la plupart des
Iésions mammaires (98%) sont issues du revétement des canaux galactophores ou des lobules,
ce sont les carcinomes. Selon leur localisation, ils seront qualifiés de canalaires (85 a 90% des
cas) ou lobulaires (10 & 15%) (Figure 6).

* Les carcinomes in situ ou non infiltrants correspondent a une prolifération carcinomateuse

qui se développe dans la lumiere des canaux ou des lobules, de proche en proche, sans
franchir leur membrane, ni envahir le tissu conjonctif. Suivant la localisation de la

prolifération, on individualise deux types de carcinome in situ :

1) Le carcinome canalaire in situ, englobe un groupe de Iésions hétérogenes caractérisées par
des aspects cliniques, mammographiques et histologiques trés variés. Ces lésions peuvent étre
révélées cliniquement par la présence d’une tumeur, d’un écoulement mamelonnaire ou d’une
maladie de Paget du mamelon. Toutefois, depuis la pratique généralisée du dépistage, le mode
de révelation le plus fréquent est la présence de microcalcifications découvertes a la

mammographie.
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Il arrive que les CCIS infiltrent les tissus voisins et deviennent des cancers infiltrants **.

2) Le carcinome lobulaire in situ est une Iésion rare, il représente 2 a 3% des cancers. N’ayant
ni traduction macroscopique, ni mammographique, le CLIS est généralement découvert
fortuitement histologiquement sur une piece opératoire d’une patiente opérée pour une autre
Iésion, et est plut6t considéré comme un facteur de risque de développer un cancer du sein, en
effet la fréquence de survenue d’un cancer infiltrant aprés le diagnostic de CLIS est de 10 a
20% selon les séries *2.

Pour souligner la nature non-invasive des CLIS, il a été proposé le terme de néoplasie

lobulaire intraépithéliale *'.

* Les carcinomes infiltrants ou invasifs sont de taille variable, de moins de 10 mm de

diamétre dans des lésions dépistées par mammaographie a plus de 8 cm. Cliniquement, ils se
présentent comme des lésions fermes, et peuvent entrainer une rétraction cutanée ou une
infiltration du muscle sous-jacent. La peau peut présenter un aspect "en peau d’orange" et le
mamelon peut étre rétracté. Les cancers infiltrants peuvent se propager vers les ganglions
axillaires ou vers d'autres parties du corps.
La classification OMS des carcinomes infiltrants date de 1981, elle classe selon leurs aspects
morphologiques, différents types de cancers infiltrants & pronostic inégal et donc nécessitant
une prise en charge thérapeutique différente.
La fréquence des différents types de carcinomes infiltrants du sein est la suivante :

- carcinome canalaire : 75 a 80%

- carcinome lobulaire infiltrant : 10%

- carcinome mucineux : 3%

- carcinome tubuleux : 2%

- carcinome médullaire : 1 & 3%

- carcinome papillaire : 2%

- autres : 5%

1) Le carcinome canalaire infiltrant (CCI), forme la plus fréquente, se traduit le plus souvent
par une tumeur palpable. Macroscopiquement, il s’agit d’une tumeur typiquement dure,
stellaire, de contours irréguliers, blanchatre. Tres rarement, elle se présente comme une
tumeur arrondie, bien limitée plutét évocatrice d’autres types de cancers infiltrants

(médullaire et mucineux).
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2) Le carcinome lobulaire infiltrant (CLI) peut se traduire par une tumeur palpable et/ou une

opacité mammographique ; mais un caractere particulier du carcinome lobulaire infiltrant est

sa présentation quasi muette sur le plan clinique ou radiologique. Ceci implique la découverte

a un age plus avancé avec une plus grande taille ou avec des métastases, de méme la

bilatéralité est plus importante (15-20%) que pour le CCI.

Macroscopiquement, la tumeur est de couleur grise, blanche ou beige clair. Le tissu

mammaire ne parait parfois pas anormal.

L’évolution du CLI se caractérise par des disséminations multiples, en particulier au niveau

des séreuses (plévre, péritoine) et des ovaires, entrainant une surveillance particuliére de ces

sites.

Tumeurs épithéliales malignes :

Carcinomes non infiltrants in situ
- intracanalaires sans autre indication
- lobulaire in situ
Carcinomes infiltrants
- canalaire infiltrant sans forme commune
- canalaire infiltrant avec composante intracanalaire prédominante
- lobulaire infiltrant
- mucineux
- médullaire
- papillaire
- tubuleux
- adénoide kystique
- sécrétant
- apocrine
Carcinomes métaplasiques
- riche en glycogéne
- a cellules en bague a chatons
- a cellules riches en lipides
- a différenciation neuro-endocrine
Maladie de Paget de mamelon

Tumeurs malignes mixtes épithéliales et conjonctives :

Sarcome phyllode
Carcinosarcome

Autres tumeurs malignes :

Mélanome
Angiosarcome
Autres sarcomes
Lymphomes

Meétastases intramammaires

Tableau 4 : Classification histologique de I'OMS
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Cancer lobulaire

cer canalaire

Figure 6 : Possibles
localisations de cancer du sein

- Classification moléculaire des sous-types de cancers du sein

Jusqu’a la fin des années 1990, seules les données histologiques et cliniques
permettaient de classer les différents types de cancer du sein mais, plus récemment,
I’utilisation de techniques génomiques & haut débit comme les puces @ ADN a permis d’y
ajouter une caractérisation moléculaire. Les premieres études d’expression génique des
cancers du sein, notamment par Perou et al. * et Sorlie et al. ** ont montré I’hétérogénéité de

la maladie au niveau moléculaire, déja suspectée au vu des données cliniques et histologiques.

Cing sous-types majeurs de cancers du sein ont été définis comme suit lors de la 13°

conférence internationale de Saint Gallen * sur le cancer du sein :

* Le sous-type luminal A: récepteur aux oestrogenes (RE) et/ou a la progestérone (RP)
positifs, HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) négatif, Ki-67 faible (<20%).

Cest le sous-type le plus commun, représentant approximativement 50 a 60% des cancers du

sein. La prolifération de ces tumeurs est lente et leur évolution plutét favorable, elles sont
caractérisees par une forte positivité des récepteurs aux hormones (RH) avec un fort potentiel

de sensibilité a I’hormonothérapie et une faible chimiosensibilité.

* Le sous-type luminal B (HER2-négatif): RE positifs, RP faibles ou négatifs, HER2 négatif,

Ki-67 élevé (>20%), représente 10% des tumeurs du sein et est caractérisé par une forte
prolifération et un pronostic significativement moins bon que les luminaux A. La sensibilité

endocrine dépend de I'expression des RH et la chimiosensibilité est plus élevée.
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* e sous-type des tumeurs HER2 positives (HER2") représente environ 15% des cancers du

sein, également divisé en 2 sous-catégories : tumeurs pures HER2" avec RH négatifs (non
luminales): HER2 surexprimé et RH absents, et tumeurs luminales HER2" avec RH positifs.
Ces tumeurs agressives présentent une forte prolifération et un mauvais pronostic, et sont
caractérisées par une forte sensibilité aux thérapies anti-HER2 et aux chimiothérapies, alors

que la sensibilité endocrine est faible pour les luminaux.

* Le sous-type triple-négatif (TN): RH absents et HER2 négatif, apparait dans 15 a 20% des

cas et est particulierement agressif avec de forts taux de rechute et un mauvais pronostic.
Jusqu'a 90% des cancers TN sont basaux, avec une surexpression de kératines basales et/ou
d'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Ce sous-type, traité classiquement par
chimiothérapie, ne dispose pas encore de thérapie spécifique mais plusieurs cibles potentielles

figurent dans la liste des génes surexprimeés (kinases, génes du cycle...).

La différence entre ces sous-types est importante, si bien qu'il devient de plus en plus
admis qu'il s’agit de maladies différentes. Si cette classification permet déja de dégager des
groupes de pronostic différent, elle exige également leur reconnaissance en routine et
I’intégration progressive de la classification moléculaire ajoutée a la classification

histoclinique existante devrait permettre une meilleure approche des traitements °.

Ainsi, les thérapies ciblées ont permis d'améliorer les taux de survie des sous-types
HER2-positifs ou RH-positifs, cependant la chimiothérapie cytotoxique reste la seule option
thérapeutique des cancers TN. L'identification de cibles moléculaires est alors critique pour
améliorer I'espérance de vie de ces patientes qui n'est aujourd'hui pas supérieur & un an ',
mais celle-ci est rendue difficile par I'nétérogénéité de ce groupe. En effet, les analyses
d'expression génique du cancer du sein TN ont récemment identifié 6 sous-types distincts, qui
jouent chacun un réle biologique unique et répondent différemment aux thérapeutiques
actuelles .

Les cancers TN sont alors classés comme suit:

* BL1 (BL pour basal-like) caractérisé par une signature génique enrichie de génes du

cycle cellulaire et de la réponse aux dommages de I'ADN,

» BL2 caractérisé par une surexpression de la signalisation des facteurs de croissance

et des marqueurs myoépithéliaux,
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* M et MSL sont deux sous-types mésenchymateux avec une forte expression des
génes impliqués dans la différenciation et la signalisation des facteurs de croissance,

* IM est un sous-type immuno-modulateur qui surexprime les genes liés aux processus
cellulaires immunitaires,

» et LAR est un sous-type luminal qui a la particularité d'exprimer des récepteurs aux

androgénes.

Chapitre 2 : Les facteurs prédictifs et pronostiques des cancers du sein

Le cancer du sein est une maladie hétérogéne, qui varie aussi bien par ses
caracteristiques cliniques et morphologiques que par le profil biologique de chaque tumeur.
La diversité des tumeurs induit des différences de réponse thérapeutique et de survie a stade
égal. Dans le but de pouvoir attribuer de facon optimale un traitement a un patient donné, il a
alors été nécessaire de définir deux types de facteurs :

Des facteurs permettant de prédire une réponse ou une résistance a un traitement donné, les
facteurs prédictifs.

Des facteurs permettant de prédire 1’évolution clinique de 1a maladie, c'est-a-dire le risque de
récidive, d'apparition de métastases ou de mortalité, en 1’absence de tout traitement adjuvant,
les facteurs pronostiques.

Dans cette partie, nous nous intéresserons a la valeur prédictive et/ou pronostique de
différents facteurs qui ont été étudiés ou qui le sont encore actuellement. Chaque facteur peut
étre potentiellement a la fois prédictif et pronostique.

Dans le cadre d’un traitement néoadjuvant, les facteurs prédictifs sont potentiellement
évaluables sur les biopsies réalisées au diagnostic, avant tout traitement, il en est de méme
pour les facteurs pronostiques, mais ceux-ci sont également évaluables sur les piéces

opératoires mammaires et/ou sur les prélevements du curage de la région axillaire.

1-Les facteurs cliniques

a) L'age et le statut ménopausique (valeur prédictive et pronostique)

Plusieurs études ont démontré que les patientes 4gées de moins de 40 ans au moment
du diagnostic ont une moins bonne survie et un taux de rechutes locorégionales plus

important®. Ces études ont aussi mis en évidence que le jeune age est souvent associé a des
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parametres de mauvais pronostic comme une taille plus importante, un stade et un grade
histologique SBR (Scarff-Bloom et Richardson) élevés et des récepteurs hormonaux négatifs,
ainsi qu'une proportion de tumeurs HER2-positive plus élevée “°.

Si I’état ménopausique n’a aucune influence pronostique, il existe un consensus sur
son pouvoir de sélection thérapeutique. Dés le début des tentatives de traitement adjuvant, la
chimiothérapie est apparue plus efficace pour les femmes ayant moins de 60 ans tandis que

I’hormonothérapie bénéficie principalement aux femmes ménopausées *'.

b) La taille et le stade cliniques (valeur pronostique)

La taille de la tumeur se place en premiére ou en deuxiéme position dans toutes les
analyses multifactorielles. Plusieurs études rapportent que la taille tumorale clinique et le

stade ont une valeur pronostique, aussi bien chez les patientes N* que N™ #243,

En situation neoadjuvante, plusieurs études rapportent également la valeur pronostique

de la taille tumorale et du stade clinique. Ainsi, une étude de Jacquillat et al.**

montre que la
taille tumorale initiale (p=0,001), le statut ganglionnaire initial (p=0,0019) et le stade tumoral
initial (p=10") sont prédictifs de la survie globale et de la survie sans rechute. Ces résultats

sont confirmés par les travaux de Bonadonna et al.*.

2-Les facteurs histopathologigues

a) L'envahissement ganglionnaire (valeur pronostique)

C’est le facteur pronostique le mieux connu et le plus important en cancérologie
mammaire “°. On I’évalue a partir de ’analyse histologique des ganglions prélevés dans le
curage de la région axillaire. Pendant longtemps, les patientes présentant une atteinte
ganglionnaire (N*) étaient subdivisées en 3 sous-populations en fonction du nombre de
ganglions envahis : 0, 1-3, 4 et plus. Actuellement, 4 sous-groupes sont proposés : 0, 1-3, 4-7,
8 et plusou 0, 1-3, 4-9, 10 et plus.

De nombreuses études ont corrélé la survie globale et la survie sans rechute au nombre
de ganglions envahis, les patientes N" ont un meilleur pronostic que les patientes N*. Les
premiéres études remontent aux années 80. Sur une étude incluant plus de 20 000 patientes
ayant subi seulement une chirurgie, les auteurs ont montré que le pronostic des malades N*
était plus mauvais que celui des malades N**'. De plus, le pronostic est d’autant plus péjoratif

que le nombre de ganglions envahis est important. Ainsi, a 5 ans, chez les patientes N, la
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survie globale était de 71,8%, elle était de 63,1% chez les patientes présentant un ganglion
envahi, de 51,9% chez les patientes ayant 4 ganglions envahis et elle chute a 40,7% chez les
patientes possédant entre 6 et 10 ganglions envahis.

D’autres études ont montré que la survie globale et la survie sans rechute étaient inversement
proportionnelles au nombre de ganglions envahis chez des patientes ayant recu une
chimiothérapie adjuvante .

Cette conclusion a parfois mené a des controverses au sujet de la chimiothérapie
néoadjuvante (CTNA) car il a été démontré que le nombre de ganglions envahis pouvait
significativement varier chez des patientes répondant bien & la CTNA *, mais il a ensuite été
prouvé que le nombre de ganglions résiduels suite a une CTNA est un facteur pronostique
aussi valable que le nombre de ganglions positifs évalué avant chimiothérapie adjuvante *°.

La puissance pronostique du nombre de ganglions résiduels chez des patientes ayant regu une

CTNA a effectivement été démontrée par plusieurs études “>>%°2,

b) La taille histologique (valeur pronostique)

La mesure histologique de la tumeur est beaucoup plus précise que la mesure clinique. Il a été
montré que la taille tumorale histologique était un facteur pronostique puissant de la survie
globale et de la survie sans rechute, et ce, aussi bien chez des patientes ayant recu une

chimiothérapie adjuvante *°, que chez des patientes ayant recu une CTNA .

c) La réponse pathologique compléte (pCR) (valeur pronostique)

La pCR, ou réponse histologique complete, est évaluée apres la CTNA et combine
I'envahissement ganglionnaire et la taille tumorale histologique. Dans de nombreux essais
cliniques néoadjuvants les patientes atteignant une pCR ont montré une meilleure survie a

%55 Ceci est

long terme, indiquant la pCR comme un facteur pronostique fort
particulierement avéré lorsque le sein et le creux axillaire sont libres de tout cancer invasif *.
En effet, il est nécessaire de souligner que le taux de pCR varie selon les études, et ce en
partie a cause des différentes classifications employées. En effet, I'absence de tumeur invasive
dans le sein seulement ou dans le sein et les ganglions, ainsi que I'absence ou non de tumeur
in situ, également dans le sein seulement ou dans le sein et les ganglions ne sont pas encore
établies et une définition précise et uniforme de la pCR est encore requise.

Concernant la présence résiduelle de carcinome in situ, son influence pronostique n'est pas
encore totalement claire. Dans une étude rétrospective sur 2302 patientes atteintes de cancer
du sein et traitées par CTNA, 3,4% ont présenté une pCR dans le sein et le creux axillaire et

8,6% avaient un carcinome in situ résiduel. Il n'y avait pas de différence concernant les taux
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de SSR & 10 ans (81 versus 82%) et de SG & 10 ans (92 versus 93%) *°. En revanche, une
analyse poolée de 7 essais randomises incluant 6377 patientes a montré une différence, petite
mais significative, de SSR entre les patientes sans aucune maladie résiduelle et celles avec du
CCIS résiduel, ainsi qu'une tendance pour une meilleure SG *’.

Il est a noter que la valeur pronostique de la pCR est valable lorsqu'on ne différencie
pas les sous-types moléculaires, en effet, lorsque ceux-ci sont pris en compte, les taux de pCR
different considérablement: les tumeurs luminales A obtiennent de faibles taux de pCR, les
luminales B un taux intermédiaire, tandis que les tumeurs triple négatives et celles
surexprimant le récepteur HER2 obtiennent de bons taux de pCR. Cela représente la seconde
raison de la variation du taux de pCR selon les études. Pour exemple, I'équipe de Ooe et al.
obtient des taux de pCR de 10%, 19%, 42% et 59% respectivement pour chaque sous-type.
De plus, lI'impact pronostique n'est pas le méme: pour les tumeurs Luminales A et B ainsi que
pour les tumeurs surexprimant le récepteur HER2 et les RH la pCR n'est pas associée au
pronostic, alors que pour les patientes présentant des tumeurs hautement prolifératives comme
les cancers TN et les tumeurs surexprimant le récepteur HER2 (RH") la pCR peut discriminer

précisément les bons versus les mauvais pronostics >"*°.

d) Le grade histologique (valeur pronostique)

La morphologie des cellules tumorales ainsi que le nombre de mitoses sont variables.
Ces différents caracteres morphologiques: différenciation, pléimorphisme nucléaire et nombre
de mitoses, sont a la base de divers gradings histopronostiques. Actuellement le grade le plus
utilisé est celui de Scarff-Bloom et Richardson (SBR) .
Le grade SBR est basé sur la somme de trois scores, déterminés a partir de 3 caractéristiques
histologiques indépendantes : le degré de différentiation architecturale, 1’étendue du
pléiomorphisme et de 1’anisocaryose, et le taux de mitoses (Tableau 5). Le score total permet
ainsi de séparer les tumeurs en 3 catégories : grade I pour les tumeurs tres différenciées, grade
Il pour les tumeurs moyennement différenciées et grade Il pour les tumeurs faiblement
différenciées. Ce grade est utilisé pour tous les carcinomes infiltrants de type canalaire.

Le grade SBR a été critiqué du fait que 50 a 60% des tumeurs sont classées dans le
grade Il; or, ce grade regroupe a la fois des patientes qui évoluent trés favorablement et
d’autres qui évoluent trés défavorablement. Afin d’affiner la classification SBR, Le Doussal

et al.®

ont créé un grade SBR modifié, le MSBR, en éliminant du score final la
différenciation. Ce grade comprend 5 subdivisions basées sur le pléiomorphisme nucléaire et
I’index mitotique (Tableau 6). Les cing grades sont eux-mémes subdivisés en deux groupes

pronostiques : un groupe a faible risque métastatique, regroupant les grades MSBR 1, 2 et 3,

41



et un groupe a haut risque métastatique (2 fois plus de risque que dans le premier groupe),

regroupant les grades MSBR 4 et 5.

Quel que soit le systéme d’évaluation du grade histologique utilisé, il constitue un

facteur pronostique important et indépendant pour le risque métastatique et la survie des

patientes. Plusieurs études ont montré que la survie globale et la survie sans rechute sont

meilleures chez des patientes présentant une tumeur trés différenciée (grade 1) comparé a des

patientes présentant une tumeur moyennement (grade I1) ou peu différenciée (grade Il), et ce

en situation adjuvante ® comme en néoadjuvante

51,53

Parameétres Score Grade tumoral total
Formation de tubes La somme des différents
Majoritaire (> 75%) 1 scores obtgnus‘ abou_tlt a un

s total de 3 & 9 a partir duquel
Moderée (10-75%) 2 la tumeur est classée en 3
Faible ou nulle (< 10%) 3

grades.

Pléimorphisme nucléaire
Variations de taille et de forme des 1
noyaux tres discrétes
Variations de taille et de forme des 2 Gradel :3,4,5
noyaux modérées
Variations importantes de taille et de 3 Grade Il : 6. 7
forme des noyaux
Index mitotique Grade I11: 8,9
Moins de 10 mitoses pour dix champs 1
au grossissement 400
Entre 10 et 20 mitoses pour dix champs 2
au grossissement 400
Plus de 20 mitoses pour dix champs au 3

grossissement 400

Tableau 5. Grade SBR selon Elston et Ellis (1991)
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Pléiomorphisme nucléaire Index mitotique Grade tumoral total

1 1 1
1 2 2
2 1
2 2 3
1 3
3 1
2 3 4
3 2
3 3 5

Tableau 6. Grade MSBR selon Le Doussal et al (1989)

e) L'index mitotique (valeur prédictive et pronostique)

Comme nous I’avons vu dans le paragraphe ci-dessus, 1’index mitotique est I’'un des 3
composants du grade SBR. C’est un des plus anciens parameétres étudiés, qui était le moyen le
plus simple d’apprécier la prolifération cellulaire, valeur prédictive de la tumeur.

En situation adjuvante, I'étude d'Andre et al.%® rapporte qu’un index mitotique élevé (3) est
associé a un grade SBR Il et a des récepteurs hormonaux négatifs (p<0.001), et gu'il est
prédictif d’un bénéfice apporté par la chimiothérapie adjuvante.

En situation néoadjuvante, les travaux de Zambetti et al.** rapportent qu’un index mitotique
élevé (3) est prédictif d’une réponse pathologique compléte (pCR): le taux de pCR chez des
patientes traitées par chimiothérapie et présentant un index mitotique élevé (3) est nettement

supérieur a celui de patientes ayant un index mitotique plus faible (1+2) : 26% versus 6%.

Parmi les trois composantes du grade histologique SBR, 1’index mitotique est
également le facteur pronostique le plus puissant. Dans ce sens, il a été démontré que plus une
tumeur présente un indice mitotique élevé, plus les survies globale et sans rechute

diminuent®.

f) Le type histologique (valeur prédictive et pronostique)

Des études ont été realisées afin de savoir si le type histologique influencait la réponse
au traitement. D’aprés les travaux de Cocquyt et al.®®, le taux de réponse objective & une
CTNA est significativement plus élevé avec un cancer canalaire qu’avec un cancer lobulaire

(75% versus 50%, p=0.015), et les taux de pCR présentent également une différence
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significative en faveur des cancers canalaires (15% versus 0%, p=0.007). Des résultats
similaires sont retrouvés par Cristofanilli et al.”” concernant la pCR: 15% versus 3%,
p<0.001.

Les deux études citées ci-dessus ont également cherché a évaluer I’impact pronostique
du type histologique. Bien que la taille tumorale post-chimiothérapie soit plus élevée en
présence d’un cancer lobulaire, la survie sans rechute (SSR) et la survie globale (SG) a 5 ans
sont meilleures dans le groupe des cancers lobulaires que dans le groupe des cancers
canalaires (SSR, 87% versus 66%, p=0.004 ; SG, 93% versus 70%, p=0.001). Les auteurs
rapportent néanmoins que dans le groupe des cancers lobulaires, les patientes sont plus agées
et la tumeur présente significativement plus de récepteurs oestrogéniques positifs, soit la
possibilité de bénéficier d’une hormonothérapie.

Plus récemment une étude de Nagao et al.®® comparant 500 tumeurs invasives
canalaires a 62 tumeurs de tous autres types a confirmé la valeur prédictive et pronostique du

type histologique du cancer du sein.

0) La présence d’embols (valeur pronostique)

L’invasion de la membrane basale constitue un phénomeéne majeur du développement
du cancer. Elle modifie considérablement le pronostic : dés I’invasion de la membrane basale,
les mémes mécanismes de pénétration des membranes vont pouvoir étre utilisés pour
I’invasion des capillaires lymphatiques et sanguins. Dans la circulation, les cellules
cancéreuses ne proliférent pas. Elles doivent résister a des agressions mécaniques et pour cela,
elles ont tendance a s’agréger en formant des embols. Plusieurs études ont retrouvé que la
présence d’embols est un facteur de mauvais pronostic. Une étude comparant les taux de
survie sans rechute a 2 ans chez 232 patientes traitées par mastectomie et curage axillaire +/-
radiothérapie a trouveé des taux de récidive respectifs de 40% et de 20,5% selon la présence ou
non d’embols (p<0.005). Au total, 53.4% des patientes présentant des embols ont rechuté %9
Par ailleurs, une étude publiée par Houvenaeghel et al.”® rapporte que la présence d’embols
est un facteur prédictif significatif de 1’envahissement ganglionnaire (p<10'6), qui est

également un facteur de mauvais pronostic.
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3-Les biomarqueurs d'intérét thérapeutigue

Les biomarqueurs sont des molécules présentes a la surface ou a l'intérieur des cellules
tumorales, il peut s'agir de protéines ou de genes.

L'introduction des techniques de proteomique et de génomique au cours de ces quinze
dernieres années a permis une meilleure caractérisation de la biologie du cancer et a démontré
que de meilleurs facteurs prédictifs et/ou pronostique que les classiques facteurs
clinicopathologiques détaillés ci-dessus existent .

Selon la 12°™ conférence internationale sur le cancer du sein de St Gallen ** différents sous-
types moléculaires de cancer du sein sont décrits sur la base de 4 biomarqueurs, désormais
détectés par techniques immunohistochimique (IHC) en routine: RE, RP, HER2 et Ki-67. Ces

biomarqueurs affectent le pronostic et donc le choix de thérapies spécifiques .

a) Les récepteurs hormonaux (valeur prédictive et pronostique)

Les récepteurs hormonaux (RH) stéroidiens et plus précisément les récepteurs aux
oestrogénes (RE) et a la progestérone (RP) sont les protéines effectrices de la réponse
biologique des hormones stéroidiennes dans les cellules mammaires. Ce sont des facteurs de
transcription, localisés dans le noyau cellulaire. lls lient, chacun de fagon spécifique, une
hormone stéroide et cette liaison leur permet de reconnaitre des séquences d’ADN spécifiques
au niveau du noyau, puis d’activer la transcription des genes spécifiques. Les récepteurs
hormonaux sont présents dans les cellules des lobules et des galactophores de la glande
mammaire normale. Ils sont plus fortement exprimeés dans les adénocarcinomes lobulaires et
canalaires bien différenciés.

Les RH, et plus particulierement les RE, sont les seuls marqueurs predictifs
jusqu’alors validés dans le cadre d’un traitement par hormonothérapie et utilisés en routine
dans la décision thérapeutique "®. La présence des RE est associée & une meilleure réponse au
traitement endocrinien utilisé en situation adjuvante "®. L’expression du RP est régulée par les
RE, ainsi elle est rarement observée sur des tumeurs n'exprimant pas RE, et elle est
généralement associée & une meilleure réponse au traitement endocrinien .

De plus, plusieurs études ont montré que les patientes présentant des tumeurs RH*
peinaient a atteindre une pCR apres CTNA, ce qui suggere que les tumeurs exprimant les RH
sont plut6t résistantes a cette approche thérapeutique.

Ces résultats expliquent 1’intérét porté a I’hormonothérapie néoadjuvante depuis

quelques années. En effet, des études montrent que les taux de réponses objectives sont tout a
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fait comparables a ceux obtenus aprés CTNA et qu’il existe une corrélation significative entre

la présence de RE et la réponse au traitement ",

Concernant la valeur pronostique des RE", la premiére étude & ce sujet a été réalisée
avant I’introduction des traitements adjuvants ">, elle indiquait un taux de rechute nettement
plus élevé pour les patientes RE™ que pour les patientes RE'. De nombreuses études
confirment ce résultat, dont celle de Chen et al.>*. Dans I’étude du NSABP B-06, les patientes
étaient randomisées pour subir soit une mastectomie ou une tumorectomie seule, soit une
mastectomie ou une tumorectomie suivie d’une radiothérapie. Aucun traitement adjuvant
n’¢tait donné aux patientes. La survie globale et sans rechute chez les patientes présentant une
tumeur RE" étaient respectivement de 92% et 74%, tandis que les taux chutent respectivement
a 82% et 66% pour une tumeur RE” ®

Alors que certaines études avec un recul médian plus long retrouvent cette valeur
pronostique 7 d’autres suggerent que la valeur pronostique n’est plus retrouvée a long terme.

78 J . . + \ ..
[.™* ont montré que I’impact pronostique des RE™ s’annule aprés 3 ans de suivi.

Hilsenbeck et a

La valeur pronostique des RP a été beaucoup moins étudiée que celle des RE.
Plusieurs études rapportent une valeur pronostique significative des RP pour les tumeurs N,
pour exemple, dans le protocole NSABP B-06, la survie a 5 ans est meilleure (90% versus
83%, p<0,01) pour les tumeurs qui possédent des RP que pour celles qui sont RP™ .

En définitive, plusieurs études démontrent que la présence simultanée de RE et de RP
correspond a un pronostic meilleur et nous menent a la conclusion que la présence des RH est
associée a un meilleur pronostic en terme d’intervalle sans rechute et de survie. Toutefois, cet
avantage est faible, surtout dans la durée. La détermination des récepteurs aura donc son
utilité surtout comme facteur prédictif de réponse a un traitement endocrinien lorsque 1’un au

moins des récepteurs est présent.

b) L’oncogéne HER2

En 1985, plusieurs équipes ont isolé¢ indépendamment le méme oncogene. Elles I’ont
appelé simultanément HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) et c-erbB2 a
cause de ses similitudes avec le gene EGFR et avec ’oncogéne v-erbB du virus de
I’érythroblastose aviaire 980 HER2 est aussi I’homologue humain du géne NEU isolé de
cellules de neuroglioblastomes chez le rat. Localisé sur le bras long du chromosome 17
(17g21), il appartient a la famille des récepteurs aux facteurs de croissance a activité tyrosine
Kinase, constituée de quatre récepteurs membranaires : EGFR ou HER1, HER2, HER3 et
HERA4.
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Le récepteur HER2 est une glycoprotéine de 185 kiloDaltons (p185) qui posséde un domaine
de liaison extracellulaire riche en cystéine, un domaine transmembranaire lipophile et un
domaine intracellulaire possédant l'activité tyrosine kinase. Cette protéine joue un réle
déterminant dans la transduction des signaux de prolifération et de différenciation cellulaire,
et son systeme de signalisation intervient également dans le développement embryonnaire.

Dans le cancer du sein, le géne codant la protéine HER2 est amplifié chez 20 a 30%
des patientes. L’activation de I’oncogéne HER2 provient de la surexpression de la protéine
qui peut provenir elle-méme d’une amplification génique, c¢’est-a-dire d’une multiplication du
nombre de copies du gene HER2, dont la conséquence est la stimulation de sa transcription. I
arrive aussi que HER2 soit surexprimé a la suite de modifications de 1’activité
transcriptionnelle et/ou post-transcriptionnelle, sans amplification génique.

Au plan cellulaire, ce déréglement de HER2 induit une augmentation de la croissance
cellulaire et du potentiel métastatique. Cet état de surexpression d’HER2 est de mauvais
pronostic pour la patiente. Ces tumeurs grandissent plus rapidement, sont plus agressives et
beaucoup moins sensibles a la chimiothérapie ou a 1’hormonothérapie. Le cancer HER2" tend
a étre plus agressif que tous les autres types de cancer du sein.

Slamon et al.®*

ont été les premiers a faire le lien entre la surexpression d’HER2 et un
mauvais pronostic. Chez des patientes présentant des ganglions envahis, ils ont montré qu’il
existait une corrélation significative entre une surexpression d’HER2 et une diminution de la
survie sans rechute (p<0,0001) et de la survie globale (p=0,0011) et que cette corrélation était
indépendante des autres facteurs pronostiques. Depuis cette premiere étude, de nombreuses
autres ont suivies, Ross et Fletcher® ont analysé de maniére rétrospective 47 études, réalisées
en situation adjuvante, ils en concluent que HER2 est un facteur pronostique indépendant
dans 60% des études.

Concernant les patientes traitées par CTNA, les études les plus récentes ®, ne

retrouvent pas d’impact pronostique pour les patientes HER2", cela est dii au développement

et a l'utilisation du trastuzumab qui a bouleverse les taux de survie de ces patientes.

La surexpression de HER2 dans le cancer du sein a également une valeur prédictive
puisqu'elle influence la réponse aux traitements par chimiothérapie et par thérapies ciblant
HER2. Concernant la valeur prédictive de HER2 dans le cadre d’un traitement par
chimiothérapie, certains essais en situation adjuvante (essai NSABP B11 %) et néoadjuvante®
ont retrouvé une valeur prédictive positive de la surexpression du géne pour la réponse aux

anthracyclines et notamment a des doses élevées. Une corrélation entre la réponse aux taxanes
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et le statut de HER2 n'a pas encore été démontrée, le peu d’études menées a ce propos
regroupent pour la plupart des effectifs réduits de cancers du sein avancés et les résultats sont
contradictoires.

Concernant la valeur prédictive de HER2 dans le cadre d’un traitement par CTNA, 1’étude

1.3, prouve que les tumeurs HER2" ont 4 fois plus de

rétrospective de Penault-Llorca et a
chance de répondre a la CTNA que les autres (p<0,05). Il semblerait donc que la
surexpression de I’oncogéne HER2 constitue un facteur important dans la prédiction de la

réponse a la CTNA.

Enfin, la valeur prédictive de HER2 concernant les traitements ciblant HER2 est
évidente. Plusieurs études ont posé la question de I’intérét d’un traitement par trastuzumab
administré toutes les 3 semaines et de sa durée, apres traitement néoadjuvant ou adjuvant chez
des patientes ayant eu un cancer surexprimant HER2. L’analyse combinée des études
NSABP-B31 ® et NCCTG N9831 ¥ rapportent des taux de survie sans progression a 4 ans de
85% versus 67%, et des taux de survie globale a 4 ans de 91% versus 87% en faveur des bras
trastuzumab. Concernant ’étude HERA %, les taux de survie sans rechute & 2 ans sont de
77,4% dans le bras contrdle et de 85,8% dans le bras trastuzumab 1 an (p<0.0001).

Les thérapies de seconde genération ciblant HER2 comme lapatinib et pertuzumab confirment
la valeur prédictive de I'oncogéne HER2 puisque leur administration, en combinaison avec la
chimiothérapie et le trastuzumab augmentent encore les taux de pCR et de survie sans

rechute®%,

c) L’antigéne Ki-67 (valeur prédictive et pronostique)

Ki-67 est un antigene nucléaire exprime par les cellules en prolifération, c'est-a-dire la
fraction de cellules tumorales engagées dans le cycle cellulaire (phases G1, S, G2 et M), mais
qui ne se diviseront pas forcément.

L’index Ki-67 permet donc d’évaluer le taux de prolifération des cellules tumorales, qui est
un des paramétres pronostiques les plus importants dans les cancers du sein *!, précédemment
évalué par mesure de la phase S et de la ploidie. La détermination de 1’index Ki-67 se fait par
une technique immunohistochimique en comptant le pourcentage de cellules présentant un

marquage positif de I’antigéne Ki-67, grace a l'anticorps MIB-1 **.

En situation adjuvante ou chez des patientes ayant recu un traitement locorégional
seul, plusieurs études ont démontré la valeur pronostique de l'index Ki-67 *2. Dans 1’étude de

Rudolph et al.®® portant sur 370 patientes (N), les patientes présentant un index de
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prolifération élevé ont un risque de 5 a 20 fois plus fort de décés. Sur les analyses effectuées
en multivarié, les auteurs retrouvent le fort impact pronostique de ce facteur, a la fois sur la
survie globale et sur la survie sans rechute (p<0,0001). Ces résultats montrent I’importance de
la prolifération cellulaire dans la dissemination tumorale.

En situation néoadjuvante, I’étude de Rozan et al.*

, sur 329 patientes, rapporte un
taux de survie & 5 ans de 85% lorsque la tumeur ne surexprime pas Ki-67 (valeur <10%) et un
taux de survie a 5 ans de 68% lorsque la tumeur présente un indice de prolifération élevé. En
analyse multivariée, ce facteur est retrouvé pronostique avec 1’envahissement ganglionnaire et
la taille tumorale. La valeur pronostique de Ki-67 avant CTNA est validée par plusieurs

études plus récentes %,

Ki-67 est également utilisé comme marqueur prédictif suite a des essais adjuvant et
néoadjuvant %%,
L¢tude de Penault-Llorca et al.®® retrouve une tendance prédictive de Ki-67 pré-
chimiothérapie sur la survie sans rechute, et significativement corrélé a la survie sans rechute

post-chimiothérapie. De plus, Burcombe et al.”

constatent que 78% des patientes qui ont
présenté une forte diminution de Ki-67 sont en réponse histologique complete, alors que
seulement 27% des patientes qui ont présenté une diminution faible de Ki-67 sont en réponse
histologique compléte. Il a été suggéré qu'une forte prolifération avant thérapie pouvait
prédire une réponse accrue a la chimiothérapie et qu'une diminution significative de Ki-67

avait lieu suite a la CTNA %97,

Cette hypothése est validée par I'étude de Nishimura et al.*®

, puisqu'un index Ki-67 élevé
(>25%) révele un fort taux de pCR et cette équipe a également démontré l'association

significative de la réponse pathologique aux valeurs de Ki-67 en analyse multivariée.

d) Principaux biomarqueurs en cours de validation

Les dernieres avancées technologiques en biologie moléculaire ont permis de mieux
comprendre la biologie cellulaire tumorale pour identifier des anormalités génomiques
complexes (mutation de génes, aberrations dans le nombre de copies, méthylation et
translocations) et d'identifier de nouveaux biomarqueurs impliqués dans de multiples voix de
signalisation, ce qui pourrait améliorer les pratiques cliniques générales en contribuant a une
approche pronostique et prédictive personnalisée *. Cependant, le potentiel de ces marqueurs
manque encore de validation ", la plupart des biomarqueurs énumérés ci-dessous sont en

cours d'étude.
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- Autres marqueurs de la prolifération cellulaire
La prolifération cellulaire a d'abord été évaluée via la phase S et de la ploidie, et I'est
désormais grace a la mesure de I'index Ki-67.
Désormais, de nombres autres marqueurs de prolifération cellulaire et leur rdle sont a I'étude :
MAI (mitotic activity index), PPH3 (Phosphohistone H3) , cycline A, cycline B1 ', cycline

101
17

E, cycline D

- Des marqueurs de I'apoptose
* L'association entre le gene suppresseur de tumeur p53 et les taux de survie dans le cancer du
sein a été le sujet de nombreuses investigations qui semblent, pour la plupart, démontrer la
valeur pronostique de p53. Quant & sa valeur prédictive de la réponse a la chimiothérapie,

celle-ci a présenté des résultats contradictoires et n'est donc pas établie .

* La plupart des études sur Bcl-2 conclut que sa surexpression augmente de facon
significative la survie globale et sans rechute mais, selon les études, cette significativité peut
étre perdu lors d’analyses multivariées ou avec un recul médian plus long.

La surexpression de Bcl-2 semble corrélée a une meilleure réponse au traitement par
hormonothérapie pour les tumeurs RH*, en revanche il n'est pas encore prouvé que cette

surexpression soit prédictive de la réponse a la chimiothérapie **2.

* De plus, I'expression des caspases, qui peuvent jouer un réle d'initiatrice ou d'effectrice de la
voie de l'apoptose, dans les cancers du sein, a été significativement liée a la survie globale et a

la chimiorésistance '*.
- Des marqueurs de I'invasion tumorale
* Plusieurs études suggérent un réle pronostique de la Cathepsine D, un niveau élevé de cette

protéase serait associé avec des mauvais taux de survie globale et sans rechute .

* L’activateur du plasminogéne de type urokinase (UPA), son récepteur (UPAR), et son

inhibiteur de type | (PAI-1) ont été associés avec un faible pronostic dans les cancers du sein
104

* Les familles des métalloprotéinases (MMP) et leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP) sont

surexprimées dans les tissus tumoraux, elles sont impliquées dans l'initiation des cancers,
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I'invasion et les métastatases. Des niveaux élevés de MMP et de TIMP ont été corrélés a un
faible pronostic .

- Des marqueurs de I'angiogénese
De nombreuses études ont démontré l'association de niveaux élevés de VEGF, principal
médiateur de I’angiogénése, et d'une densité accrue des microvaisseaux avec un mauvais
pronostic '%.

- Des marqueurs de I'hypoxie
* La surexpression de la protéine HIF-10 a été retrouvée dans plusieurs types de cancers, et
est associée avec un mauvais pronostic dans les cancers du sein N°. De plus cette

surexpression contribue a la résistance & la radiothérapie et & la chimiothérapie *’.

* L'expression de CAIX (Carbonic anhydrase 1X) est également significativement associée a

un mauvais pronostic, ainsi que des niveaux elevés d'HAI-2 (Hepatocyte growth factor

inhibitor type 2) 1%

e) Vers une thérapie personnalisée

En plus de la découverte de nouveaux potentiels biomarqueurs, les avancées
technologiques ont permis le développement de techniques de diagnostic moléculaire grace a
des puces @ ADN ou a des réactions en chaine par polymérase apres transcription inverse (RT-
PCR). Ces technologies détectent les ARNm, révélateurs d'un profil d'expression génique, ou
une “signature™ composée de plusieurs genes parmi des milliers, qui peuvent apporter des
informations pronostiques et/ou prédictives propres a chaque tumeur.

- Mammaprint analyse 70 génes critiques, impliqués dans le cycle cellulaire,
I'invasion, les métastases, l'angiogénése, et les signaux de transduction, et classifie les
patientes en 2 groupes distincts, "faible risque de métastases” ou "risque élevé de
métastases"'%,

- Oncotype DX mesure I'expression de 21 génes par RT-PCR pour établir un score de
récurrence comme indicateur pronostique. Ce test a été établi spécifiguement pour les
patientes RE™ et N, et donc traitées par Tamoxiféne, et les classe en 3 groupes : risque faible,

intermédiaire ou élevé 1%

- La signature génomique IGG® (Index de Grade Genomique) a été développée
pour reclasser les patientes avec des tumeurs de grade histologique Il en bas grade ou haut

grade, et aide ainsi & la décision thérapeutique .
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- EndoPredict® est un test multigénique capable de prédire le risque de rechute a
distance spécifiquement dans le cancer du sein RE+/HER2-. Ce test est basé sur la
quantification du niveau d'expression de 8 genes spécifiques du cancer et de 3 genes de

référence par RT-qPCR !,

- Le test PAMS50 (Prosigna™) a recu I’ AMM européenne en septembre 2012. PAM50
utilise 1’expression de 50 genes spécifiques et 5 genes de référence pour établir un score de

risque de rechute et peut étre utilisé dans tous les sous-groupes de cancers du sein 2.

- Le test Breast Cancer Index a été développé avec un algorithme combinant 2
biomarqueurs : HOXB13 et IL17RB et le test GGI. Différentes études montrent que le score
BCI est le seul facteur capable de prédire non seulement la rechute précoce mais également la

1
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rechute tardive en le comparant avec Oncotype DX et IHC , et qu’il est le facteur

pronostique le plus puissant comparé aux facteurs clinico-pathologiques classiques .

4-Principaux index pronostiques

Comme détaillés ci-dessus il existe de nombreux facteurs cliniques, histopathologiques et
biologiques prédictifs et/ou pronostiques. Cependant c'est encore la combinaison de plusieurs
de ces facteurs qui apporte la prédiction la plus fiable du risque de rechute et donc le meilleur

pronostic .

a) L’index pronostigue de Nottingham (NP1l = Nottingham Prognostic Index)
2 116

Cet index a été proposé en 198 suite a une étude rétrospective sur 9 facteurs.
Seulement 3 facteurs histopathologiques sont restés significatifs lors de 1’analyse multivariée,
et sont alors utilisés pour le calcul, comme suit: 0,2 x taille tumorale (cm) + index
d'envahissement ganglionnaire (1 pour 0 ganglion; 2 pour 1 a 3 ganglions; 3 pour 4 et plus) +
grade tumoral (SBR: 1-3). Trois groupes de patientes sont alors définis avec des chances de
survie différentes : bon pronostic (<3,4) / pronostic modéré (3,4-5,4) / mauvais pronostic
(>5,4)

Cet index a ensuite été testé par Galea et al. ™

sur une série de 1629 patientes de moins de 70
ans et présentant un cancer du sein opérable traité par chimiothérapie adjuvante, les auteurs

concluent que NPI donne une excellente indication du pronostic.
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Le maintien de cette valeur pronostique a ensuite été testé par Chollet et al."*® sur une série de
451 patientes traitees par CTNA et en utilisant donc les facteurs évalués suite a cette
chimiothérapie: la taille tumorale résiduelle, le nombre de ganglions envahis résiduel et le
grade SBR post-CTNA. Le score conserve alors sa corrélation significative avec les courbes

de survies globale et sans rechute et donc sa valeur pronostique.

b) L'index RDBN (Residual Disease in Breast and Nodes)

Cet index a récemment été proposé par Chollet et al.**®. Suite & la validation du

maintien de la valeur pronostique de NPI lorsque celui-ci est calculé avec les facteurs évalués
suite & une CTNA ™8 I'4quipe montre la forte valeur pronostique de la maladie résiduelle
dans le sein et le creux axillaire aprés CTNA %,
C'est ainsi que tandis que NPI est initialement calculé avec des facteurs histopathologiques
évalués sur la maladie au diagnostic, RDBN utilise les mémes facteurs, mais évalués sur la
maladie residuelle: 0,2 x taille résiduelle tumorale (cm) + index denvahissement
ganglionnaire résiduel (0 pour 0 ganglion; 1 pour 1 & 4 ganglions; 2 pour 5 a 7; et 3 pour 8 et
plus) + grade tumoral post-CTNA (SBR: 1-3). En effet, la CTNA peut modifier ces facteurs.
Ainsi I'index RDBN évalue la réponse de la maladie au traitement néoadjuvant.
De plus, la classification proposée par I'index RDBN inclue la pCR et classe les patientes en 4
groupes:

- Niveau 1: pCR dans le sein et le creux axillaire, avec ou sans carcinome in situ

- Niveau 2: index RDBN de 0,1 4 2,9

- Niveau 3: index de 3,0 2 4,3

- Niveau 4: index > 4,4

119
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Plus le niveau est élevé, moins bon est le pronostic, ainsi Chollet et a ont obtenu les taux

de survie globale a 15 ans suivants dans I'ordre des niveaux: 87,7%, 69,5%, 44% et 36,9%.

Cet index a ensuite été validé par Corben et al. ***

, qui ont démontré, en 2012, sur une série de
62 patientes traitées en néoadjuvant, que I'évaluation de la tumeur résiduelle aprés CTNA par
I'index composite RDBN est bien corrélée avec les espérances de vie a long terme.

Jai également prouvé dans mon étude rétrospective % sur 310 patientes traitées par CTNA
que les facteurs pronostiques les plus intéressants sont ceux évalués sur la piece opératoire,
aprés chimiothérapie: taille tumorale résiduelle, nombre de ganglions envahis résiduel et SBR
post-CTNA. Aprés avoir validé la valeur pronostique de I'index RDBN, jai montré que cet
index semble aussi permettre de prédire les survies de différents sous-types moléculaires et
pourrait donc permettre aux cliniciens un meilleur choix des thérapeutiques adjuvantes, a

I'avenir.
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c) Le score IHC4
Ce score inclut les 4 marqueurs réalisés en routine en IHC, a savoir RE, RP, HER2 et

Ki-67. IHC4 a été développé dans I'étude ATAC %, afin de calculer un score de risque de
rechute. Les résultats ont montré que ce score IHC4 est un facteur pronostique indépendant
des facteurs clinico-pathologiques classiques, et la comparaison de ce score au test Oncotype
DX™ montre que ces 2 tests apportent la méme inforamtion concernant le pronostic des
patientes.

Ce score a également été combiné a certains parametres cliniques tels que le pN, le pT, le

grade SBR et I’age des patientes pour former I’index IHC4+C, encore plus puissant.

Chapitre 3 : Les traitements néoadjuvants dans les cancers du sein

opeérables

Les traitements du cancer du sein varient en fonction notamment de la taille et de la

position de la tumeur dans le sein. Les cancers du sein opérables sont définis par des tumeurs
de taille égale ou supérieure a 2 cm et/ou en position centrale dans le sein et traités par CTNA.
Ce traitement est également le traitement de référence des cancers du sein localement avancé
ou inflammatoire, en revanche, les tumeurs de petite taille (inférieure a 2cm) sont
généralement traitées par chirurgie premiére suivie d’une radiothérapie, puis si nécessaire, les
patientes peuvent recevoir une chimiothérapie et/ou une hormonothérapie dites alors
adjuvantes.

La chimiothérapie néoadjuvante (CTNA) correspond a I’utilisation d’un traitement
cytotoxique systémique avant le traitement locorégional (chirurgie et/ou radiothérapie). La
terminologie de traitement néoadjuvant pour le cancer du sein a été utilisée au début des

années 80, lors de I’introduction de la CTNA dans le traitement des ostéosarcomes.

1-Les justificatifs de la chimiothérapie néoadjuvante

a) Les justificatifs historigues

Dés 1943, Haagensen et Stout'?

ont établi des criteres d’inopérabilité basés sur
I’étude rétrospective de plus de 1000 cancers du sein. Les tumeurs opérées, s’accompagnant

d’érythéme, de peau d’orange et/ou d’infiltration cutanée avaient, a 5 ans, une survie sans
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rechute locale de 48% et sans rechute métastatique de 3%. Si I’adjonction d’une radiothérapie
améliore le contrdle local, cette association ne modifie en rien les survies sans rechute ni
globale. 11 fallait donc envisager 1’utilisation de traitements médicaux capables d’agir sur les
micrométastases déja présentes lors du diagnostic.

En 1959, Brock montre 1’efficacité du cyclophosphamide sur le chlorome du rat. Cette
tumeur n’est guérie que dans 15% des cas par la chirurgie, or I'adjonction du
cyclophosphamide en post-opératoire immédiat accroit ce taux a 28%. Il passe a 50% si
I’antimitotique est administré une heure avant la chirurgie et méme a 90% s’il est administré 7

a 8 jours avant le traitement local.

b) Les justificatifs expérimentaux

Plusieurs études expérimentales, réalisées sur des souris, montrent que [’exérése
incompléte d’une masse tumorale s’accompagne d’une prolifération des cellules
résiduelles’®. Ceci s’accompagne, dans les 24 heures, d’une augmentation de I’index de
marquage a la thymidine tritiée pendant une période de quelques jours. Il s’ensuit une
augmentation du temps de doublement cellulaire et une augmentation de la taille tumorale.
Ces modifications cellulaires constatées chez I’animal aprés chirurgie sont reproductibles
apres radiothérapie.

En outre, Fisher'?® a pu démontrer qu’un traitement systémique de type chimiothérapie
ou hormonothérapie, avant 1’exérése de la tumeur primitive, permettait d’inhiber la croissance
des métastases.

Une autre base rationnelle de la CTNA découle de I’hypothése de Skipper™?’ selon
laquelle la réduction rapide du nombre de cellules tumorales gréace a la chimiothérapie limite
le risque d’émergence de clones résistants. Par conséquent, on peut supposer que
I’administration précoce de chimiothérapie, avant tout autre traitement, est susceptible de
diminuer le risque d’apparition de ces clones au niveau de la tumeur primitive et des

micrométastases.

¢) Les justificatifs clinigues

Sur ces bases expérimentales, les cliniciens ont utilisé la CTNA dans deux situations
cliniques différentes :
* dans les cancers du sein localement avancé et inflammatoire, a cause du risque présumé
élevé de (micro-)metastases
* dans le cancer du sein opérable, pour :

- permettre une chirurgie conservatrice plus fréquente
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- obtenir une meilleure éradication de la maladie micro-métastatique par un traitement
précoce avant le développement de clones résistants et alors que le facteur anti-angiogénique
potentiel sécrété par la tumeur primitive est toujours présent

- tester la chimiosensibilité tumorale in vivo.

d) Chimiothérapie néoadjuvante versus adjuvante

La CTNA a été utilisée initialement dans les formes localement avancées et les formes
inflammatoires de cancers du sein, afin d’améliorer le contréle local et la survie en
comparaison a un traitement local exclusif. Elle devait également permettre une chirurgie
partielle en cas de réduction tumorale importante, évitant ainsi une mastectomie. Devant les
résultats encourageants, cette modalité thérapeutique a été proposée pour les formes dites
opérables et est depuis de plus en plus utilisée. Désormais plusieurs études ont démontrées la
faisabilité et I'efficacité de la CTNA 2% En effet, malgré des taux de survies globales et
sans rechute comparables a ceux d'une administration adjuvante de la méme chimiothérapie,
la CTNA présente plusieurs avantages importants énoncés ci-dessus :

- une augmentation de 10 & 20% du taux de chirurgies conservatrices 2,

- sans le retard imposé par le temps chirurgical, un traitement systémique bien plus

précoce (8 a 10 semaines) de la maladie micro-métastatique et

- une analyse de la chimiosensibilité tumorale in vivo, qu'elle soit clinique, permettant
d'ajuster la CTNA comme Wang-Lopez et al.™®® l'ont fait, ou biologique, sur la piéce

opératoire, et permettant une adaptation des thérapeutiques adjuvantes.

2-La chimiothérapie néoadjuvante des cancers du sein opérables

a) Chimiothérapie a base d'anthracyclines

Les anthracyclines s'intercalent dans I'ADN et se fixent sur la chromatine nucléaire, ils
interférent aussi avec l'action de la topo-isomérase Il, enzyme réparatrice de I'ADN, et
produisent le clivage du brin d'ADN.

La premiére anthracycline était la daunorubicine, surtout active dans les hémopathies
malignes (leucémies et lymphomes), alors que la doxorubicine, isolée quelques années plus
tard en Italie, est également active dans les adénocarcinomes et les sarcomes : on la consideére
comme le chef de file de ces médicaments. Deux objectifs ont ensuite guidé la recherche de

nouvelles anthracyclines ; découvrir des molécules ne présentant pas de chimiorésistance
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croisée avec les premiéres et une moindre toxicité pour le cceur. C'est ainsi que I'épirubicine
est désormais l'anthracycline la plus utilisée dans le traitement des cancers du sein.

Le traitement anticancéreux a base d'anthracyclines est une polychimiothérapie combinée de
fluorouracile, doxorubicine et cyclophosphamide (FAC) ou de fluorouracile, épirubicine et
cyclophosphamide (FEC).

La supériorité des traitements contenant des anthracyclines sur ceux n'en contenant pas a
d'abord été démontrée sur les traitements adjuvants de patientes atteintes de cancer du sein™.
La chimiothérapie par anthracyclines est ainsi désormais incontournable dans les situations

adjuvante, néoadjuvante et métastatique **.

b) Chimiothérapie comportant un taxane

Le principal mécanisme d'action des taxanes est l'inhibition de la fonction des
microtubules, ces derniers étant essentiels pour la division cellulaire, les taxanes bloquent la
division normale des cellules. Les taxanes jouent donc le r6le de poison du fuseau et sont
également supposés étre radiosensibilisants. Les taxanes comprennent plus de 300 composés
dont le paclitaxel (Taxol) et le docétaxel (Taxotére).

Depuis I’introduction des taxanes, il a été établi qu’ils étaient également tres efficaces en
terme de réponse, aussi bien en monothérapie, qu’en association avec des anthracyclines. De
nombreux essais utilisant un taxane avec ou sans anthracycline et testant leur association
simultanée ou séquentielle ont donc été publiés.

- L’étude GEPARDUO ** a compare 1’association de docétaxel et de doxorubicine (ADOC)
toutes les 2 semaines pendant 4 cycles a un schéma séquentiel AC-DOC (adriamycine-
cyclophosphamide suivi de docétaxel) chez 913 patientes. Les résultats montrent que le
schéma séquentiel AC-DOC améliore significativement le taux de réponses pathologiques
complétes en comparaison avec la combinaison ADOC (14 versus 7%). Le taux de réponses
objectives est également meilleur dans le premier groupe que dans le deuxiéme : 85 versus
75.2%, ainsi que le taux de chirurgies conservatrices : 63.4 versus 58.1%.

Deux autres essais ont comparé des stratégies séquentielles :

L’essai d’Aberdeen *** a porté sur 162 patientes recevant 4 cycles de CVAP
(cyclophosphamide, vincristine, doxorubicine, prednisolone) en situation néoadjuvante. Cent
deux patientes ont répondu partiellement ou totalement a cette polychimiothérapie sur le plan
clinique et ont été randomisées pour recevoir soit 4 cycles supplémentaires de CVAP (bras
A), soit 4 cycles de docétaxel avant chirurgie (bras B). Les 60 patientes non répondeuses au

protocole CVAP ont recu systématiquement 4 cycles de docétaxel avant d’étre opérées de leur
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tumeur (bras C). Les taux de réponses objectives étaient respectivement de 64%, 85% et 47%.
Pour les patientes répondeuses, le traitement séquentiel avec docetaxel a permis un taux de
réponses completes pathologiques de 31% versus 15% pour la poursuite de 4 cycles de
CVAP. A 5 ans, la survie globale est de 97% pour le bras B versus 72% pour le bras A. La
survie sans récidive est de 90% pour le bras B versus 72% dans le bras A. Le taux de
chirurgies conservatrices est de 67% dans le bras sequentiel versus 48% dans le bras A.

- L’essai du NSABP B-27 ** concerne 2411 patientes. Trois bras ont été proposés : soit 4 AC
(adriamycine-cyclophosphamide) suivis de chirurgie et de radiothérapie (groupe 1), ou 4 AC
suivis de 4 cures de docétaxel puis chirurgie et radiothérapie (groupe 1), soit 4 AC suivis de
chirurgie et de 4 cures de docétaxel et radiothérapie (groupe Ill). Les taux de réponses
objectives sont respectivement de 85,7%, 90,7% et 85,4% et les taux de pCR sont de 12,9%,
26,1% et 14,5%. En ce qui concerne la chirurgie conservatrice, les taux sont respectivement
de 47,9%, 50,8% et 48,9%.

Les différentes études citées ci-dessus sont en faveur d’un traitement séquentiel plutot
que combiné en termes de réponses objectives et de réponses histologiques complétes. Ces
données montrent également que, chez les patientes qui répondent & un traitement initial par
anthracyclines, I’adjonction de docétaxel est une approche plus performante que la poursuite

des anthracyclines.

3-Les cancers du sein HER2-positifs

Le cancer du sein comme les autres cancers est caractérisé par des mutations dans le génome
des cellules cancéreuses. Une mutation particulierement importante d'un point de vue clinique
est I'amplification d'une région du chromosome 1721 qui aboutit a la surexpression du proto-

oncogene HER2 et donc aux tumeurs HER2-positives.

a) Trastuzumab

Le trastuzumab (Herceptin®, Roche-Genentech), un anticorps monoclonal humanisé
qui se lie a la région extracellulaire de la protéine HER2, ancrée a la membrane, empéche
I'activation des récepteurs HER2 et donc la prolifération cellulaire. C'est un des premiers
traitements par anticorps monoclonaux utilisé en routine en cancérologie, en combinaison
avec la chimiothérapie il a été prouvé qu'il augmente les survies globales et sans rechute des
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cancers du sein métastatiques ~*° et, plus récemment en traitement adjuvant des patientes avec

un cancer du sein HER2-positif.
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Le premier essai de phase Ill examinant trastuzumab en néoadjuvant en combinaison
avec la chimiothérapie a été stoppé prématurément dd a l'impressionnante supériorité du bras
expérimental **’, Buzdar et al. y comparaient 6 mois de CTNA consistant en 4 cycles de FEC
versus la méme chimiothérapie avec ajout simultané de trastuzumab hebdomadaire pour 24
semaines dans les stades non-inflammatoires Il et 1A de cancers du sein HER2-positif. Les
patientes recevant le trastuzumab ajouté a leur chimiothérapie ont présenté un taux de pCR
significativement supérieur (65%) a ceux recevant la chimiothérapie seule (26%, p=0,016). Il
n'y a pas eu de différence dans le taux de chirurgies conservatrices du sein entre les 2 groupes
(57% vs. 53%), ni dans les cardio-toxicités. Cette 'success story' a été suivie par l'étude
NOAMH, qui a montré des améliorations aussi bien en terme de taux de pCR (43% vs. 22%,
p=0,0007) qu'en terme de survie sans rechute a 3 ans (71% vs. 56%, p=0,013) grace a l'ajout
de trastuzumab aux 3 cycles de doxorubicine plus paclitaxel, suivis de 4 cycles de paclitaxel
seuls et de 3 cycles de cyclophosphamide plus methotrexate et fluorouracil **®. De plus, dans
I'étude GeparQuattro **°, parmi 1509 participantes, 445 avaient des tumeurs HER2-positives
et ont recu le trastuzumab en méme temps que le docétaxel ou que le docétaxel +
capecitabine; le taux de pCR dans le sein et en axillaire est significativement différent de celui
des tumeurs HER2-négatives (32% vs. 16%, p<0,001) sans jouer sur le taux de chirurgies
conservatrices du sein. Valachis et al.**® confirment ces résultats avec une méta-analyse de
plusieurs études randomisées qui indique que l'ajout de trastuzumab a la CTNA augmente
significativement les taux de pCR et de survie sans rechute comparé a une chimiothérapie
seule chez des patientes présentant des cancers du sein localement avancés. Dans presque tous
les essais le traitement par trastuzumab est complété apres chirurgie pour une durée totale d'un
an, comme l'indiquent les recommandations cliniques du NCCN (National Comprehensive
Cancer Network).

A noter gque le potentiel cardiotoxique du trastuzumab a été testé dans différentes indications
et Seidman et al. démontrent un profil de toxicité cardiaque élevé en association avec un
traitement a base d'anthracyclines (27%) alors qu'il est beaucoup plus faible en association
avec du paclitaxel (13%) ou seul (3-7%) ***. Ainsi le trastuzumab est désormais prescrit en
deuxiéme phase de CTNA, c'est-a-dire en association avec les taxanes **2.

Ainsi une nette amélioration a été observée chez les patientes HER2-positives depuis
I'extension de [l'utilisation du trastuzumab; cependant environ 10% de ces patientes

développent des rechutes a distance ***

et les risques cardiotoxiques exclus certaines patientes
de ce traitement, c'est pourquoi le développement de nouveaux agents ciblant pour traiter les

cancers du sein HER2-positifs reste cliniquement cohérent.
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b) Pertuzumab

Le pertuzumab (Omnitarg®, Roche-Genentech) est un anticorps monoclonal se fixant
sur un épitope différent de HER2 par rapport au trastuzumab.
Dans une étude de phase Il randomisée (NeoSphere ) la combinaison de pertuzumab +
trastuzumab ajoutée a la CTNA a démontré une augmentation du taux de pCR en
comparaison a l'addition de pertuzumab ou de trastuzumab a la CTNA, ainsi qu'un taux de
pCR de 16,8% chez les patientes traitées seulement par la double thérapie ciblée, sans

chimiothérapie.

c) Lapatinib

Le lapatinib (Tykerb®, GlaxoSmithKline) est un inhibiteur de la tyrosine kinase se
fixant sur EGFR et HER2.
Bien qu'il n‘ait pas prouve d'efficacité supérieure au trastuzumab, les études randomisees
étudiant I'impact d'addition de lapatinib (NeoALTTO ** NSABP B-41 ®%) en combinaison &
une CTNA et au trastuzumab ont démontrées une augmentation du taux de pCR dans le bras
contenant cette addition.
D'autres inhibiteurs de la tyrosine kinase, tels que Neratinib et Afatinib sont actuellement
testés en combinaison avec différents chimiothérapeutiques et pour diverses applications,

notamment en indication néoadjuvante **°,

4-]_es cancers du sein hormonodépendants

Le bénéfice d’un traitement hormonal dans le cancer du sein hormonosensible est de nos jours

parfaitement admis.

a) Le tamoxiféne, modulateur sélectif des récepteurs des oestrogénes, est le traitement

de référence des femmes non ménopausées et présentant une tumeur hormono-positive en

situation adjuvante, et a largement contribué a la validation des traitements endocrines.

b) Les inhibiteurs de 1’aromatase de troisieme génération : létrozole, anastrozole et

exemestane, sont des agents hormonaux plus récemment développés, et qui offrent ainsi aux
cliniciens 1’opportunité de disposer d’un arsenal thérapeutique plus efficace et mieux toléré.
Chez les femmes ménopausées les inhibiteurs de I'aromatase ont démontré leur supériorité sur

le tamoxiféne en terme de survies globale et sans rechute 44,
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La thérapie endocrine néoadjuvante a d'abord été administrée aux patientes portant un
cancer du sein localement avancé mais ne pouvant bénéficier de chimiothérapie a cause de
leur &ge et/ou de comorbidités. Récemment, de nouvelles perspectives pour I'utilisation de
cette hormonothérapie néoadjuvante ont émergées sur la base d'études démontrant que les
patientes présentant des tumeurs RH" présentent des taux de pCR significativement plus
faibles que celles présentant des tumeurs RH’, quels que soient les durées ou régimes de
chimiothérapie **. Cette constatation laisse suggérer que les tumeurs hormonosensibles sont
plutdt résistantes aux chimiothérapies **°. De plus, malgré la difficulté datteindre une pCR
aprés leur CTNA ces patientes présentent un bon pronostic méme en présence d'un résidu

tumoral **

, ce qui est largement dépendant de I'efficacité de la thérapie post-opérative
endocrine.

Bien que plusieurs études aient démontré I'efficacité de l'utilisation néoadjuvante des
inhibiteurs de l'aromatase en terme de réponse objective et de taux de chirurgies
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conservatrices du sein =, a I’heure actuelle I’hormonothérapie néoadjuvante ne constitue pas

un traitement standard.

5-Evaluation de la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante

Les avancées des thérapeutiques anticancéreuses sont basées sur 1’évaluation des résultats
obtenus par les traitements et leur introduction dans la pratique courante en oncologie. Ces
évaluations requiérent des comparaisons entre les résultats et nécessitent d’avoir des données
standardisées. C’est pourquoi il est devenu nécessaire de développer un « langage commun »

pour décrire les résultats obtenus dans le traitement du cancer et ce de fagon internationale.

a) La réponse clinigue

En 1994 plusieurs organisations de recherche, dont I’Organisation Européenne de
Recherche et de Traitement du Cancer (EORTC) et I’Institut National du Cancer (NCI) des
Etats-Unis et du Canada se sont réunies afin de revoir les critéres utilisés pour évaluer la
réponse au traitement dans les tumeurs solides, ce qui aboutit aux recommandations nommeées

RECIST (Response Criteria in Solid Tumors), qui ont été publiées en 2000 ™

, puis ajustées
en 2009 *% Selon ces recommandations 1’évaluation de la réponse au traitement ne prend en
compte que les mesures clinique et/ou radiologique du plus grand diamétre de chacune des
Iésions évaluées. Ainsi, on peut mesurer :

- Une Réponse Compléte (RC) : en cas de disparition de toutes les Iésions cibles
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- Une Réponse Partielle (RP) : en cas d’une diminution d’au moins 30% de la somme des plus
grands diametres des lésions prises comme Iésions cibles

- Une Stabilisation (ST, ou NC pour « no change ») : en cas de diminution inférieure a 30% et
d’augmentation inférieure a 20% de la somme des plus grands diametres des 1ésions cibles

- Une Progression (PG) : en cas d’augmentation d’au moins 20% de la somme des plus grands

diamétres des lésions cibles, ou si une nouvelle Iésion apparait
La réponse clinique est une information importante pour décider d'interrompre,
changer ou prolonger le traitement systémique, de plus elle a un impact évident sur la décision

de réaliser un traitement conservateur ou une mastectomie.

b) La réponse anatomo-pathologigue

L'analyse de la réponse pathologique est réalisée sur les piéces opératoires
(mammectomie, tumorectomie, quadrantectomie) mammaires et sur les curages axillaires,
c'est une base nécessaire pour établir le pronostic de chaque patiente et un guide pour mettre
au point la stratégie de traitement post-chirurgical.

- La réponse pathologique compléte est largement admise comme but ultime d'une

CTNA efficace, et est désormais utilisee comme objectif principal dans presque tous les essais

cliniques néoadjuvants *3.
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La plupart des études suivent la recommandation de von
Minckwintz = selon laquelle la pCR, définie comme I'absence de tumeur résiduelle invasive
et in situ dans le sein et les ganglions, est le meilleur moyen de discriminer les patientes de
bon pronostic de celles de mauvais pronostic. Cependant une définition précise et uniforme
est encore requise, différentes définitions de la pCR sont alors utilisées, incluant lI'absence de
tumeur invasive dans le sein seulement ou dans le sein et les ganglions, et I'absence ou non de

tumeur in situ, également dans le sein seulement ou dans le sein et les ganglions.

- Classification de la maladie résiduelle :

Pour évaluer la maladie résiduelle dans le sein et le creux axillaire, plusieurs équipes

de pathologistes ont proposé des classifications de la réponse & la CTNA 14155156157

cependant aucun consensus ne permet de privilégier une classification plutét qu’une autre, a
I’heure actuelle.
Les deux classifications couramment utilisées en Europe sont celles de Chevallier et Sataloff,

158

qui sont comparables —° et évaluent toutes deux la réponse sur le sein et le creux axillaire.
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* a classification de Chevallier **°

Class 1: Disparition compléte de toute trace de tumeur (in situ et invasive)

Class 2: Présence de carcinome in situ seulement dans le sein, absence de toute cellule
tumorale dans le creux axillaire

Classe 3: Persistance de carcinome invasif avec altération du stroma

Classe 4: Peu ou pas de modification de la tumeur

Cette classification reste une référence en France, cependant, la classe 3 englobe une
population tres hétérogene de patientes comprenant de tres bons répondeurs (pour lesquels le
reliquat est minime et trés altéré) et des répondeurs partiels (qui présentent une régression

tumorale de moins de 50%). Le grade 2 est considéré comme une rémission compléte.

* |a classification de Sataloff %

- Sur le sein : T-A: Effet thérapeutique total ou quasi-total (>95%)
T-B: Effet thérapeutique supérieur a 50%
T-C: Effet thérapeutique inférieur a 50%
T-D: Pas d'effet thérapeutique
-Sur le creux axillaire : N-A: Effet thérapeutique, plus de métastase
N-B: Pas de métastase, pas d'effet thérapeutique
N-C: Effet thérapeutique mais persistance de métastases

N-D: Pas d'effet thérapeutique, métastases

Cette classification tient compte de la viabilité cellulaire, elle isole ainsi un groupe de trés
bons répondeurs en prenant en compte les reliquats tumoraux tres nécrosés non mesurables
macroscopiquement, dont la signification clinique est tres proche des répondeurs complets, et
stratifie les répondeurs partiels en « bons répondeurs » (effet thérapeutique supérieur a 50%)

et « mauvais répondeurs ».

Chapitre 4 : L'immunité anti-tumorale

La découverte de I’immunité anti-tumorale est une histoire pleine de rebondissements
qui a pris ses racines au XIX siécle, lorsqu’un chirurgien du Memorial Hospital de New York,

William Coley, a constaté des régressions de tumeur chez des malades qui développaient
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parallelement un épisode infectieux. Un peu plus tard, d’autres équipes ont confirmé que
I’injection d’extraits de bactéries a des souris pouvait entrainer la nécrose hémorragique de
leur tumeur: ces substances stimulaient les défenses immunitaires de I’organisme qui, a leur
tour, limitaient la prolifération cancéreuse.

D’autres arguments sont en faveur de 1'immunosurveillance: par exemple, la découverte de
tumeurs cliniqguement silencieuses, ou encore ’observation de régressions spontanées de
tumeurs. De plus, les cancers sont plus fréquents pendant la période néonatale ainsi que chez
les sujets agés, deux périodes de la vie au cours desquelles le systeme immunitaire serait
moins efficace, de méme que ces maladies sont plus fréquentes chez les sujets
immunodéprimés .

Un argument encore plus probant concerne ’infiltration de certaines tumeurs par des cellules
lymphoides (lymphocytes T et cellules natural killer), qui est considérée depuis longtemps

comme le signe d’un pronostic favorable 162 hotamment dans les cancers du sein %,

1-Immunosurveillance

Le concept d’immunosurveillance a été proposé par Burnet en 1970'%

suite a I’hypothese de
Thomas en 1959 selon laquelle I'immunité a médiation cellulaire serait le principal
mécanisme impliqué dans I’élimination des tumeurs.

Malgré 1’'impact bénéfique de certaines réponses immunitaires, des études réalisées dans les
années 2000 ont révélé I’ambivalence des relations entre le systeme immunitaire et les
cancers. Une nouvelle théorie a alors été concue selon laquelle I’immunosurveillance de la

tumeur évoluerait au cours du temps et serait divisée en trois phases dite des « 3E » *°%;

a) Elimination

Cette phase est enclenchée dés la reconnaissance des cellules tumorales par le systéeme
immunitaire. Le développement tumoral, qui se fait aux dépends du tissu sain, met en place
un contexte pro-inflammatoire par la libération de signaux de danger (appelés DAMPSs pour
damaged associated molecular patern) '®°. Ce contexte favorise alors le recrutement et
’activation de cellules cytotoxiques de I’immunité innée ainsi que le recrutement des cellules
présentatrices d'antigene, qui activeront ensuite I'immunité adaptative.

Ainsi, durant cette étape, la tumeur est contrdlée par le systtme immunitaire, voire

entiérement éliminée.
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b) Equilibre (ou Immunosélection)

La relation dynamique entre le systéme immunitaire et la tumeur conduit & une phase
d’équilibre, qui peut durer de nombreuses années. Durant cette période certaines cellules
tumorales peu prolifératives et/ou peu immunogenes ont survécu a la phase d’élimination. La
tumeur est dite « en dormance » : elle est contrdlée mais continue d’évoluer lentement *®*.
Plus longtemps dure cet équilibre, plus il y a de risques qu'une mutation entrainant
I'chappement au contréle immunitaire des cellules tumorales survienne. Durant cette longue
phase, les cellules tumorales subissent une pression importante du systeme immunitaire qui
conduit a un phénoméne de sélection des phénotypes les plus adaptés a survivre que I’on
nomme « immunosélection » (ou “immunoediting").

D’autre part I’inflammation associée aux cancers et l’instabilité génétique des cellules
tumorales semblent contribuer a 1’établissement d’un microenvironnement pro-tumoral et

immunosuppresseur.

¢) Echappement tumoral (ou Immunosubversion)

Les clones résistants, ainsi sélectionnés, lors de l'immunosélection, sont capables
d’échapper au systeme immunitaire de I'n6te. Ils vont alors permettre a la tumeur de proliférer
brusquement voire générer des métastases : c’est la phase d’échappement.

L'échappement est croissant puisque la tumeur accumule de nombreux et différents
mécanismes au fil du développement de la maladie. Les populations tumorales sont
hétérogenes, ainsi que leurs mécanismes d'‘échappement, ce qui rend leur élimination par le

systéeme immunitaire ou par un traitement immunologique d'autant plus difficile.

2-La réponse immunitaire anti-tumorale

La réponse anti-tumorale mise en place par le systtme immunitaire repose sur la
reconnaissance et la destruction des cellules tumorales. Cette réponse se déroule en deux
phases: une immédiate, la réponse innée, qui va déclencher la réponse cellulaire spécifique,

appelée réponse adaptative qui, si elle est plus tardive, est aussi plus durable.

De nombreux travaux expérimentaux notamment en infectiologie, en cancérologie et en auto-

immunité ont permis de comprendre les différentes étapes de cette réponse (Figure 7) *°1°7.

65



NNEE IMMUNITE ADAPTATIVE

Cellule

spécifique

.

Cytotoxicité
naturelle
/ .
/
O /
Macrophage I
|
Cellule T
Antigéne CHI ' . CD8+ naive

tumoral

Activation des lymphocytes

CMH Il
Cellule T
e CD4+ naive
ifférenciation
en lymphocytes “«

CD4+ effecteurs

Figure 7 : Controle des cellules tumorales par le systéme immunitaire

a) L’immunité innée

La premiere ligne de défense de l’organisme est I’immunité innée, recrutée par

différentes voies et impliquant principalement les cellules natural Killer.

- Voies de recrutement
* Les DAMPs sont des signaux de souffrance cellulaire qui vont activer des récepteurs
cellulaires de I'immunité innée (PRR : Pattern Recognition Receptor), présents a la fois sur les
cellules immunitaires et d'autres cellules, comme les cellules épithéliales, fibroblastiques ou
endothéliales, et ainsi déclencher une réaction inflammatoire.
Les cellules tumorales étant des cellules altérées, elles émettent des DAMPs et activent

I'immunité innée.

* L'inflammation peut conduire a la destruction des cellules tumorales, ainsi qu'a la réparation

tissulaire qui suit. Pour cela, elle va recruter les cellules cytotoxiques de I'immunité innée
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dans le tissu menacé et les activer en sécrétant des facteurs solubles comme des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), les chimiokines, qui sont des
cytokines chimio-attractantes, et les interleukines (IL) IL-1, IL-6, IL-12 et IL-18. Des
cytokines anti-inflammatoires telles que 1’IL-10 et le TGF-p, peuvent également étre libérées
au cours de lI'inflammation pour aboutir a sa résolution.

La réponse innée implique les cellules cytotoxiques de la premiére ligne de défense,
telles que les cellules natural killer T (NKT), les lymphocytes T-yd, mais aussi et

principalement les lymphocytes natural killer (NK) et les macrophages:

- Les lymphocytes NK sont les principales cellules de I'immunité innée impliquées
dans l'immunité anti-tumorale. Les cellules NK sont des grands lymphocytes granuleux
représentant 5 a 10 % des lymphocytes circulants du sang. Ces cellules n’expriment ni le BCR
(B-cell receptor), récepteur des immunoglobulines (Ig), ni le TCR (T-cell receptor), récepteur
des antigenes, et sont capables de détruire des cellules infectées ou transformées sans qu’il y
ait besoin d’une pré-immunisation, en déchargeant le contenu de leurs granules lytiques.

Par ailleurs ces cellules sont capables, aprés activation, de produire des cytokines,
chimiokines et des facteurs de croissance, notamment l'interféron-y (IFN-y) qui a un pouvoir

anti-tumoral.

* Les sous-populations de cellules NK

Phénotypiquement une cellule NK est caractérisée par D’expression des deux
molécules CD16 et CD56.
L’étude de la coexpression des molécules CD16 et CD56 a la surface des cellules NK a
permis de mettre en évidence deux sous populations qui présentent de nombreuses différences
phénotypiques et fonctionnelles.

- La premiére, de phénotype CD56 "9"/CD16™ U™ représente environ 10% des
cellules NK du sang périphérique.

- La seconde sous-population NK est CD56 “"/CD16".

- CD16 (FCRIIN)

CD16 est un récepteur de faible affinité pour le fragment constant (Fc) des IgG. Il appartient a

la superfamille des immunoglobulines et existe sous deux formes, une forme
transmembranaire et une forme ancrée par un motif glycosyl phosphatidyl inositol cette
derniere étant exprimée par les neutrophiles (Figure 8). CD16 transmembranaire est présent

essentiellement sur les cellules NK ainsi que sur les macrophages et les mastocytes. Il est
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essentiel pour la mise en place du mécanisme d’ADCC (Antibody Dependent Cell mediated
Cytotoxicity).

En effet, le ligand de CD16 étant la partie constante des immunoglobulines de type IgG, la
cellule NK reconnait ses cellules cibles sur lesquelles des anticorps générés au cours de la
réponse immunitaire spécifique, par exemple, se sont fixés aux Ag de surface. Le recrutement
de ces récepteurs par ces anticorps conduit a une agrégation des molécules CD16, puis une
phosphorylation des tyrosines des motifs activateurs qui conduira au relarguage des granules

cytotoxiques et a la sécrétion d’IFN-y, et donc ainsi a la lyse des cellules tumorales.

- CD56
CD356 est une isoforme de la molécule d’adhérence neuronale. Ce récepteur appartient aussi a
la superfamille des immunoglobulines. Il est exprimé par les cellules NK et une partie des

lymphocytes T.

CD16 transmembranaire CD16 forme GPI

-

N

@ Domaine Ig type C
(CD3 &),0u (FCeRIY), ou (FCeRIy/CD3 &)

Figure 8: Les marqueurs CD16 et CD56.

Seule la forme transmembranaire de CD16 est présente a la surface des cellules NK. Elle est
associée a d’autres protéines par l'intermédiaire d’'un acide aminé chargé positivement et situé dans le
domaine transmembranaire.

- Différence de fonctions

La fonction cytotoxique est une fonction majeure des cellules NK. Elle ne se manifeste
cependant pas de fagon équivalente dans les deux populations. En effet la population CD56%™
possede un fort potentiel cytotoxique en absence d’activation par des cytokines (IL-2, 1L-12).

Ce n’est pas le cas des CD56°" qui ne présentent qu’une trés faible activité cytotoxique

68



mais peuvent toutefois acquérir un potentiel équivalent aprés incubation avec de I’IL-2 ou de
I'IL-12 15,

Dautre part les lymphocytes NK CD56°"M, aprés stimulation par des interleukines (IL-15,
IL-18 et IL-12) représentent une source importante de cytokines immunorégulatrices, incluant
I’INF-y et le TGF-B ainsi que I’IL-10, I’'IL-13 et le GM-CSF (Granulo-Monocytes-Colony
Stimulating Factor). Comparativement les cellules NK CD56%™ ne produisent, apres

activation, que de faible quantité de ces mémes cytokines **#17°,

Pendant les premiéres phases de la réponse inflammatoire les cellules NK CD56™ peuvent
étre recrutées sur le site inflammatoire en réponse a différentes chimiokines. Une fois arrivées
sur ce site, les cellules NK sont activées par les cytokines secrétées par les cellules
immunitaires innées, et/ou I'engagement de récepteurs activateurs tels que les récepteurs toll-
like (TLRS) et/ou les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCRs) .

Les cellules NK activées peuvent alors induire la lyse des cellules tumorales, la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et peuvent également interagir avec les autres cellules du

systéme inné afin d'augmenter I'efficacité de la réponse adaptative *2.

* Les récepteurs de toll-like

Les TLR appartiennent aux PRR 1", ils sont exprimés a la surface des cellules NK quel que
soit leur état d'activation et peuvent agir en synergie avec les signaux des cytokines ou des

chimiokines pour activer les fonctions NK.

* Les récepteurs de cytotoxicité naturelle

NKp46, NKp44, et NKp30 sont parmi les premiers récepteurs activateurs identifiés a la
surface des cellules NK humaines. Ces molécules de surface structuralement non-reliées ont
été définies comme NCRs pour leur capacité commune a fortement activer les fonctions
cytolytiques des cellules NK.

Les ligands de ces récepteurs sont exprimés par une large gamme de cellules susceptibles
d'étre des cellules-cible des cellules NK, et particuliérement les cellules tumorales *™. Les
ligands des NCRs exprimés par les cellules tumorales les plus fréquemment identifiés sont des
Ag du soi dont I'expression a la surface de la cellule est induite par une activation ou un stress
cellulaire, ou par des mécanismes encore inconnus liés a la transformation tumorale.

En plus de leur réle dans l'activation de la cytotoxicité naturelle, les NCRs peuvent avoir des

fonctions régulatrices par I'induction de sécrétion de cytokines 1"
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* Les récepteurs spécifiques du CMH-I

L'activation des cellules NK est sous le contrdle de récepteurs des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe | (CMH-I) associées a des polypeptides issus des
protéines du soi. Ces récepteurs préviennent l'attaque des cellules NK sur des cellules du soi
et permettent la destruction de cellules n'exprimant pas ou peu les molecules de CMH-I, c'est-
a-dire les cellules transformées ou infectées.

Chez I'Homme deux différents récepteurs inhibiteurs spécifiques du CMH-1 existent :

1) les KIRs (killer Ig-like receptors), qui appartiennent a la superfamille des Ig et
reconnaissent les molécules “classiques” du CMH-I appelées HLA-A, -B, -C ® et dans
lesquels on retrouve le récepteur CD16/FCyRIII.

2) les récepteurs CD94/NKG2A, qui appartiennent a la famille des lectines-C, formant
un hétérodimere, et reconnaissent les molécules "non classiques” du CMH ou HLA-E, -F, -G,

177
-H™

En plus des KIRs inhibiteurs, d'autres formes de KIRs ont été identifiés, il s'agit de formes
activatrices, qui interagissent avec les molécules du CMH-I avec une affinité beaucoup plus
faible que les formes inhibitrices. L'activité activatrice ou inhibitrice des KIRs dépend de leur
domaine intra-cytoplasmique, en effet, ceux-ci peuvent présenter une queue cytoplasmique

courte "S" qui donnera un KIR activateur ou longue "L" qui donnera un KIR inhibiteur *°.

* Le récepteur NKG2D

Ce récepteur appartient a la famille des lectines-C mais son homologie avec cette

famille est faible. Contrairement aux autres récepteurs de la famille des lectines-C, NKG2D
ne reconnait pas une classe particuliére de molécules du CMH, cependant ses ligands ont une
structure trés proche de celles molécules CMH-I. Ses principaux ligands sont les protéines
MICA et MICB (MHC-class | Related protein A et B), qui sont généralement absentes de la
surface des cellules saines chez un adulte. Cependant dans des conditions pathologiques,
comme une infection virale ou une transformation tuumorale, leur expression est trés souvent

induite 178,

- Les macrophages sont des phagocytes, cellules dont le role est d'ingérer les debris
cellulaires et les pathogeénes. Ils participent a 1I’immunité innée en tant que défense non-
spécifique, mais sont capables de participer a 1I’immunité adaptative via le phénoméne
d’opsonisation. En effet les macrophages possedent un récepteur de la partie constante des

immunoglobulines qui leur permet de reconnaitre des cellules cibles sur lesquelles des
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anticorps se sont fixés aux Ag de surface. De plus, les macrophages sont également capables

de se comporter comme cellules présentatrices d'antigenes.

Les macrophages sont activés suite a la sécrétion d'IFN-y sur le site tumoral par les
NK et peuvent également étre recrutés sur ce site par les chimiokines MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) et RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed
and Secreted). La présence de macrophages sur le site tumoral est également favorisée par la
sécrétion de cytokines inflammatoires IL-12, IFN-a et -y par les cellules dendritiques et les
cellules NK.
Ajoutée a leur fonction de phagocytose les macrophages peuvent participer a la création d'un
environnement inflammatoire via la sécrétion de cytokines ou chimiokines attirant a leur tour
les cellules dendritiques et les cellules NK, et favoriser I'expression des récepteurs activateurs

a la surface de ces dernieres.

* Les sous-types M1/M2

L’étude des marqueurs de surface et des facteurs de croissance exprimés par les macrophages
a permis de mettre en évidence deux sous populations qui présentent des différences

phénotypiques et fonctionnelles.

- M1 : macrophages activés, issus d'une activation dite "classique", par I'IFN-y et 1TL-1p, et

I'engagement de TLRs. Les macrophages M1 produisent principalement des cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, I1L-12, IL-23 et IL-6, en grande quantité, qui induisent la

stimulation des lymphocytes Thl (Cf paragraphe suivant: b) L'immunité adaptative) afin de

détruire le pathogéne *7°.

- M2 : macrophages alternativement activés, par IL-4 et IL-13. Les macrophages M2

produisent des facteurs anti-inflammatoires tels que I'lL-10, le TGF-p et 1’antagoniste du
récepteur de I'IL-1B (IL-1Ra), et exhibent donc des fonctions anti-inflammatoires et des

capacités de réparation et de remodelage du tissu endommagé *.

Le réle des macrophages dans la progression de la tumeur a été validé par le fait que
les macrophages jouent un rbole fondamental dans la réponse inflammatoire et que
I'inflammation chronique participe a la carcinogénése mais également par la corrélation

établie entre une densité élevée en macrophages et un mauvais pronostic *&*.
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Cependant leur réle dans le rejet de la tumeur reste ambigu car si les macrophages de type M2
peuvent favoriser la croissance tumorale et I’angiogénése de la tumeur, les macrophages de

type M1 peuvent tuer les cellules tumorales en sécrétant des radicaux oxygénés toxiques 2.

b) L'immunité adaptative

- La présentation de I'antigéne tumoral

Le contexte inflammatoire du site tumoral favorise le recrutement de cellules
présentatrices d'antigénes telles que les cellules dendritiques, qui sont a I’interface entre la
réponse innée et la réponse adaptative.
D'autre part les cellules tumorales, suite aux nombreuses mutations génétiques ou
épigénétiques qu’elles subissent, expriment des molécules aberrantes parfois antigéniques et
immunogéniques, que I'on appelle les antigénes tumoraux. La nécrose ou 1’apoptose de ces
cellules au sein du tissu tumoral va libérer des antigenes tumoraux qui seront alors capturés
par les cellules dendritiques immatures infiltrant le site inflammatoire. Sous I’influence des
DAMPs, celles-ci vont maturer, c'est-a-dire exprimer a leur surface les molécules de co-
stimulation nécessaires a I’activation des lymphocytes T et migrer dans un organe lymphoide
secondaire pour présenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T naifs associés aux
molécules du CMH aux lymphocytes T CD4" ou CD8" '®, En effet, l'activation des
lymphocytes T naifs ne sera effective que si l'interaction initiale entre les lymphocytes T et
cellules dendritiques est permise par les nombreuses molécules d'adhésion (ICAM-1/LFAL,
LFA3/CD2, VCAM-1/VLAA4) et si le premier signal (reconnaissance du peptide : CMH/TCR
+ CD4 ou CD8) est accompagné des signaux dits de co-stimulation (deuxiéme signal :
B7/CD28). Les lymphocytes T activés vont alors proliférer et se différencier en cellules T
effectrices telles que les lymphocytes T cytotoxiques (CTL), lymphocytes T auxiliaires (ou

lymphocytes "helper" : Th), plasmocytes et cellules mémoires.

Historiquement, les LT ont été classés en deux sous populations : les lymphocytes T CD4" et
les lymphocytes T CD8". En effet, au cours de la lymphopoigse, les lymphocytes T se divisent
en deux sous-types fonctionnellement distincts, chacun restreint par une classe de molécules
du CMH et distinguable sur I’expression des corécepteurs CD8 et CD4. Ces molécules co-
réceptrices favorisent la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR en
interagissant respectivement avec le CMH-1 ou le CMH-II. Toutes les deux permettent, via
leur queue intra-cytoplasmique, le recrutement de molécules de signalisation et augmentent

ainsi d’un facteur 100 la sensibilité du TCR pour le complexe CMH/peptide (Figure 9).
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Figure 9. La structure des corécepteurs CD4 et CD8 et leur interaction avec le CMH

Adapté de Janeway, immunobiology, 6° édition.

- Les lymphocytes T CD8"

Suite & leur activation, les lymphocytes T CD8" naifs entrent dans une phase de
prolifération et de différenciation aboutissant a une population clonale de cellules
cytotoxiques ou CTL. Les CTL migrent dans la tumeur et éliminent les cellules tumorales par
cytotoxicité. Pour cela, les CTL disposent de deux principales voies inductrices de mort : la
voie perforine/granzyme et la voie Fas/Fas-L. Il existe également une troisieme voie baséee sur
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-o ou I’IFN-y qui, libérées a

184

proximité des cellules cibles peuvent entrainer leur mort =" 1l est intéressant de noter qu’il

existe une autre population de lymphocytes T CD8" dite régulatrice dont nous ne parlerons

pas dans ce manuscrit ¥,

* La voie perforine/ granzyme

Le mécanisme clé de la cytotoxicité des CTL est la voie perforine/granzyme dépendante du
flux calcique, voie également utilisée par les cellules NK. Suite a la rencontre entre un CTL et
sa cible, le lymphocyte polarise sa machinerie lytique vers la zone de contact cellulaire,

permettant la libération de deux protéines lytiques majeures : la perforine et les granzymes .

* La voie Fas/Fas-L

La deuxiéme voie majoritairement impliquée dans 1’activité cytotoxique des CTL est la voie
Fas/Fas-L (Fas : Apoptosis stimulating fragment -Ligand). Fas-L est un récepteur de mort
appartenant a la superfamille des récepteurs au TNF. Cette molécule est tres peu exprimée a
I’¢état basal par les CTL mais son expression est induite suite a la stimulation du TCR, puis
I’interaction du récepteur Fas exprimé par la cellule tumorale avec Fas-L induit la cascade

d’activation des caspases et 1’apoptose de la cellule cible 187
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- Les lymphocytes T CD4"

Deés 1975, des données semblent indiquer 1’existence de 2 sous-populations distinctes
parmi les lymphocytes T CD4" murins spécifiques pour un antigéne particulier *®. Des
travaux permettent ensuite de classer ces deux sous-populations sur la base de leur profil de
sécrétion cytokinique: les lymphocytes Thl produisent de I’IFN-y et les lymphocytes Th2 de
I’IL-4 '®. La différenciation en lymphocytes Thl ou Th2 est fonction de multiples facteurs
comme la dose antigénique, I’affinit¢é du TCR, les signaux de co-stimulation ou encore
I’influence des cytokines présentes dans le milieu environnant. De plus, il est important de
noter que les mécanismes inducteurs d’une des deux catégories sont souvent inhibiteurs de
Iautre *#°,

Depuis sa découverte, cette dichotomie a été largement remise en question avec la découverte
de nouvelles sous-populations de lymphocytes T CD4". En effet, il est maintenant bien connu
qu’un lymphocyte T CD4" naif peut aussi se différencier en lymphocytes Th17 ou en

lymphocytes T régulateurs (Treg) (Figure 10) *°.
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Figure 10 : Représentation schématique des voies de différenciation des cellules T CD4" naives

Le choix du lignage dépend des facteurs de transcription activés et est donc conditionné, entre autre,

par I'environnement cytokinique. Adapté de ***.
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Il est important de noter que ce processus de différentiation n'est pas un événement
statique, en effet différentes sous-populations de Iymphocytes T CD4" peuvent
s'interchanger'®. Par exemple, sous certaines conditions les Th17 peuvent devenir des Treg et

inversement.

De plus, existence d’autres sous-populations a récemment était proposée ** parmi lesquelles
se trouvent les lymphocytes Th3 producteurs de TGF-B, les Trl producteurs d’IL-10, les
lymphocytes Th9 producteurs d’IL-9, les lymphocytes Th22 produisant de 1’IL-22, les
lymphocytes Th25 produisant de I'IL-25 et les lymphocytes Th folliculaires localisés dans
les régions folliculaires des ganglions lymphatiques. Ces sous-populations, a I’inverse des
lymphocytes Thl, Th2, Th17 et Treg ne produisent pas une cytokine particuliére ni de facteur
de transcription spécifique, 1’appartenance de ces cellules a un lignage spécifique nécessite

donc de plus amples investigations.

* Lymphocytes Thl
La cytokine clé¢ de la différenciation Thl est I'IL-1

2 1% principalement produite par les

macrophages et les cellules dendritiques et qui peut étre induite par les lymphocytes T, ce qui
nécessite 2 signaux activateurs : I’IFN-y et I’interaction CD40/CD40L.

Les lymphocytes Thl se caractérisent par leur profil de sécrétion cytokinique plutét de
type pro-inflammatoire (IL-2, IFN-0, TNF-o et TNF-B) et I’expression de facteurs de
transcription spécifiques : STATL, STAT4 et T-bet.

Les lymphocytes Thl sont importants dans les réponses immunitaires contre les
pathogenes intracellulaires tels que les virus ou les bactéries et participent principalement a
I’'immunité a médiation cellulaire, mais peuvent également intervenir dans I'immunité
humorale. La cytokine effectrice principale est I’'IFN-y qui joue un réle important dans
I'inhibition et la destruction des cellules tumorales. L’IFN-y favorise également le signal
délivré lors de l'interaction CD40 (sur la cellule présentatrice d'antigénes)/CD40L (sur le
lymphocyte T CD4" activé) qui active les cellules présentatrices d'antigénes et donc augmente

leur potentiel d’activation des lymphocytes T naifs.

En paralléle, les lymphocytes Thl favorisent la différenciation des lymphocytes T CD8" en
CTL via I’IL-2 et I’'IFN-y. Il est également intéressant de noter que certains lymphocytes Thl
peuvent posséder des capacités cytolytiques dépendant de la voie Fas/Fas-L et de la

perforine %2,
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Enfin, les lymphocytes Thl peuvent également aider la réponse des lymphocytes B en
favorisant la commutation isotypique en IgG.

Il est a noter que l'infiltration spontanée de ces cellules Thl a été observée dans divers cancers
et parfois corrélée & un pronostic favorable **, leur action anti-tumorale passe principalement

par la sécretion d'IFN-y, ainsi que par 1'inhibition des lymphocytes Th2.

* Lymphocytes Th2

La cytokine clé du développement Th2 est I’IL-4 '** principalement produite par les
lymphocytes T CD4" mais qui peut également provenir des mastocytes, des basophiles, des
éosinophiles et des cellules NKT. La signalisation induite par I’'IL-4 permet la transcription de
génes spécifiques Th2, dont le facteur de transcription clé dans la polarisation Th2 : GATA3

ou encore le géne de I’IL-4 lui-méme.

Les lymphocytes Th2 produisent principalement des cytokines anti-inflammatoires telles
que P'IL-4, I'IL-5, I'IL-10 et I’IL-13 et se caractérisent par I’expression des facteurs de
transcription spécifiques: STAT6 et GATAS. Les lymphocytes Th2 sont plutt impliqués dans
les réponses contre les pathogenes extracellulaires comme les parasites et participent

principalement a I’immunité a médiation humorale.

Concernant leur role dans I'immunité anti-tumorale, il a été montré que la production par ces
cellules de TGF-p et d'IL-10 favorise la croissance tumorale car ces cytokines régulent la
réaction inflammatoire et créent un environnement favorable au développement de la tumeur
et & I'échappement immunitaire *>1%,

De plus les lymphocytes Th2 inhibent la production d'IFN-y par les lymphocytes Thl qui est
un acteur anti-tumoral important. Une proportion plus importante de cellules Th2 que de
cellules Thl est donc nécessaire pour permettre la prolifération des cellules tumorales sans

étre rejetées par les mécanismes immunitaires anti-tumoraux *’.

* Lymphocytes Th17
La preuve que les lymphocytes Th17 constituent un lignage séparé des Th2 et des Thl a eté

apportée par des expériences démontrant un bon développement Thl7 chez des souris
déficientes pour les principaux facteurs nécessaires au développement des Thl (T-bet) et
des Th2 (GATA3) %8 L’identité cellulaire de cette population a par la suite été confirmée

par la découverte des facteurs de transcription qui lui sont spécifiques : STAT3 et RORyt **.
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Chez I'Homme, I'exacte combinaison de cytokines qui stimule la différenciation en
lymphocytes Th17 est matiére a débat, cependant plusieurs études soulignent le réle important
de TFG-B, IL-1p et IL-6 dans ce processus 2. Plusieurs cytokines telles que I'IL-23, 1L-21,
IL-1P et le TNF-a amplifie cette différenciation et la réponse des lymphocytes Th17, tandis
que I'IL-23 est nécessaire a lI'expansion, la maintenance et la stabilisation du phénotype Th17
et pourrait également servir de facteur de survie pour ces cellules 2.

Apres activation, ces cellules produisent majoritairement de I’IL-17A, du TNF-a, de I'TL-6,
de I'IL-21, de I'IL-22, de I'lL-26 et du GM-CSF.

Les lymphocytes Th17 possedent des réles paradoxaux : bénéfiques dans le cas de réponses
protectrices contre les pathogénes extracellulaires (comme les bactéries ou les
champignons) et delétéres vu leur importance fonctionnelle au niveau des manifestations

d’auto-immunité et dans I'établissement de syndromes d'inflammation chronique.

Concernant le developpement tumoral, les cellules Thl7 ont été retrouvées dans le
microenvironnement tumoral de nombreuses tumeurs, notamment les tumeurs du sein *°* ce
qui indique leur réle dans la progression tumorale. La fonction biologique des lymphocytes
Th17 tend vers une fonction pro-inflammatoire car celle-ci dépend principalement de la forte
sécrétion d'IL-17A par ces lymphocytes. Or, les lymphocytes Th17 et I'L-17A ont toutes

deux été rapportées comme indicateur de mauvais pronostic dans les cancers 2+%%,

* Lymphocytes T réqulateurs

La possibilité d’une différenciation des lymphocytes T CD4" naifs en lymphocytes Treg a été
largement démontrée durant ces derniéres années. En effet, le TGF-f1 associé a une
stimulation du TCR permet, in vitro, la conversion de lymphocytes T naifs CD4'CD25

203

Foxp3™ en lymphocytes T CD4"CD25"Foxp3™ régulateurs °. L’IL-2 et D’interaction PD-

1/PD-L1 sont également des paramétres importants pour réaliser cette néo-conversion
204205 " De plus, I’identité cellulaire de cette population a été confirmée par la découverte du
facteur de transcription qui lui est spécifique : Foxp3.

Les lymphocytes Treg jouent un réle clé dans la croissance et la progression tumorale en
inhibant la réponse immunitaire mise en place contre la tumeur ®®. En effet, une fonction
importante de ces cellules régulatrices est la suppression des cellules effectrices du systeme
immunitaire qui sont spécifiques du soi, limitant ainsi l'auto-immunité et lI'inflammation dans
des conditions physiologiques normales. Le role des lymphocytes Treg dans la carcinogénese
et I'envahissement tumoral chez 'Homme eémerge seulement. Par exemple, des niveaux plus

élevés de cellules régulatrices T CD25" ont été trouvés dans le sang de patients atteints de
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cancer du pancréas ou du sein en comparaison avec des donneurs sains. Des cellules
régulatrices T CD25" ont également été trouvées dans des ganglions drainants des tumeurs
gynécologiques, et des proportions augmentées de ces cellules ont été démontrées dans les
lymphocytes T associés a des tumeurs de poumon ou d'ovaire, de méme que ces cellules
sécrétent la cytokine immunosuppressive TGF-B %",

En revanche, basé sur la fonction d'immunorégulation des lymphocytes Treg, il serait
raisonnable de concevoir que les lymphocytes Treg peuvent également prévenir et/ou retarder
I'inflammation liée au développement tumoral. Toutefois, cette hypothése requiert encore une

validation expérimentale, attendue 2%,

Une notion intéressante, mise en lumiére par 1’étude de Kuchroo™®, est qu’il y aurait
une différenciation variable des précurseurs T CD4" en fonction de la quantité de TGF-B1 et
d’IL-6 présente dans le microenvironnement. Ainsi, en situation physiologique, la
présence d’une forte concentration en TGF-B1, favoriserait la génération de lymphocytes
Treg, afin d’assurer la tolérance périphérique au soi, alors que dans une situation
physiopathologique et inflammatoire, 1’IL-6, produite par les cellules de I’immunité innée,
induirait plutét la différenciation en lymphocytes Thl7, c'est-a-dire le développement

r . . . . 2
d’effecteurs afin d’assurer une réponse immunitaire optimale 09,

3-Les mécanismes d'échappement tumoral

a) Microenvironnement pro-tumoral

Lors de l'échappement au systétme immunitaire, les cellules tumorales n'étant pas
toutes éliminées, l'inflammation devient chronique, ce qui est néfaste pour l'individu car les
contrbles du systeme immunitaire visent a éviter une stimulation immunitaire excessive.
L'inflammation devenue chronique va alors favoriser la mise en place de mécanismes
d'immunosuppression via lI'expression au sein du tissu, par les cellules tumorales ou par les

cellules immunitaires infiltrantes, de cytokines régulatrices 2'°

telle que, principalement, la
cytokine pro-inflammatoire IL-6, qui module I'expression de génes impliqués dans la survie et
la prolifération cellulaire.

L'immunosuppression générale se traduit également par l'activation de voies de signalisations
centrales: - principalement le facteur de transcription NF-xB (nuclear factor-kappa B) qui,
sous stimulation continuelle inflammatoire, est constitutivement activé et assure la

transcription de genes inflammatoires cibles, comme le TNF-a, qui est une cytokine pro-
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inflammatoire majeure, qui peut notamment stimuler la croissance et la survie des tumeurs et
de plusieurs cellules immunitaires %*.
- Les facteurs de transcription tels que la famille des STAT, AP-1 (activator protein-1)

et d'autres 2'>?%

régulent également les cytokines pro-inflammatoires et les médiateurs de
renouvellement des cellules souches, la prolifération cellulaire et leur survie, tous impliqués
dans le maintien de I'inflammation.

Cette immunosuppression se reflete également par une perte d'expression de la chaine
(CD247) du TCR responsable de l'anergie, c'est-a-dire le fait que la cellule effectrice
reconnaisse l'antigéne tumoral mais n'est plus réactive, ou de la diminution de cellules

effectives innées NK et adaptatives lymphocytes T .

b) Faible immunogénicité des cellules tumorales

- Perte d'antigéne immunogene : les cellules tumorales peuvent supprimer leur
antigene de surface, par exemple en endocytant les anticorps qui s'y fixent afin de se purger
des antigénes tumoraux **°. Des études ont montré que des tumeurs exprimant faiblement un
antigene, bien que pouvant étre reconnues par des lymphocytes T préalablement activés, ne

permettaient pas d’activer des lymphocytes T anti-tumoraux spécifiques.

- Perte de molécules d'adhésion a la surface des cellules tumorales afin d'empécher
les cellules immunitaires de s'y fixer ainsi que perte des molécules de co-stimulation
nécessaires a l'activation des lymphocytes T *°, les lymphocytes T peuvent alors devenir

anergiques.
- Délétion des molécules de CMH-I présentatrices des antigénes tumoraux, qui va
inhiber la réponse T, tout en conservant I'expression d'autres alleles de CMH-1 pour ne pas

activer les cellules NK 2.

¢) Recrutement de populations immunitaires réqulatrices

Certaines cytokines et chimiokines secrétées par la tumeur favorisent I'accumulation

au sein de la tumeur de nombreuses populations cellulaires régulant la réponse immunitaire.
- Les cellules Treg infiltrent la tumeur en réponse a des cytokines telles que TGF- et

IL-10 #2 et jouent un rdle clé dans la régulation de I'immunosurveillance. Elles ont en effet

été retrouvées dans de nombreux types de cancer et souvent corrélées a un mauvais pronostic
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219 | es proportions respectives de lymphocytes Treg et de cellules effectrices anti-tumorales

lors de I'apparition de la tumeur détermineraient le rejet de la tumeur ou sa progression %%,

- Les macrophages associés aux tumeurs (TAMS) infiltrent presque tous les types de
tumeurs. Naturellement, la survie et l'activation prolongée de macrophages conduit a la
destruction tissulaire et devrait donc éliminer les cellules tumorales. Cependant, les TAMs
sont des macrophages de type M2, transformés sous l'influence de cytokines inappropriées et
du microenvironnement. Ces cellules vont alors produire des facteurs de croissance et des
facteurs angiogéniques, conduisant a la dégradation de la matrice extracellulaire et favorisant

l'invasion des cellules tumorales 2%°.

- Les cellules dendritiques immatures sont un phénotype courant du
microenvironnement inflammatoire chronique. Sans I'expression a leur surface des molécules
de co-stimulation elles peuvent induire I'anergie ou réduire l'activité des lymphocytes T, de
plus ces cellules supportent la croissance tumorale via le recrutement et l'activation des

lymphocytes Treg %

- Enfin les cellules myéloides immunosuppressives représentent une population
cellulaire immature également présente dans la plupart des cancers. Leur propriété principale
est leur capacité & inhiber aussi bien les réponses immunes innées qu'adaptatives 2. Leur
nombre est fortement augmenté dans des conditions d'inflammation chronique, ce qui diminue
le nombre des cellules myéloides matures telles que les macrophages et les cellules

dendritiques.

- Les lymphocytes Th17 (Cf paragraphe précédent: b) L'immunité adaptative) sont

présents parmi les lymphocytes infiltrant la tumeur et entretiennent I'inflammation chronique
notamment via la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-17A.

- Les lymphocytes T reg (Cf paragraphe précédent: b) L'immunité adaptative)

montrent une présence augmentée lors du développement tumoral et joue un role clé dans

I'immunosuppression en éliminant les cellules effectrices du systéme immunitaire.

d) Facteurs solubles immunosuppresseurs

- Cytokines immunoreégulatrices : les deux principales étant le TGF- et I'lL-10. Le
TGF- a d’abord un effet anti-tumoral (anti-prolifératif et anti-invasif), mais celui-ci est

rapidement compensé par son effet immunosuppresseur comme I’induction de lymphocytes
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Tregs et leur sécrétion d’IL-10, ainsi que par le détournement de certaines voies de

228 1’IL-10 peut aussi étre sécrétée par les

signalisation a 1’avantage de la cellule tumorale
cellules tumorales et va changer le profil de la réponse immunitaire en inhibant les cellules

dendritiques et en favorisant I’apparition de lymphocytes Tregs %*.

- Cytokines pro-inflammatoires, telles qu'lL-6 et 1L-23. Ces cytokines contribuent a
la carcinogénése et a la croissance tumorale en entretenant I'inflammation chronique favorable

a ce développement. De plus elles favorisent la production dautres cytokines pro-

inflammatoires, notamment I'lL-17 dont le réle pro-tumoral sera détaillé chapitre 5.

- Les MIC solubles, des molécules inhibitrices du récepteur NKG2D, activateur
indispensable a la cytotoxicité des cellules NK et des CTL peuvent également étre produites
par les cellules tumorales et induire une altération des réponses immunitaires anti-

tumorales®®,

e) Déréqulation des signaux d'apoptose

- Surexpression de molécules anti-apoptotiques, comme bcl-2 .

- Activation constitutive de p53 ou autres oncogénes codants pour des protéines anti-
apoptotiques %'.

- Inhibition des cascades de caspases qui devraient aboutir a I'apoptose des cellules
tumorales %'.

- Expression de Fas-L a la surface des cellules tumorales qui vont induire lI'apoptose

des lymphocytes T cytotoxiques 2.

f) Barriére physigue

De nombreux types de tumeurs surexpriment des molécules telles que des fibres de
collagéne ou des facteurs de coagulation qui vont former une barriére physique entre les
cellules tumorales et le systeme immunitaire, une sorte de "site de privilege immun™ ou les

cellules immunitaires n'ont pas accés et ol la tumeur peut donc proliférer 2.
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4-L ’immunothérapie des cancers

Le concept d'immunothérapie anti-tumorale est théoriquement doublement séduisant car la
spécificité de la réponse immunitaire devrait permettre de cibler les tumeurs sans
endommager les tissus sains de l'organisme, et la mémoire immunitaire pourrait permettre
d'éviter la récidive cancéreuse par des cellules tumorales ayant échappé a un premier
traitement.

Les antigenes tumoraux, exprimés par les cellules tumorales, sont des cibles privilégiées pour
les immunothérapies et ont alimenté I'espoir de développer des vaccins thérapeutiques contre
les tumeurs exprimant ces antigenes.

En effet, plusieurs modéles murins ont montré I'efficacité de vaccins anti-tumoraux, souvent
capables de prévenir le développement de tumeurs (vaccins préventifs) et, plus rarement, de
les traiter (vaccins thérapeutiques). Cependant, I'application chez I'homme de ces travaux a été
source de nombreuses deconvenues qui auraient pu stopper l'aventure de I'immunothérapie
anti-tumorale a I'heure ou de nombreuses thérapies ciblées émergeaient. Jusqu'a une série de
découvertes récentes et essentielles a la réussite de ces approches: la compréhension du fait
que les tumeurs endogénes acquierent au cours du temps de nombreux mécanismes
d’échappement. Par conséquent, le développement d’immunothérapies efficaces implique non
seulement de transférer ou d’induire le développement d’effecteurs anti-tumoraux afin de
stimuler les réponses immunitaires anti-tumorales, mais aussi de neutraliser les mécanismes
d'échappement, qui s’opposent a leur action.

L'immunothérapie des cancers a depuis été évaluée comme la "percée médicale de I'année
2013" par le trés prestigieux journal Science, et plébiscitée lors de la 50°™ édition du congrés
de I'ASCO (American Society of Clinical Oncology), en 2014, en partie parce qu'elle peut

induire une réponse immunitaire rapide, durable, adaptable et qui se propage d'elle-méme .

a) I’administration d’anticorps monoclonaux ciblant la tumeur

Au cours de ces derniéres années, la vision négative sur l'immunothérapie en
cancérologie s’est d’abord atténuée grace au succes des anticorps thérapeutiques en
cancérologie, qui a constitué une avancée thérapeutique majeure. Ainsi, des anticorps contre
HER2 (trastuzumab : Herceptine®), CD20 (rituximab: Mabthéra®), ’EGFR (cétuximab :
Erbitux®) ou le VEGF (bévacizumab : Avastin®) ont démontré leur efficacité et sont

prescrits dans un nombre de plus en plus important de tumeurs (cancers du sein, lymphomes,
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tumeurs du cblon, cancers du rein, tumeurs de la sphére otorhinolaryngée, cancers du
poumon).

En effet, ces anticorps peuvent bloquer 1’activation et/ou la prolifération des cellules
tumorales (en ciblant des récepteurs de facteurs de croissance comme I’EGFR ou HER2),
induire une apoptose, méme discrete (anti-CD20), inhiber des molécules pro-angiogéniques
(anti-VEGF), ou interférer avec les capacités d’adhérence des cellules tumorales (anti-
EpCAM, epithelial cell adhesion molecule). Mais il est aujourd’hui admis que cette
immunothérapie repose également sur 1’activation des mécanismes effecteurs de I’'immunité,
comme I'ADCC, la phagocytose via les cellules immunitaires liant 1’anticorps par son
fragment Fc, ou via I’activation de la voie classique du complément 2*' aboutissant a la
formation d’un complexe d’attaque membranaire responsable de la mort des cellules

tumorales (Figure 11).

Fixation et activation
du complément

Ag reconnu
a la membrane
de la cellule
tumorale

! Signal
intracellulaire

Macrophage d’apaptose

Figure 11 : Mode d'action des anticorps Certains anticorps peuvent bloquer la liaison de ligands sur
des récepteurs de facteurs de croissance ou provoquer un signal direct d'apoptose vers la cellule
tumorale. La majorité des anticorps vont recruter des cellules effectrices (NK, macrophages) qui vont
entrainer la lyse de la cellule tumorale par un mécanisme d'’ADCC. La partie Fab de I'anticorps se fixe
sur la cellule tumorale et la partie Fc sur des récepteurs Fcy activateurs a la surface des cellules

effectrices ce qui déclenche leur cytotoxicité.

Plus récemment, chez la souris, [’efficacité clinique de certains anticorps
thérapeutiques a aussi €té reliée a leur capacité a induire des lymphocytes T anti-tumoraux en
favorisant la présentation de I’antigéne tumoral aux lymphocytes T %, Chez I’homme, des

lymphocytes T CD4" et une réponse anticorps endogéne ont été détectés aprés administration
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de trastuzumab ?**. Les réponses immunitaires cellulaire et humorale endogénes induites par
I’administration d’anticorps sont le plus souvent dirigées contre la méme cible que celle de
I’anticorps thérapeutique. Ainsi la réponse lymphocytaire T mémoire genérée pourrait étre un

élément-clé de la durabilité de la réponse aux anticorps monoclonaux.

Les anticorps peuvent également étre utilisés comme des véhicules, de nombreux efforts
d’ingénierie ont alors été entrepris au cours de la derniere décennie, principalement en

manipulant la région constante de ces anticorps 2

afin de les coupler a des drogues ou en les
rendant bispécifiques, ce qui permet le recrutement de cellules de I’'immunité comme les

lymphocytes T.

- Les anticorps couplés a des drogues (ADCs : Antibody-drug conjugates) permettent
d'apporter la molécule thérapeutique, de maniere ciblée, au contact des cellules cancéreuses
via D’interaction de leurs régions variables (fragments Fab) avec leur antigéne tumoral
spécifique. De nombreux ADCs sont actuellement en développement clinique et I'un d'entre
eux, le brentuximab vedotin (Adcetris®, Takeda), a été approuvé par la FDA (Food and drug
administration aux Etats-Unis) en aolt 2011. Plus récemment le trastuzumab emtansine (T-
DM1®, Genentech) qui conjugue lanticorps trastuzumab avec le DM1, un dérivé
d'emtansine?®* a montré une excellente activité anti-tumorale chez les patientes atteintes de
cancer du sein HER2+. L'anticorps trastuzumab se lie aux récepteurs HER2 a la surface des
cellules tumorales, ce qui permet l'internalisation de T-DM1, et DM1 est ensuite libéré dans
ces cellules; la chimiothérapie est donc delivrée directement dans les cellules exprimant
HER2 **,

L'avantage des ADCs est de présenter, en plus d'une excellente efficacité, une trés bonne
tolérance.

Les anticorps peuvent étre couplés a d'autres agents toxiques tels que les radioéléments qui
peuvent permettre un diagnostic de précision mais également de cibler la radiothérapie de

maniére a éviter les organes radiosensibles 2%,

- Les anticorps bispécifiques possedent deux régions variables différentes et peuvent
ainsi reconnaitre deux antigénes différents. Le but de ces anticorps est de fixer un antigene
tumoral et un marqueur exprimé par une cellule du systtme immunitaire, comme les
lymphocytes T la plupart du temps. Cet anticorps lie donc deux cibles simultanément et
permet ainsi le réadressage de cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral,

I'activation immunitaire dépendante de la cible et donc l'induction de réponses anti-tumorales.
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Catumaxomab, Ertumaxomab, et FBTAOQ5 sont quelques exemples d'anticorps bispécifiques
actuels. Par exemple, Ertumaxomab est un anti-HER2-anti-CD3, CD3 étant un récepteur
exprimé par les lymphocytes T, cet anticorps bispécifique va alors conduire a la formation
d'un complexe HER2-ertumaxomab-CD3 menant a lI'aggrégation et a l'activation de cellules
T, macrophages, cellules dendritiques et cellules NK, ce qui va ensuite causer la mort des
cellules tumorales via leur phagocytose. La lyse efficace de cellules cibles exprimant
faiblement HER2 a ainsi été démontrée in vitro, sur des cellules ou le trastuzumab était

inefficace 2%,

b) L'inhibition des voies immunosuppressives

Une meilleure connaissance du microenvironnement tumoral a suggéré 1’hypothése
selon laquelle I’immunosuppression associée aux tumeurs pouvait expliquer la résistance des
tumeurs a I’immunothérapie, ainsi, la tumeur est infiltrée par des populations cellulaires et des
molécules immunosuppressives.

Les immunothérapies efficaces qui voient le jour actuellement prennent en compte 1’inhibition
de la réponse régulatrice cellulaire soit en la bloguant, soit en générant des cellules mémoires
résistantes a son inhibition. Pour le blocage des réponses régulatrices, il n’existe pas encore de
molécule capable d’éliminer transitoirement les lymphocytes Treg, mais d’intenses recherches
sont poursuivies dans ce domaine. D’autres approches sont évaluées, utilisant de nombreuses
cibles thérapeutiques. Les molécules augmentant I’immunogénicité des cellules tumorales lors
de leur mort induite par chimiothérapie semblent prometteuses 2*°.

Les technologies modernes permettant la production d'anticorps spécifiques de molécules
cibles ont également permis de renforcer I'immunosurveillance des tumeurs, celle-ci peut en
effet désormais bénéficier de l'utilisation, éventuellement conjointe, d'anticorps antagonistes
bloquant des molécules comme CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) ou PD-1
(programmed cell death protein-1) qui jouent un réle central dans l'inhibition des réponses

immunes anti-tumorales.

L’utilisation de ces anticorps Se fonde sur la présence dans les tumeurs de
lymphocytes T que I’expression de CTLA-4 et/ou PD-1, molécules inhibitrices, ont rendus
anergiques 2*°. Cette anergie peut également étre due & d’autres molécules inhibitrices comme
Tim-3 ou BTLA, ou & la présence dans le microenvironnement tumoral de molécules
suppressives comme TGFp, IL-10 ou IDO 2% or le blocage de ces molécules par des
anticorps ou des petites molécules chimiques est en cours d’évaluation. De plus, certaines

cytokines (IL-7, IL-15, IL-21) ou certains adjuvants comme des ligands de TLR pourraient
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¢galement lever 1’état d’anergie des lymphocytes T infiltrant les tumeurs ou les rendre

28 toutefois, I’action ambivalente de

réfractaires aux mécanismes d’immunosuppression
certaines cytokines ou agonistes des TLR rend difficile leur manipulation sur le plan

clinique®*.

- L'anti-CTLA-4

L'activation classique des lymphocytes T ne peut se faire sans signal de costimulation.
Ce signal activateur est délivré par I’interaction des molécules B7 a la surface des cellules
présentatrices d'antigénes ou des cellules tumorales, avec le marqueur membranaire CD28
exprimé par les lymphocytes T. Or, la molécule CTLA-4, exprimée par les lymphocytes T
apres leur activation, est capable d'inhiber ce signal de costimulation en se liant elle-méme a
la molécule B7 et en délivrant un signal inhibiteur.
L'interaction CD28/B7 ne participe pas seulement a la cytotoxicité directe des lymphocytes T
mais aussi au recrutement de composants des réponses immunes innées et adaptatives. Ainsi,
en bloguant l'activité des récepteurs CD28, CTLA-4 bloque lefficacité de la réponse
immunitaire. CTLA-4 est notamment fortement exprimée par les lymphocytes Treg, ce qui
augmente leur prolifération et leur activité immunosuppressive.
Les travaux pionniers de James Allison dans les années 1990 *** avaient démontré que le
traitement par un anticorps bloquant CTLA-4 augmentait I’immunogénicité des tumeurs. On
sait aujourd’hui que le blocage de CTLA-4 favorise 1’activation du systeme immunitaire, a la
fois directement en bloquant I'inhibition des T effecteurs anti-tumoraux et, indirectement, en
invalidant la capacité des lymphocytes Treg & protéger la tumeur 2*. Le blocage de CTLA-4
pourrait en outre permettre de réactiver les lymphocytes T rendus anergiques, en induisant
leur résistance aux lymphocytes Treg. L’expression de CTLA-4 semble en effet essentielle a
la fonction des lymphocytes Treg, en particulier dans les cancers, comme 1’a montré 1’étude
de Sakaguchi 2*'.
Ainsi, ’anticorps anti-CTLA-4 ou ipilimumab a démontré son efficacité dans deux essais

cliniques de phase Ill, chez des patients atteints de mélanomes **®

, et a recu une AMM
(Autorisation de Mise sur le Marché) en 2011 dans le mélanome métastatique, ou il a permis

d’obtenir une amélioration de la survie des patients de plusieurs mois 2*.

- L'anti-PD-1
La molécule PD-1 est également exprimée par les lymphocytes T aprés leur activation,
et particulierement par les lymphocytes Treg. La voie PD-1 est utilisée principalement dans

les tissus périphériques, ou les lymphocytes T sont exposés a ses ligands: PD-L1 et PD-L2,
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exprimés par les cellules tumorales et leur stroma. L'interaction récepteur-ligand inhibe

I'activation des cellules T et la lyse engendrée par les CTL ?*°.

L'expression de PD-L1 a été rapporté dans divers types de tumeurs humaines >

et apparait
comme un mécanisme majeur mis en place par les tumeurs pour échapper au systeme
immunitaire de I'nbte. Le blocage de PD-1 par son Ac a éte testé en phase I, la plus grande
cohorte comprend 296 patients et des réponses sont mises en évidence chez 15 a 20% des
patients présentant des carcinomes du poumon non a petites cellules, des mélanomes, des
cancers de rein. En revanche aucune réponse n'a été observée chez les patients présentant des
cancers de prostate ou du colon, qui sont des tumeurs qui n'expriment pas PD-L1. De la méme
maniére que pour ipilimumab, les réponses sont parfois durables et parfois méme jusqu'a un

1

an ou plus ®, ce qui est important pour des patients qui ont déja été lourdement traités et qui

ne répondent plus aux thérapies conventionnelles.

- La combinaison de ces deux anticorps a également été testée et démontre une
régression rapide et importante de la tumeur dans presque 1/3 de patients atteints de

252

mélanome “>“ et traités par anti-CTLA-4 et anti-PD-1. De plus, certains patients continuent de

répondre apres l'arrét du traitement ce qui suggere I'établissement d'une mémoire immunitaire.

¢) La vaccination anti-tumorale

Les vaccins thérapeutiques anti-tumoraux sont congus pour stimuler les cellules
immunitaires qui ciblent spécifiquement les antigénes tumoraux, et sont ainsi associés a une
toxicité minimale.

Lorsque les cellules T lysent ces cellules cibles grace a I'activation par un vaccin, de
nouveaux antigénes tumoraux sont libérés et peuvent étre capturés par les cellules
présentatrices d'antigénes 2°%. Ainsi, contrairement aux traitements standards anti-cancéreux,
le systeme immunitaire peut élargir sa réponse a de multiples antigenes tumoraux avec le

temps, et non seulement celui présenté par la construction vaccinale.

- Les diverses préparations de vaccins anti-tumoraux possibles:

* Des cellules tumorales modifiées, par exemple en les transfectant avec des ADNc codant

pour des molécules de co-stimulation (B7) ou pour des cytokines (IL-2) afin d'augmenter leur
immunogénicité.

* Des antigenes tumoraux synthétisés sous forme de peptides ou de protéines complétes qui

seront présentés par des CMH a la surface de cellules présentatrices d'antigenes.
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Actuellement des essais sont menés avec des antigenes tumoraux qui ont été fusionnés avec
des ligands de la surface des cellules dendritiques, comme des chimiokines ou des fragments
Fc d'immunoglobulines par exemple, pour adresser cet antigene a la cellule dendritique.

* Des vecteurs viraux ou de I'ADN nu porteurs du géne codant pour I'antigéne tumoral.

* Des lysats tumoraux, qui contiennent des antigenes tumoraux

* Des vaccins a base de cellules dendritiques, qui peuvent étre préalablement chargées avec

des peptides tumoraux, des extraits de cellules tumorales, des corps apoptotiques, des

exosomes, ou encore étre fusionnées avec des cellules tumorales

- Quelques succes de I'immunothérapie reposant sur des vaccins anti-tumoraux:

* Sipuleucel-T est le premier vaccin thérapeutique commercialisé chez I'nomme, il a été
approuve par la FDA, en juin 2010, apres trois essais de phase Ill, et est destiné a des patients
atteints de cancer de la prostate résistant aux anti-androgénes mais sans métastase viscérale.
Le vaccin cellulaire comprend les cellules mononucléées autologues du patient sensibilisees
in vitro avec une protéine de fusion associant la phosphatase acide prostatique, antigene
tumoral, couplée au GM-CSF, qui permet de recruter des cellules myéloides et peut-étre
d’engager leur différenciation en cellules dendritiques.

Dans l'essai clinique de Kantoff et al.®*, deux groupes de patients ont été vaccinés, soit avec
le vaccin cellulaire soit avec les cellules mononucléées sans 1’antigéne. La diminution du
risque de mortalité s'est avéré significative : 36 mois apreés le début du traitement, 31,7 % des
patients ayant recu le vaccin étaient vivants contre seulement 23 % dans le groupe ayant recu
le placebo, ce qui représente une amélioration de la survie globale de 4,1 mois (25,8 mois
versus 21,7 mois, p = 0,03) qui est un résultat significatif pour ce type de patients, résistants a
la chimiothérapie.

* Le groupe de P. Hwu a récemment montré dans un essai clinique de phase Ill randomisé

qu’un vaccin anti-tumoral associant le peptide gp100, antigéne de différenciation

mélanocytaire, a de 1I’TL-2 a fortes doses est plus efficace que I’administration d’IL-2 seule a

fortes doses chez des patients atteints de mélanomes métastatiques *°. Ainsi le taux de
réponse clinique chez les patients qui recoivent le vaccin et I’'IL-2 (n=91) est de 16 % alors
qu’il n’est que de 6 % en I’absence du vaccin (p=0,03). La survie globale des patients ayant
recu le vaccin et I’IL-2 est de 17,8 mois contre seulement 11 mois chez les patients ayant recu
I’IL-2 seule (p=0,06).
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- Vers une amélioration des vaccins anti-tumoraux

L’utilisation de peptides longs comprenant des épitopes peptidiques reconnus par les
lymphocytes CD4" et CD8", de virus recombinants avec les ADNc codant pour des antigénes
tumoraux ou l'utilisation de DC sensibilisées avec des lysats tumoraux ou des peptides, s’est
avérée efficace pour induire des réponses lymphocytaires T CD8" anti-tumorales dans des
essais cliniques chez I’homme, et sont parfois associées a des réponses cliniques. Néanmoins,
chez des patients atteints de cancers métastatiques, cette induction lymphocytaire est souvent

transitoire 2,

Pour minimiser les risques d’immunisation contre le vecteur viral, des
stratégies de type prime-boost utilisant deux différents vecteurs viraux recombinants codant
pour le méme antigéne ont été développées avec un certain succés *°’. Des vecteurs non
réplicatifs ciblant différentes sous-populations de cellules dendritiques ont également été
développés. Ces nouveaux outils associés a I’identification de nouveaux adjuvants pour
augmenter I’immunité cellulaire devraient permettre de mieux amplifier la réponse immune

anti-tumorale sur les plans qualitatif et quantitatif.

d) Molécules visant & stimuler le systéme immunitaire

Si l'intérét pour les immunothérapies se focalise aujourdhui sur les vaccins anti-
tumoraux et I'inhibition des voies immunosuppressives, il faut rappeler que I'immunothérapie
active non spécifique fondée sur le principe d'une stimulation globale du systéme immunitaire
chez des patients cancéreux a déja fait ses preuves. Morales et al. ont été les premiers, en
1976 **® a démontré des effets bénéfiques de la stimulation générale du systéme immunitaire
dans le cancer de la vessie, l'injection intralésionnelle de BCG est désormais une méthode de

référence dans le traitement des tumeurs non invasives de la vessie.

Les cytokines peuvent également étre utilisées en immunothérapie en tant
qu’activatrices du systeme immunitaire. On trouve notamment I’IL-2, nécessaire en faibles
doses a la survie des lymphocytes activés, le GM-CSF et I’ITFN-a pour stimuler les cellules
présentatrices d'antigénes, qui ont été testés lors d’essais cliniques, parfois en combinaison.
Leur effet potentialisateur de 1’amplification et de la survie des populations lymphocytaires a
été clairement établi. Par exemple, l'injection d'IL-2 et d'IFN-a est ainsi devenue le traitement

de référence dans les cancers du rein métastatiques **°.
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e) Les thérapies visant a renforcer les réponses T par transfert de lymphocytes anti-

tumoraux

Depuis plus de 20 ans, la majorité des immunothérapeutes cherchent a guérir le cancer
en activant les lymphocytes T anti-tumoraux, cette approche se justifie par I'observation bien
documentée d'une réponse naturelle lymphocytaire T reconnaissant différents types
d'antigénes tumoraux. La mise en évidence de lymphocytes T anti-tumoraux dans
d'exceptionnelles observations de régressions spontanées de tumeur chez I'homme, et le bon
pronostic genéralement associé aux tumeurs infiltrées par des lymphocytes T renforgaient
cette hypothése de travail. Les expériences pionniéres de I'équipe de Rosenberg, dés 1984 *°,
ont validé ce rdle positif des lymphocytes T lors de nombreux protocoles d'immunothérapie
adoptive ou des lymphocytes T autologues, activés et amplifiés in vitro, étaient réadministrés
in vivo, ce qui aboutissait a une réduction du nombre et de la taille des métastases dans
plusieurs modéles de tumeurs murines. Dans le modéle des macrométastases de
I’adénocarcinome du c6lon MC 38, c’est non seulement une disparition des métastases
hépatiques ou pulmonaires qui était observée, mais une guérison de 100 % des souris *®*. Les
souris guéries par ce traitement étaient de plus immunisées contre une nouvelle greffe des
cellules provenant de la tumeur d’origine, car les lymphocytes transférés déclenchaient in vivo
une cascade de sécrétions de cytokines et de coopérations cellulaires amplifiant la réponse
specifique anti-tumorale. Les résultats observés sur les tumeurs murines ayant été confirmeés
par plusieurs équipes, des essais cliniques ont éte envisagés dans le traitement du mélanome et
du cancer du rein. Un essai clinique de traitement des mélanomes par des lymphocytes activés

a été mené en France 2%

et montre une augmentation significative de la survie sans rechute
des patients traités par des lymphocytes activés, par rapport au groupe témoin. De plus, une
corrélation est observée entre 1’efficacité clinique et le pourcentage de lymphocytes T
spécifiques des antigénes tumoraux.

Cependant, beaucoup d’efforts ont été focalisés sur les procédés techniques d'amplification
des lymphocytes T CD8" mais aucun protocole pleinement satisfaisant n’est encore disponible
car la fréquence des lymphocytes T spécifiques des cellules tumorales demeure extrémement

variable d’un patient a 1’autre.

f) Thérapies combinées

Combiner I’action des mécanismes d’immunosuppression et celle d’activateurs du

systtme immunitaire dans des protocoles d’immunothérapie montre son efficacité¢ dans les
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modeles murins et représente sans doute la seule voie d’avenir pour I’immunothérapie des
tumeurs humaines 2%,

Ainsi, les stratégies de combinaisons thérapeutiques incluent la combinaison de
plusieurs immunothérapies, notamment la vaccination anti-tumorale et les anticorps visant a
inhiber les voies immunosuppressives (comme anti-CTLA-4 et anti-PD-1), mais aussi la
combinaison de ces nouveaux agents avec les thérapies anti-tumorales courantes.

Récemment, des études suggerent I’intérét de réaliser des thérapies combinées pour
leur action synergique. La prise en compte de I’immunosuppression associée au cancer et la
combinaison de I’immunothérapie avec les traitements conventionnels tels que la

chimiothérapie %* la radiothérapie °*> ou les anti-angiogéniques 2*® devraient encore
améliorer l'efficacité et les indications cliniques des immunothérapies, notamment dans le

traitement du cancer du sein %',

Chapitre 5 : L'interleukine-17

1-Caractérisation

L’IL-17, également appelée IL-17A, fait partie d’une famille de cytokines composée de
6 membres, I’'IL-17A, I’'IL-17B, I’IL-17C, I’IL-17D, I’IL-17E (aussi connue comme IL-25) et
I’IL-17F ?°®, Cet ensemble de cytokines existe aussi bien chez la souris que chez I’Homme.
IL-17A est le prototype et le membre le mieux caractérisé de la famille des cytokines IL-17.
Chez I'Homme le gene codant I'IL-17A est localisé sur le chromosome 6pl2. La séquence
d'acides aminés de I'lL-17A partage environ 55% d'homologies avec celle de I'lL-17F, ainsi
les IL-17 A et F peuvent étre secrétées sous forme d'homodiméres ou peuvent former un
hétérodimére 1L-17A/F 2%,

a) Récepteurs d'lIL-17 et signalisation

La signalisation engendrée par la famille des cytokines IL-17 a lieu grace a la liaison &
leur récepteur (IL-17R), ces récepteurs forment également une famille de 5 sous-unités, de
I'IL-17RA & I'lL-17RE *®°. Tandis que les homodiméres IL-17A et IL-17F, ainsi que
I'neéterodimere IL-17A/F se lient au méme complexe IL-17RA/RC, I'lL-17B, C et E sont
reconnues respectivement par I'homodimere d'IL-17RB, I'nomodimére d'IL-17RE, et le
complexe IL-17RA/RB (Tableau 7).
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Récepteur Ligand(s)

IL-17RA/RC IL-17A, IL-17F, IL-17A/F, vIL-17*
IL-17RA/RB IL-17E

IL-17RA/RD inconnu

IL-17RB IL-17B
IL-17RD inconnu
IL-17RE IL-17C
inconnu IL-17D

Tableau 7: Récepteurs et ligands de la famille des IL-17 (*IL-17 viral)

Les récepteurs IL-17RA et IL-17RC sont des protéines transmembranaires ubiquitaires, IL-
17RA a une expression particulierement élevée sur les cellules immunitaires alors qu'lL-
17RC est exprimé préférentiellement sur les cellules non-immunes 2%°.

Lorsqu'lL-17A se lie a son récepteur cela induit le recrutement de la molécule
adaptatrice Actl, IL-17R et Actl interagissent alors, via leur domaine respectif SEFIR 27, et
recrutent d'autres molécules adaptatrices telle que TRAF6. L'IL-17 active ainsi la voie de
signalisation NF-«B, qui induit la production de cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-13
ou I'[L-6 et les facteurs de transcription IkB{ et C/EBP, ainsi que les MAPK et

éventuellement PI3K 2%°.

b) Cellules productrices d'IL-17

A lorigine, I'IL-17 a été caractérisée comme une cytokine sécrétée par une
sous-population particuliére de lymphocytes T CD4", appelée Th17. Elle est, en réalité, aussi
produite par plusieurs cellules de I'immunité telles que les lymphocytes NKT, les
lymphocytes Tyd, les lymphocytes NK, les cellules dendritiques, les macrophages, les
lymphocytes T CD8" et des neutrophiles 2.

- Les lymphocytes Th17
Bien que I'IL-17A ait été caractérisée dés le début des années 1990, les cellules Th17
ne l'ont été qu'en 2005. Comme vu précédemment (Chapitre 4 / 2 / b) ces cellules produisent

majoritairement de I'lL-17A mais également toute une variété de cytokines incluant I'lL-17F,
I'lL-21, I'IL-22, le TNF-a et I'TL-26.

Un des marqueurs essentiels des lymphocytes Th17 in vivo est le récepteur aux chimiokines
CCR6 qui permet a ces cellules de migrer vers les sites inflammatoires. Les cellules Th17

jouent ainsi un réle dans l'inflammation, lI'auto-immunité et le développement tumoral.
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En effet, le transfert adoptif de lymphocytes Th17 chez des souris porteuses de mélanome
B16 permet de faire régresser les tumeurs, résultat attribuable en grande partie a la production
d’IFN-y par des lymphocytes Th17 exprimant un phénotype mixte Th17/Thl 2%, Ceci est un
exemple parmi plusieurs études sur les modeles tumoraux murins, et bien que ceux-cCi
démontrent tous un réle anti-tumoral des cellules Th17, cet effet n'est pas toujours retrouvé
lorsque ces cellules sont naturellement infiltrées dans les tumeurs humaines. Ainsi, une forte
densité de lymphocytes Th17 infiltrant la tumeur a été corrélée avec de mauvais pronostics
pour les cancers hépatocellulaires 2’2, du colon 2", et du pancréas 2’*, en revanche, la survie
de patientes présentant des carcinomes ovariens est meilleure chez les patientes avec de
hautes densités de lymphocytes Th17 dans les ascites associées aux tumeurs 2’°.

Les cellules Th17 infiltrant les tumeurs démontrent donc deux réles opposés sur la croissance
tumorale. D'une premiére part, plusieurs études ont montré que les Th1l7 pouvaient, par leur
production d’IL-21, augmenter les fonctions anti-tumorales des cellules NK et des
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, ainsi que la production d’IFN-y et de TNF-a, entre autres.
La présence de Th17 augmenterait le recrutement de lymphocytes T CD4+ dans la tumeur et
s’accompagnerait d’une diminution de la croissance tumorale 273

D'autre part les lymphocytes Thl7 peuvent, de par leur forte production d'IL-17A,

promouvoir la néoangiogénése et la lymphangiogenése, et inhiber I'immunosuppression.

2-Fonctions immunologiques de interleukine-17

L'IL-17 a plusieurs activités biologiques pléiotropiques, essentiellement en induisant ou en
surexprimant plusieurs genes. IL-17A cible des génes de cytokines, chimiokines, molécules

276,277

d'adhésion, enzymes, MMP et molécules anti-microbiennes , et régule, via ces

molécules, plusieurs réponses immunitaires de I'héte.

a) Granulopoiése/Inflammation

Cette cytokine joue un réle important dans la granulopoiése. En effet, I'lL-17A induit
la production de G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor), permettant la
différenciation terminale des granulocytes et leur survie, et de GM-CSF, soutenant la
maturation des progéniteurs des neutrophiles, par les cellules stromales humaines telles que

278

les fibroblastes et les cellules endothéliales et épithéliales “*. L’IL-17A peut aussi stimuler la

sécrétion de TNF-a et d’IL-1B par les monocytes, et augmenter la libération de chimiokines
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attractantes de type CXC. Plus précisément, en présence d’IL-4, d’IL-13 et d’IFN-y, elle
induit la production de CXCLS8, qui permet le recrutement de neutrophiles. Des études in vitro
et in vivo ont montré que I'lL-17 favorise la granulopoiese et le recrutement des neutrophiles a

travers ces molécules %',

De plus, a travers l'induction d'autres chimiokines attractantes, telles que CXCL9,
CXCL10 et CXCL11, IL-17A participe au recrutement de cellules Thl. L'IL-17A induit aussi
I'expression de CCL20 dans les fibroblastes et cellules épithéliales, ce qui active le
recrutement de cellules dendritiques immatures et de cellules T CCR6". L'IL-17A crée ainsi
une boucle de rétrocontrdle positive favorisant les cellules productrices d'IL-17 et finalement

un environnement inflammatoire induisant son propre recrutement et sa séquestration 2.

b) Défense immunitaire contre des pathogénes infectieux

Le role principal de I'lL-17 se joue dans la défense immunitaire, en particulier contre
les infections bactériennes et fongiques. Cela a été démontré en neutralisant I'lL-17A ou son

récepteur ce qui a augmenté la sensibilité & plusieurs pathogénes .

¢) Implication de I'lL-17 dans certaines maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes ont longtemps été associées a une réponse de type Thl
excessive et non contr6lée par le systtme immunitaire. Aujourd’hui, plusieurs études ont
démontré que certaines maladies auto-immunes sont en fait le résultat d’une activation de la
voie Th17 %, C’est aussi le cas pour I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE),
une affection induite chez la souris et servant de modeéle pour 1’étude de la sclérose en plaques
chez I’Homme. Pour étudier le rdle des cellules Thl7 dans cette maladie, des souris
invalidées, tant pour le géne de I’'IL-17A que pour ceux de I’IL-23, I’IL-6, I’IL-12 et I’IL-1,
ont été utilisées. Les résultats ont montré que ces souris ne développaient pas I’EAE %', De
plus, il a été prouvé que 1’axe cytokinique 1L-23/IL-17A, plutot que I’IL-12/IFN-y, est crucial
dans la pathogenése de la maladie.

Cette étude a également montré que les souris déficientes pour I’IL-23 ou pour 1’IL-12 sont
aussi résistantes a I’induction de l'arthrite rhumatoide par le collagene, une autre maladie
auto-immune 2%,

Un r6le de I'lL-17A a aussi été démontré dans les modeles murins expérimentaux de plusieurs
pathologies auto-immunes telles que le psoriasis et I’asthme non atopique, et dans les

maladies inflammatoires chroniques intestinales telles que la maladie de Crohn. De plus, de
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maniére importante et générale, les taux d’IL-17A, dans les différents organes concernés ou

dans le sang, sont élevés dans ces différentes pathologies auto-immunes 2%,

d) IL-17 et cancer

L'association entre les conditions d'inflammation chronique et le développement
tumoral n'est plus a démontrer, les cytokines pro-inflammatoires incluant IL-6 et 1L-23
contribuent a la carcinogénése et a la croissance tumorale directement ou indirectement via la
voie STAT3 %, Ces cytokines induisent la différenciation de cellules T CD4" en cellules
Th17, qui sont alors une population importante au sein des lymphocytes T infiltrant la tumeur
285 ainsi que le recrutement d'autres cellules productrices d'IL-17.

Ainsi, des niveaux d'IL-17 augmentés ont été trouvés dans les cancers du sein %, du célon
%7 de l'ovaire 2%, du foie %, de I'eesophage **°, du poumon !, et dans le glioblastome #2.
IL-17 y induit alors divers effets pro-inflammatoires tels que I'induction de GM-CSF, TNF-a,
IL-1B, IL-6 et IL-23, et la production de MMP et diverses chimiokines 2* et joue un réle pro-

tumoral détaillé ci-dessous a travers les différentes phases du developpement tumoral.

- Carcinogénese
La surexpression d'IL-17A dans le microenvironnement tumoral démontre son role
dans les débuts de la formation tumorale. Le réle de I'lL-17A dans I’inflammation chronique

est désormais évident 24

et est lié a la vaste accumulation de cellules Foxp3™ sécrétant de
I'IL-17A dans le microenvironnement. L'augmentation d’IL-17A due a l'inflammation
chronique peut alors provoquer la sécrétion de diverses cytokines pro-inflammatoires,
notamment I'IL-6, ce qui va activer la voie de signalisation STAT3 et donc celle de NF-xB
qui est associée a la production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, il a aussi été montré
que I’IL-17 active NF-kB en combinaison avec TNF-o, via le récepteur a I’'IL-17B *°,

Les cellules tumorales sont également capables de perpétuer 1’inflammation locale grace a
I’expression de ligands de chimiokines tels que CCL2 qui stimule I’entrée de monocytes

exprimant IL-17A et qui contribuent & la réaction inflammatoire locale **.

- Prolifération et survie des cellules tumorales

Le role d’IL-17A dans [D’établissement du cancer n’est pas seulement li¢ a
I’établissement d’un environnement parfait pour la carcinogénéese. Selon le type de tumeur,
cette cytokine peut également directement favoriser 1’activation de la voie mTOR via la voie
NF-xB ou de la production de dérivés réactifs de l'oxygene qui active la voie MEK-ERK, et
ainsi favoriser la prolifération des cellules tumorales . L’IL-17A peut aussi directement
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favoriser la prolifération de cellules tumorales en activant les voies STAT3 et NF-«B, ou leur

résistance a I’apoptose via 1’expression de génes anti-apoptotiques, tels que Bcl-2, Al ou
Mcl1 #7.

- Angiogénése/lymphangiogenese tumorale

L’TIL-17A augmente la production de VEGF et d’autres facteurs pro-angiogéniques par
les cellules tumorales et les fibroblastes, permettant la création de nouveaux vaisseaux
sanguins pour alimenter la tumeur 2%. Un net effet angiogénique a également été démontré via
la production d'IL-8 (ou CXCL-8) et de son interaction avec son récepteur CXCR-2. CXCL-8
est en effet maintenant reconnu comme un stimulateur puissant de l'angiogénése et de
croissance tumorale 2,

L'IL-17A promeut également la lymphangiogenése qui concoure a la colonisation des

ganglions lymphatiques par les cellules métastatiques 3.

- Métastases

L'association de métastases avec des niveaux élevés d'IL-17A a été démontrée et est
liée & l'activation de la néo-angiogénése dépendante de CXCR-2 ***. De plus, I'étude de Li et
al.?®" a montré que I'lL-17A induisait des métastases en activant et en surexprimant la voie de

signalisation de I'lL-6.

- Cas particulier du réle d'IL-17 dans le cancer du sein

Comme cité plus haut, des niveaux d'IL-17A augmentés ont €té trouvés dans de
nombreux types de cancers, et les niveaux d'IL-17A et de cellules productrices d'IL-17A sont
notamment augmentés dans les cancers du sein, en comparaison aux niveaux trouves dans les

302303 ces résultats sont retrouvés dans la cohorte de Chen et al. 2% ou

tissus sains
I'infiltration des cancers par les cellules productrices d'IL-17 est corrélée avec un mauvais
pronostic.

Mes travaux ont porté sur le réle particulier de I'IL-17 sur le cancer du sein. Or, dans ce
cancer, il a déja été démontré que I'lL-17A peut favoriser la dissémination de cellules

tumorales 3%

et est nécessaire pour la croissance d'une lignée cellulaire tumorale murine in
vivo 3%, Ces résultats ont été confortés par I'étude de Cochaud et al. * qui confirme que I'lL-
17A produit par les lymphocytes T infiltrant la tumeur stimule la migration et I'invasion des
cellules tumorales ainsi que la prolifération de plusieurs lignées cellulaires tumorales
humaines. Cette étude démontre également que cette prolifération est favorisée par I'lL-17A

via l'activation de la voie de signalisation ERK, qui est une voie importante pour la survie des
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cellules tumorales. Selon les travaux de cette méme équipe la voie ERK est également un
médiateur important dans la résistance au docétaxel induite par I'lL-17A, la cytokine
influencerait donc la réponse aux traitements chimiothérapeutiques. En effet, bien que I'lL-
17A ne soit pas statistiguement associée a cette réponse, sa présence ou absence influence
drastiquement la survie sans rechute des patientes sous chimiothérapie (p<0,01) puisque la
SSR a5 ans passe de 81,5% pour les patientes IL-17A" a 38,5% pour les IL-17A" ce qui méne
a penser que I'lL-17A a un impact important dans le groupe des patientes présentant une

tumeur localement avancée et traitées par chimiothérapie 2.

3-1L-17 : Cible thérapeutigue

Etant donnés les rbles pathogéniques conférés a 1’IL-17A, différents essais cliniques visant a
inhiber le développement des lymphocytes Th17 ou a neutraliser directement 1’IL-17A ou son

récepteur ont été lances.

a) Contre les maladies auto-immunes

Récemment, des équipes travaillant sur le traitement du psoriasis ont publié des
résultats tres prometteurs. Deux anticorps anti-IL-17A (Ixekizumab et Secukinumab) ainsi
gu'un anticorps dirigé contre le récepteur de I’IL-17A (Brodalumab) ont été developpés et
testés. Les résultats des essais cliniques montrent de réelles améliorations concernant la
sévérité de la maladie chez des patients atteints de psoriasis modéré a sévére de par
I'utilisation de ces trois anticorps, qui bloquent 1’action pro-inflammatoire de 1I’'IL-17A. Des
essais plus importants et plus longs essais sont attendus pour déterminer I'efficacité et la
tolérance de ces agents biologiques, cependant les résultats sont trés prometteurs 3.

Des essais cliniques a partir des mémes anticorps neutralisants 1’IL-17A ou son récepteur sur
des patients atteints de sclérose en plaques ont, de la méme maniere, apporté des résultats tres
encourageants pour le traitement de la maladie .

Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide et de la maladie de Crohn, des anticorps
monoclonaux anti- récepteur & I'lL-6 ou un antagoniste du récepteur de I'IL-1B ont

constitué une approche trés intéressante *%

. Méme si les mécanismes d’actions précis
de ces molécules ne sont pas connus, il est possible que les effets thérapeutiques
observés soient dus, en partie, a I’inhibition de la différenciation des lymphocytes Th17.

Plus récemment, un inhibiteur de la voie de signalisation NF-xB a été utilisé comme

traitement des maladies inflammatoires intestinales °®°. L’inhibition de cette voie de
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signalisation entraine une réduction de I’expression des ARNm de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires dont I’IL-17A, mais aussi I’IL-1, I’IL-6 ou le TNF-a, et réduit de ce fait
les symptdmes de la maladie.

D'autre part, un anticorps monoclonal anti-IL-17A (CMal7Aab) a été testé chez des souris et
montre des effets bénéfiques en regard de parametres histologiques et cliniques, cet anticorps
est donc un régulateur important de la polyarthrite rhumatoide et pourrait représenter un

nouvel agent thérapeutique utile dans le traitement de cette maladie 3'°.

Ainsi, les ciblages de I'IL-17A, du récepteur de I’[L-17A, de la voie de signalisation induisant
la production de I’IL-17A ou encore la voie de signalisation médi¢e par I'IL-17A peuvent
étre considérés comme des moyens de traitement thérapeutiques de différentes maladies

auto-immunes.

b) Contre le cancer

Des anticorps bloquant I'IL-17A ont également été développés pour I'étude de
mécanismes de tumorigénéese. Ainsi Wu et al. voulant comprendre le r6le de la bactérie ETBF
(enterotoxigenic Bacteroides fragilis) dans le développement de tumeurs du colon ont bloqué
IL-17A et le récepteur d'IL-23 qui est une cytokine clé pour lI'amplification des réponses Th17

par des anticorps, ce qui a bloqué la formation tumorale.

- Cas particulier du cancer du sein
La corrélation entre l'infiltration des cancers par les cellules productrices d'IL-17A et

288 ast un premier pas vers I'établissement d'IL-17A comme cible

un mauvais pronostic
thérapeutique.

La neutralisation spécifique de I'lL-17A a ensuite été testée a l'aide d'anticorps monoclonaux
OREG-203 et OREG-210 *®, qui a abouti & une inhibition de la prolifération, de la
chimiorésistance et de la migration/invasion des cellules tumorales. En résumé les anticorps
neutralisant I'lL-17A ont annulé les effets pro-oncogéniques de I'L-17A sécrétée par les
lymphocytes T infiltrant la tumeur. La modulation de la sensibilité des cellules tumorales aux

chimiothérapies par I'lL-17A est un axe important de I'étude de Cochaud et al. **

qui révele
que cette cytokine pourrait étre une source de résistance thérapeutique trouvée dans le cancer
du sein et donc reflete limportance clinique de I'lL-17A. Cela suggere l'opportunité
thérapeutique intéressante des anticorps anti-IL-17 qui pourraient bloquer les effets pro-
tumoraux et pro-métastatiques de I'lL-17A tout en permettant I'éradication tumorale jouée par

les cellules Th17 via la production d'IFN-y.
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RESULTATS

A) Recherche clinique : Stratégie néoadjuvante des cancers du sein

opérables, étude des facteurs pronostiques

1- Synthese

Dans cet article nous analysons l'intérét pronostic de la CTNA du cancer du sein
opérable au-dela de l'objectif principal mais réducteur d'augmenter le taux de chirurgies
conservatrices. En effet, cette pratique thérapeutique constitue un modéle individuel de
chimiosensibilité in vivo qui permet la détermination de nouveaux facteurs pronostics dans le

but de nous conduire vers une approche thérapeutique de plus en plus personnalisée.

Une étude monocentrique rétrospective de 319 patientes présentant un cancer du sein
invasif primaire et traitées entre les années 2000 et 2012 a été conduite afin d'analyser les
facteurs pronostics d'une population traitée de maniére homogéne. En effet les patientes sont
toutes traitées par une médiane de 6 cycles de CTNA: a base d'anthracyclines, selon le
protocole FEC 100 (31,1%) ou séquentielle anthracyclines + taxanes, trés majoritairement
docétaxel (53,3%), et avec addition de trastuzumab si indiquée (15,4%).

Notre analyse univariée a alors démontré que l'index RDBN (Residual Disease in
Breast and Nodes) est le plus significatif des facteurs pronostics des survies globale
(p=0.0082) et sans rechute a 10 ans (p=0.0022). Quant a l'analyse multivariée, dans laquelle
nous ne pouvons pas insérer I'index RDBN puisqu'il est par description associé aux différents
facteurs histopathologiques, elle a principalement révélé la taille tumorale résiduelle, le
nombre de ganglions envahis résiduels et le grade SBR évalué aprées la CTNA; facteurs qui
constituent I'index RDBN.

Les sous-types moléculaires de cancers du sein étant de plus en plus présents dans la
pratique des oncologues, nous nous sommes egalement interrogés sur la capacité de cet index
a conserver sa valeur pronostic dans chaque sous-type. Bien que nous ayons manqué d'effectif
pour conclure sur le sous-groupe des tumeurs HER2-positives (p>5%), nous avons déja pu
démontrer la valeur pronostique de RDBN pour les tumeurs TN (SG: p=0,0064 / SSR:
p=0,013) et une bonne discrimination pour les taux de SSR des tumeurs luminales

(p=0,0031). Nous avons également prouvé la supériorit¢ de l'index RDBN face a la
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classification de Chevallier lorsqu'il s'agit de prédire les taux de survie des différents sous-

types de cancers du sein.

L'analyse de cette série de patientes traitées avec les drogues majeures du cancer du
sein disponibles a I'heure actuelle, nous a donc permis de souligner un interét important de la
CTNA, qui est d'apporter de nouveaux facteurs pronostics, ainsi que de confirmer la valeur
pronostique de Iindex RDBN. Zhang et al.*!! a dit "Avec la classification des sous-types
moléculaires et les stratégies thérapeutiques orientées, le cancer du sein n'est plus vu comme
une seule maladie. L'évaluation des facteurs pronostiques devrait désormais prendre en
compte les sous-types et les traitements." En accord avec cela, nous suggérons que l'index
RDBN est I'index le plus approprié pour la classification de la maladie résiduelle et donc pour
prédire les taux de survie apres CTNA, il pourrait alors étre calculé en routine afin d'aider les

cliniciens a ajuster leur stratégie thérapeutique adjuvante.
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ABSTRACT

Objective: NACT allows a more frequent conservative surgery; it is also an in vivo
model of individual tumor sensitivity which permits to determine new prognostic
factors to personalize the therapeutic approach.

Methods: Between 2000 and 2012, 318 patients with primary invasive breast cancer
were treated with a median of 6 cycles of NACT: anthracycline-based in FEC 100
protocol (31.1%) or anthracyclines + taxanes (53.5%), with trastuzumab if indicated
(15.4%).

Results: With a median follow-up of 44.2 months, pCR according to Chevallier's
classification was 19.3% and overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) at
10 years were 60.2% and 69.6% respectively.

Univariate analyses demonstrated that "Residual Disease in Breast and Nodes"
index was the most significant prognostic factor of OS (p=0.0082) and DFS
(p=0.0022) and multivariate analyses mainly revealed residual tumor size, residual
involved node number and post-chemotherapy SBR grading.

Conclusions: In an homogeneously treated set of patients with all major drugs of BC,
we underlined an important interest of NACT, which is to bring additional prognostic
factors, and we confirmed the RDBN index. According to the fact that it also
permitted to predict survivals of different breast cancer subtype, we suggested that it
should be calculated routinely to help clinicians to select patients who need adjuvant

treatments.

Key words: Operable breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, prognostic factors,

residual disease in breast and nodes
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INTRODUCTION

Neoadjuvant chemotherapy (NACT) is now a gold-stantard for locally
advanced breast cancer and inflammatory breast cancer. This treatment has been
more extensively used in patients with operable smaller tumors, and several studies
have effectively demonstrated its feasibility and efficacy [1-2]. Even if multiple
randomized clinical trials have demonstrated that NACT is associated with OS and
DFS comparable to the administration of the same therapy in the adjuvant setting
[3], its use presents with great advantages: the first goal is to enhance breast
conservation surgery rate in reducing tumor size. NACT also permits early treatment
of micro-metastatic disease and over all allows the precise analysis of in vivo

sensitivity of tumor, directly on surgical piece.

It has been shown that prognostic factors are frequently modified on the
residual disease in comparison with the initial sampling [4-6]. Tumor size, histologic
grade, node involvement are classic factors which have been described at primary
surgery, but much less after primary CT. So, in order to clarify the prognostic value of
tumor response, we investigated factors obtained at surgery after NACT in patients
with operable breast cancer (OBC) .For the future, using a quantitation method to
evaluate the impact of residual disease in breast and nodes is a proposed approach
to progress towards an objective basis for improvement of efficacy throughout

adjuvant therapy.
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PATIENTS & METHODS

Study design and patients

This study is a retrospective monocentric analysis of all women over 18 who
had undergone NACT for previously untreated primary invasive breast carcinoma at
the Institute Jean Godinot (Reims - FRANCE), from January 1%, 2000 to December
31th, 2012. It represents 318 operable patients without or only with axillary lymph
node(s) invasion (NO or N1/N2). Patients with primary inflammatory carcinoma or
metastatic disease were excluded, as well as bilateral or multifocal carcinomas.
The baseline work-up included a complete history and clinical examination and
breast ultrasound. The diagnosis of carcinoma was established through fine-needle
aspiration or core biopsy of the primary tumor and palpable lymph nodes. The tumor
was evaluated for Scarff-Bloom-Richardson (SBR) grading [7]; and hormone
receptors (HR) and epidermal growth factor receptor-2 (HER2) were assessed by
radioimmunology or immunohistochemistry. The absence of distant metastases was
confirmed by chest X-ray, bone scan, and liver ultrasound or chest-abdomino-pelvic

scan.

Treatment modalities

Our 318 patients were all treated homogeneously, with a median of 6 cycles of
NACT: 31.1% by anthracyclines (>98% by FEC 100 combination: 500 mg/m?
Fluorouracil and cyclophosphamide, 100 mg/m? epirubicin), 53.5% by anthracyclines
+ taxanes (100 mg/m? docetaxel or 175 mg/m? paclitaxel). Then, 15.4% of patients
had HER2-positive tumor and so received also neoadjuvant trastuzumab. This
targeted therapy was given for one year, every three weeks (375 mg/m?/course - x18

courses).
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After primary CT, patients underwent appropriate surgery according to the size of
their residual tumor, 4-8 weeks after the completion of the last cycle of NACT. We
have distinguished mastectomies (40.6%) and breast conservative surgeries
(58.8%). Axillary lymph node dissection was performed in almost all patients (99.4%).
Two patients didn't have surgery: one of them was dead before her surgery because
of myocardial infarction, and one refused all treatment after NACT, these patients
were excluded for post-operative analyses.

In case of significant residual disease patients could receive additional courses of
adjuvant CT (10.7%) with non-cross-resistant cytotoxic drugs.

Radiotherapy was given (98.7%) in line with best practice standards and patients with
HR-positive tumors received anti-hormone therapy (98.7%) for 5 years. Three HR-

positive patients refused hormonotherapy (1.3%), because of pregnancy wish.

Subtype classification

The 13" International Breast Cancer Conference held in St Gallen in 2013 [8]
we have described 5 intrinsic subtypes in breast cancer. We have grouped luminal A-
like, luminal B/HER2-negative-like and Iluminal B/HER2-positive-like tumors in
luminals tumors and so classified BC as follow:
- Luminals tumors were estrogen receptor (ER) and/or progesterone receptor (PgR)
positive.
- HER2-positive-like tumors were HER2 positive and HR negative.

- Triple-negative (TN) tumors were HR and HER2 negative.

Assessment of response
Clinical and ultrasound measurements were recorded before and at the end of

NACT, before surgery. These responses were evaluated by the decrease in tumor
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and node volumes, and classified: complete response (CR) for total disappearance,
partial response (PR) for >50% reduction, moderate response (MR) for <50%

reduction, or no change (NC).

The pathological responses were evaluated after surgical resection of the remaining
tumors and nodes. The pathological responses were classified according to
Chevallier et al. [9]; the complete pathological response (pCR) was considered as the
sum of classes | and II.
We have also evaluated the pathological response by means of a new proposed
classification for residual disease by Chollet et al.,, called RDBN [10]. The
pathological staging after neoadjuvant chemotherapy classifies patients as follows:
Level 1: pCR in breast and nodes, without or with in situ carcinoma, Index = 0
Level 2-4: residual disease in 3 different amounts, calculated as 0.2 x(residual breast
tumor size in cm) + index of involved nodes (0 for no positive node, 1 for 1-4 nodes, 2
for 5-7 nodes, 3 for 28 nodes) + final SBR grade (1, 2 or 3).

- Level 2 is an index between 0.1 and 2.9

- Level 3 is an index between 3.0 and 4.3

- Level 4 is anindex =24.4

Statistical analyses

The primary endpoint was to evaluate prognostic factors of OS and DFS.
Secondary outcomes were OS and DFS, clinical, paraclinical and pathological
response rates, pathological report of residual disease (tumor and nodes), and breast

conservation rate.
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The Chi-square test was used to compare the distribution of baseline characteristics,
and the Wilcoxon test for continuous variables. A 5% significance level was used and
all p values were two sided.

Results were last updated in September 2013. DFS was defined as the time elapsed
between diagnosis and date of first time relapse. OS was the time between the date
of diagnosis and date of last status report, with the patient being alive or dead.
Survival curves were established according to the Kaplan and Meier method [11].

A stepwise Cox regression procedure was carried out to determine which factors
were prognostic for OS and DFS. First factors selected for inclusion in the Cox model
were evaluated at diagnosis: SBR grading and stage, we've always kept it because it
was the base of which we wanted to compare with factors evaluated on residual
tumor after NACT. Tumor size at diagnosis and initial axillary nodal status were not
included because they are strongly correlated with stage. Then, second factors
selected for inclusion in the model were residual tumor size and nodes number, post-

CT SBR grading and Chevallier's classification.
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RESULTS

Population characteristics and responses

The median age was 51 years (range, 25-80) and 166 of the 318 patients
were menopausal. Patient's clinicopathological characteristics are detailed in table 1.
7.5% of initial tumor size measured less or equal than 2 cm, 71.1% more than 2 cm
and 19.8% more than 5 cm. Besides, 49.1% of patients were classified NO, 48.4%
N1, and 2.5% N2; so we found 80.8% stage | and Il, and 19.2% stage IIl tumors.
SBR grading at diagnosis, available in 284 patients, was | in 10%, Il in 49.8% and IlI
in 40.2% of tumors. There were 70.4% HR-positive tumors, and HER2 status was
positive for 16.4% of patients.
The observed intrinsic subtypes were as follows: 70.1% luminals, 6% HER2-positive-

like tumors and 23% TN tumors.

Clinical, ultrasound and pathological responses of tumors are listed in Table 2;
CR and PR were grouped on objective responses (OR), and MR and NC as non-
responders. NACT resulted in a clinical OR rate of 67.3%, this response was
significantly different according to the regimen used (p = 0.0037); patients treated
with trastuzumab added to NACT presented the highest rate: OR = 83.7%.
Concerning ultrasound response, the global OR rate was of 70.4% after NACT but
there was no significant difference in between treatments (p = 0.29).
Moreover, according to Chevallier's classification, a pCR rate on breast tumor and
axilla was confirmed in 19.3% of operated patients, with a significantly higher rate for

patients treated with trastuzumab plus NACT (40.8% - p < 0,005).
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Table 1. Characteristics of patients treated with NACT

Characteristics (n=318) n (%)
Median age (years) 51 (25-80)
Menopausal status

Pre-menopausal 150 (47.2)
Menopausal 166 (52.2)
ND 2 (0.6)
Initial clinical tumor size (cm)

<2 24 (7.5)
>2,<5 226 (71.1)
>5 63 (19.8)
ND 5 (1.6)
Initial axillary nodal status

NO 156 (49.1)
N1 154 (48.4)
N2 8 (2.5)
Stage

I 7 (2.2)
I 250 (78.6)
1 61 (19.2)
SBR grading

I 29 (9.1)
Il 145 (45.6)
1 117 (36.8)
ND 27 (8.5)
Hormonal receptors

Positive 224 (70.4)
Negative 94 (29.6)
HER2

Positive 52 (16.4)
Negative 263 (82.7)
ND 3 (0.9)
Intrinsic subtype

Luminals 223 (70.1)
HERZ2-positive-like tumors 19 (6.0)
Triple Negative tumors 73 (23.0)
ND 3 (0.9)
Surgery

Conservative 187 (58.8)
Mastectomy 129 (40.6)
No surgery 2 (0.6)
Adjuvant treatment (n=308)

Chemotherapy 34 (10.7)
Radiotherapy 312 (98.1)
Hormonotherapy 223 (70.1)

ND = not done: missing data
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Table 2. Responses after NACT

Responses n (%) n (%) n (%) n (%)
Overall A+T

Evaluated before surgery (n=318) A (n=99) (n=170) H (n=49)

Clinical responses

Objective (CR + PR) 214 (67.3) 69 (69.7) 104 (61.2) 41 (83.7)

Non-responders (MR+NC) 100 (31.4) 30 (30.3) 62 (36.5) 8 (16.3)

ND 4 (1.3) 0 4 (2.6) 0

Chi2 (%) - p = 0.0037

Ultrasound responses

Objective (CR + PR) 224 (70.4) 76 (76.8) 113 (66.5) 35 (71.4)
Non-responders (MR+NC) 92 (28.9) 23 (23.2) 56 (32.9) 13 (26.5)
ND 2 (0.6) 0 1 (0.6) 1 (2.0)
Chi2 (%) - p = 0,29 (NS)
Overall A+T

Evaluated before surgery (n=316) A (n=99) (n=168) H (n=49)

Pathological responses

Classes | & Il 61 (19.3) 17 (17.2) 24 (14.3) 20 (40.8)
Classes lll & IV 255 (80.7) 82 (82.8) 144 (85.7) 29 (59.2)

Chi2 (%) - p = 0.000019

Prognostic factors & univariate analyses
The median follow-up for survival analyses was 44.2 months (range, 27-66
months). OS and DFS curves are shown in Figure 1; probability of OS at 10 years

was 60.2% and DFS at 10 years of 69.6% (p = 0.011).

First, survivals were analyzed as a function of characteristics evaluated at diagnosis
(Table 3, Figure 2); it showed that age and menopausal status were not significant
prognostic factors (p > 0.05), initial tumor size seemed to have a prognostic influence
only on OS (p = 0.036), conversely to initial axillary node status and stage which
retained a prognostic influence on OS and DFS (p < 0.05). Patients NO had a better
prognostic than N1/N2 ones, as well as patients with low-stage tumors (stage )

versus stage II/lll (Fig. 2a and b). Similarly, patients with low-grade tumors (SBR I) at
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diagnosis had a better prognostic than SBR Il and Ill grades (Fig. 2c), but prognostic
influence of SBR grading at diagnosis was significant only for DFS (p = 0.025).
Estrogen and progesterone receptors, grouped in HR, as well as HER2, evaluated at
diagnosis, had no significant influence on OS and DFS (p > 0.05).

Then, after NACT but before surgery, clinical and ultrasound responses were

evaluated and had neither significant influence on OS and DFS (p > 0.05).

s

25

0

0 months 30 60 90 120

Fig 1. Overall survival (0S) and Disease-free survival (DFS) (n = 318)
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Table 3. Analysis of prognostic factors before (diagnosis) and after NACT (post NACT & post-

op)
Overall Survival (OS) Disease-free survival (DFS)
Characteristics (n=310) n (%) pValue 5 %’;}?rs ° &?rs p Value 5 %/;’?rs ° 2’;}?5
Diagnosis
Age (years) 0.35 0.39
<50 139 (43.7) 91.3 47.3 73.4 67.1
250 179 (56.3) 86.1 82.5 77.9 72.7
Menopausal status 0.38 0.89
Pre-menopausal 150 (47.2) 89.3 52.8 74.6 69.3
Menopausal 166 (52.2) 87.5 82.9 77.6 70.6
ND 2 (0.6)
Initial tumor size (cm) 0.036 0.22
<2 24 (7.5) 100 - 81.7 -
>2,<5 226 (71.1) 91.3 66.6 77.6 68.5
>5 63 (19.8) 76.9 58.3 67.7 67.7
ND 5 (1.6)
Initial axillary nodal status 0.016 0.031
NO 156 (49.1) 92.8 78.2 83.5 73.7
N1 154 (48.4) 85.3 58.0 69.7 67.5
N2 8 (2.5) 66.7 - 50.5 -
Stage 0.0026 0.016
1&1 257 (80.8) 91.7 72,5 79.1 74.8
Il 61 (19.2) 76.3 45.3 63.5 -
SBR grading (n=291) 0.069 0.025
| 29 (10.0) 94.1 94.1 92.1 92.1
1l 145 (49.8) 96.0 57.9 80.2 80.2
Il 117 (40.2) 814 55.1 69.6 60.9
Hormonal receptors 0.55 0.21
Positive 224 (70.4) 90.4 60.6 77.5 68.0
Negative 94 (29.6) 84.4 72.0 72.2 72.2
HER2 0.14 0.15
Positive 52 (16.4) 83.7 24.8 55.6 55.6
Negative 263 (82.7) 88.9 68.7 78.8 71.0
ND 3 (0.9)
Post NACT
Clinical responses 0.46 0.69
Objective (CR + PR) 214 (67.3) 92.3 65.0 76.2 72.0
Non-responders (MR+NC) 100 (31.4) 82.7 67.5 75.9 65.7
ND 4 (1.3)
Ultrasound responses 0.52 0.43
Objective (CR + PR) 224 (70.4) 89.5 59.6 73.5 63.4
Non-responders (MR+NC) 92 (28.9) 87.4 75.7 80.2 76.8
ND 2 (0.7)
Post-Op (n=316)
Residual tumor size 0.028 0.011
0 60 (19.0) 98.3 98.3 90.9 90.9
<2 93 (29.4) 93.3 48.6 77.9 70.1
22 161 (50.9) 84.0 65.2 70.1 62.6
ND 2 (0.6)
Residual nodes number 0.079 0.011
0 167 (54.2) 91.9 76.1 86.0 82.4
143 78 (25.3) 94.7 49.5 70.3 65.6
>3 63 (20.5) 78.3 53.3 60.8 48.7
ND 2 (0.6)
SBR grading (n=242) 0.19 0.0032
| 30 (12.4) 94.7 - 100 -
Il 157 (64.9) 88.4 54.8 74.3 60.0
il 55 (22.7) 84.2 51.9 60.5 54.4
Pathological response 0.016 0.0060
Classes | & Il 61 (19.3) 98.3 98.3 91.5 91.5
Classes lll & IV 255 (80.7) 87.1 58.9 72.6 65.0
RDBN classification
(n=294) 0.0082 0.0022
Level 1 53 (18.0) 98.1 98.1 95.3 95.3
Level 2 72 (24.5) 89.8 78.6 82.6 82.6
Level 3 111 (37.8) 92.4 56.7 77.1 69.4
Level 4 58 (19.7) 79.0 33.0 59.2 27.1
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Fig 2. Survival analysis as a function of characteristics evaluated at diagnosis: (a) initial axillary node status

(NO/N1/N2), (b) stage (1&NI/111) and (c) SBR grading (I/1/11).

Second, survivals were analyzed as a function of characteristics evaluated after

NACT and surgery (Table 3, Figure 3); 19% of operated patients had no residual
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tumor left in breast, 54.2% of operated patients had no residual tumor in nodes.
29.4% of patients had smaller than 2 cm residues and 25.3% had less or equal than
three invaded nodes. Due to disappearance of tumors after NACT we had 256
residues, and post-surgical SBR grading was available in 242 of them (94.5%); SBR
grade classes were: 12.4% grade |, 64.9% grade Il and 22.7% grade .

Residual tumor size was a significant prognostic factor of OS and DFS. The smaller
the residue, the better was the DFS (Fig. 3a), but it was not exactly the same on the
OS curves, where the 9-years OS was 48.5% for patients with a residue from 0 to 2
cm, while the 9-years OS was 65.2% for patients with bigger residue. Concerning
residual nodes number and SBR grading after surgery, they had only a significant
correlation for DFS (p = 0,011 and p= 0.0032, respectively), with a better survival for

NO and low-grade tumors (Fig.3b and c).
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Fig 3. Survival analysis as a function of characteristics evaluated after NACT (post-op) : (a) residual
tumor size(0/<2/22), (b) residual nodes number (0/1-3/24) and (c) SBR grading(I/11/111).
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Finally, OS and DFS were analyzed as a function of pathological response (Table 3,

Figure 4); patients with pCR according to Chevallier's classification had improved 9-

years OS and DFS, with 98.1 and 95.3%, respectively, compared with patients who

obtained an incomplete response (Fig. 4a). Pathological response was also

expressed with RDBN index (evaluated in 294 i.e. 93% of operated patients); level 1,

was attended by 18% of evaluated patients, 24,5% reached a level 2, 37.8% a level 3

and 19.7% a level 4. Most interesting, univariate analysis showed that RDBN index

was a significant prognostic factor for OS (p = 0.0082) and DFS (p = 0.0022), the

smaller the index, the better was the survival (Fig. 4b).
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Fig 4. Survival analysis as a function of the pathological response, evaluated by the Chevallier's
classification (classes | & Il versus |l & IV) and by the RDEN Index (1/2/3/4), after NACT.
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Multivariate analyses

The stepwise Cox regression procedure revealed that prognostic factors of OS
were SBR grading at diagnosis (p = 0.0033), followed by residual tumor size (p =
0.017), and tumor stage at diagnosis (p = 0.012).

DFS was significantly related with SBR grading at diagnosis (p = 0.0001), followed by
residual tumor size (p = 0.0051), and residual nodes number (p = 0.0039).

To observe the significance on prognostic factors based on surgical sampling we
have also followed a stepwise Cox regression procedure on patients with residual
tumor after NACT, which revealed SBR grading at diagnosis (p = 0.0064) and
residual nodes number (p = 0.03) as prognostic factors of OS, and DFS was
significantly related with post-CT SBR grading (p=0.00033), followed by and

Chevallier's classification (p = 0.012), and residual nodes number (p = 0.036).

Prognostic significance of Chevallier's classification versus RDBN index in subtypes
of BC

To compare survival curves they were designed with level 1 versus 2, versus
3, versus 4 for RDBN Index and with class | versus I, versus lll, versus IV for
Chevallier's classification; prognostic significance of these index were evaluated in
each subtype and "p" values were reported in table 4. Chevallier's classification
revealed to be significant prognostic factor for OS and DFS, on global population and
for TN tumors. On the other hand, RDBN index was very significant for OS and DFS,

on global population and for TN tumors, but also for DFS of luminals tumors.
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Table 4. Univariate analysis of prognostic significance of RDBN index
and Chevallier's classification after NACT

RDBN Index Chevallier classification
(Levels1/2/31/4) (Classes I /11 /111 /1V)

Subtypes p value p value

oS DFS 0S DFS
Global population 0.0082 0.0022 0.041 0.0044
Luminals 0.14 0.0031 0.56 0.15
TN 0.0064 0.013 0.0097 0.003
HER2-positive 0.92 0.2 0.95 0.3

DISCUSSION

Going towards a quantification of the residual disease means not taking only
guantity, i.e. residual tumor size into account anymore but also quality, i.e. intrinsic

factors of tumor.

We began our investigation in 2000, when trastuzumab became available for patients
in France, completing the other all current major drugs of breast cancer. This
monocentric and retrospective study deals with a homogeneous set of patients who
had undergone a strict design NACT gathering the 3 actual major drugs, for primary

invasive breast carcinoma.

First, anthracycline- and taxane-based therapy is recommended by consensus
opinion for preoperative CT because of several prospective trials which demonstrated
that this NACT was associated with the highest response rates [12-13]. Effectively
Abrial et al. [14] have described a first jump from 3.9% to 16.4% after 1990, which
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was probably due to the arrival of taxanes. We found here comparable pCR rates for
patients treated by anthracyclines-based (pCR=17.2%) or by anthracycline- and
taxane-based therapy (pCR=14.3%), but surprisingly we found no significant

difference between these two groups.

Second, a new jump in pCR was observed after 2000's, to go near to 20%, and due
to the arrival of trastuzumab since pCR rate is 40.8% for the 15.4% of our population
which was HERZ2-positive. These results have already been confirmed in several
phase lll trials [15-21]. So it is evident that the addition of trastuzumab to CT has led

to a considerable reduction in both recurrence and death from BC.

Then the addition of these 3 drugs gave us a comfortable global pCR rate of 19.3%,
and achieving pCR is a goal of NACT since it correlates with improved DFS and OS

[22]. In this way we obtained 10-years OS and DFS of 60.2% and 69.6%.

But the first objective of NACT was to improve breast conservation surgery, and this
one is achieved! Indeed the fact that it improves opportunities to apply breast
conservation surgery without compromising outcomes is admitted [23], and we again

proved it with a rate of 58.8% of breast conservation on our population.

Prognostic factors are measurements available at diagnosis or time of surgery
that, in absence of adjuvant therapy, are associated with recurrence rate, death rate,

or other clinical outcome [24].

On the one hand, factors evaluated at diagnosis: SBR grading and stage, which
includes initial tumor size and initial axillary node status are accepted prognostic
factors and remained effectively significant prognostic factors of OS and DFS in our

univariate and multivariate analyses.
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In recent years, HER2 has become an important predictive marker in BC, according
to literature it's overexpressed in 20-25% of invasive BC and associated with poor
prognosis features. In the same way hormonal receptors status is well-established
prognostic marker in BC management. However we haven't found any prognostic
significance for our biological markers HR and HER2. We suggest that it may be the
result of agents which specifically target these markers, as adjuvant endocrine
therapy and neoadjuvant trastuzumab added to NACT [25]. One pitfall in this
retrospective study was that we didn't have data on evaluation of these biological
markers after NACT even though several studies have suggested that they may be

altered after NACT and that could affect predictive or prognostic factors [26-27].

In the same manner we miss data about the immunohistochemical marker Ki-67
which could have helped us to capture cell proliferation and so classify molecular
subtypes of BC because it was not routinely assessed in our center until now. This
proliferation index could have been a prognostic factor, so it could be interesting to

investigate this index in a few years.

Taking together, these factors permit to divide BC in 5 intrinsic subtypes, it is more
and more evident that this classification is important as the relation between pCR and

survival strongly depended on it [28].

On the other hand, factors evaluating tumor response to NACT: residual tumor size
and residual lymph node number were significant prognostic factor of OS and DFS in
univariate and multivariate analyses. So, even if preoperative treatment were
sometimes controversial because it has been demonstrated that NACT can eliminate
axillary lymph node metastases in BC and the post-operative pathological lymph

node classification is the single most important prognostic factor widely used in the
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indication of adjuvant CT, now we have proved that the number of involved nodes

after NACT has also a prognostic value.

Moreover, NACT permits to evaluate SBR grading on the residue. Among accepted
prognostic factors is SBR grading evaluated at diagnosis, moreover the predictive
significance of this biological marker on clinical and pathological responses to NACT
and the evolution of SBR grade during it have been demonstrated [5]. But nothing
has been found about the prognostic significance of SBR grading evaluated after
NACT, and yet our univariate analysis revealed it as a really significant prognostic
factor of DFS which remained significant for DFS in multivariate analysis on people

who had a residue.

Added to these parameters, several classifications exist to appreciate residual
disease, in Europe Chevallier's [9] and Sataloff's [29] classifications are mostly used.
The Sataloff one only retains complete and subcomplete pCR, but last
recommendations stressed that ductal in situ should be analyzed separately [30] so
we wanted more precision and only investigated Chevallier's one which is a simple
classification with clear-cut boundaries. Its prognostic influence doesn't need to be
proven anymore and was found again in our univariate and multivariate analysis, but
it only takes into account size of residue and if it is in situ tumor. So we were
interested in a more complete index: RDBN [10], this one takes into account all
factors post-CT evaluated: residual tumor size, SBR grading and residual node
numbers. When we tested it in univariate analysis, this index appeared as a very
significant prognostic factors, we hadn't been able to test it in multivariate analysis
because it was clear that it was too correlated with other parameters, but Corben et

al. [31] had already shown the association with DFS by multivariate analysis.
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As we had good results we wanted to go further, so we investigated RDBN index
prognostic value in each subtypes. For luminals subgroup: we obtained a good
prognostic discrimination by RDBN for DFS; for HER2-positive subgroup we couldn't
conclude because of an insufficient patients number and for TN subgroup we
validated the prognostic significance of RDBN in spite of a reduced patient number.
Then we guessed if Chevallier's classification was able of such a prognostic value,
and we saw that it was a prognostic factor of OS and DFS only for TN, so it didn't
succeed to keep a prognostic value for each subtypes. As Zhang et al., 2013 [32]
said "because of receptors status-based subtype stratification and subtype-oriented
therapeutic strategies, BC is no longer viewed as a single disease. Evaluation of any
prognostic factor should therefore take subtypes and treatments into account.”, as we
agreed that, we suggested that RDBN index is the most appropriated index for
classification of residual disease and so to predict survivals after NACT.

To conclude, added to increasing breast conservation rate and pCR, NACT
also permits an earlier systemic treatment and the main interest is allowing a precise
and individual analysis of response to CT, so that it could be used as a guide for
further local and systemic treatment, and brings to the clinicians additional prognostic
factors of survival, allowing characterizing subgroups of patients.

In effect the goal is to select patients with a notable or important residual disease for
a non-resistant adjuvant therapy whilst minimizing toxicity for those women who will

not suffer relapse after selection by NACT.
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B) Recherche expérimentale : Etude moléculaire d'un meécanisme

d'échappement tumoral. ROles des IL-17A et E dans la progression

tumorale et I'invasion des cancers du sein

1- Synthese

La famille des cytokines IL-17 est composée de 6 membres, dont I’IL-17A (appelée
aussi IL-17), est le premier membre et le mieux caracterisé de cette famille de cytokines. Ces
cytokines sont reconnues par une famille des récepteurs multimériques dont les sous unités
proviennent d’une famille comprenant 5 membres 269 'IL-17A a d’abord été décrite pour
son role dans le développement d’allergies et de maladies autoimmunes ainsi que pour son
réle dans des mécanismes de défense contre des infections fongiques et bactériennes. Des
données s’accumulent désormais prouvant I'implication de cette cytokine dans Ia

carcinogénése et particulierement dans le cancer du sein.

Ainsi plusieurs études ont démontré que I'IL-17A et I'IlL-17B jouent un rdle pro-
tumoral. A l'inverse I'IL-17E a été décrite pour son role anti-tumoral par Furuta et al.**'.
Leurs résultats démontrent que I'IL-17E serait produite par les cellules mammaires
épithéliales non transformées et induirait I’apoptose des cellules tumorales qui surexpriment

I’'IL-17RB, un des co-récepteurs de I'lL-17E.

Nous nous sommes donc intéressés a I'lL-17E, et avons étudié les voies de signalisation

recrutées par cette cytokine, dans les cellules cancéreuses mammaires.

Dans un premier temps nous avons évalué l'expression de I'lL-17E et de I'lL-17A et de
leur récepteur dans des tissus mammaires humains sains et tumoraux par RT-qPCR. Les
transcrits de ces cytokines sont présents dans les biopsies tumorales et leur niveau
d'expression est bien plus élevé que dans les tissus sains. En particulier, I'IL-17E est
indétectable dans la plupart des tissus normaux testés, ce qui exclue la possibilité que cette
cytokine soit secrétée par les cellules épithéliales saines. De la méme maniere, les transcrits
des trois sous-unités de leur récepteur: IL-17RA, IL-17RB et IL-17RC, sont surexprimées par

les tissus tumoraux en comparaison aux tissus sains.

Des études supplémentaires sur lignées cellulaires tumorales et non-transformées ont ensuite
permis de démontrer l'expression des récepteurs IL-17RA et IL-17RC sur l'ensemble des
cellules testées, tandis que I'lL-17RB n'est exprime que par les cellules tumorales. De plus
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nous ne détectons pas d'expression d'IL-17A, ni d'IL-17E par les cellules saines ou tumorales;
ce qui laisse suggérer que cette derniére puisse étre produite par le microenvironnement

tumoral ou que celui-ci induise son expression par les cellules tumorales.

La surexpression d'IL-17E dans les tissus tumoraux et l'expression d'IL-17RB
uniquement par les cellules tumorales semblent suggérer que I'IL-17E puisse jouer un role
pro-oncogénique, en opposition avec les résultats de Furuta et al. C'est pourquoi nous avons
voulu Vérifier la capacité de I'lL-17E a induire I'apoptose de lignées cellulaires tumorales, et
avons démontré que, contrairement au Docetaxel utilisé comme témoin, ni I'lL-17A, ni I'lL-
17E ne conduisent au clivage de PARP. Des mesures de mort cellulaire dans plusieurs lignées
tumorales aprés ajout des cytokines IL-17A et IL-17E confirment que ces cytokines

n'induisent pas la mort des cellules tumorales.

Nous avons de plus demontré que la stimulation des cellules tumorales par I'lL-17E
diminue leur sensibilité au Docetaxel, comme cela avait déja été démontré par notre équipe
avec I'IL-17A . Afin d'identifier les kinases impliquées dans cette chimiorésistance, nous
avons étudié la phosphorylation des protéines jouant un réle dans les voies de signalisation
impliquées dans la progression tumorale. Nous avons ainsi montré que c-RAF et la kinase S6
sont phosphorylées apres activation avec les cytokines IL-17A et IL-17E. La phosphorylation
de c-RAF refléte I'activation de la voie MAP kinase, et la kinase S6 phosphorylée est une des
cibles de la voie mTOR.

Puisque la prolifération tumorale est augmentée par les cytokines IL-17A et IL-17E, nous
avons recherché ’expression de la cycline E dans des lignées tumorales et non-transformées.
La cycline E est une sous-unité régulatrice de CDK2, qui contribue a la transition des phases
Gl a S. |l existe des formes courtes : les LMW-E (low molecular weight-E), auxquelles il
manque le domaine régulateur, et qui ne peuvent donc pas étre inhibées par les protéines p21
et p27, ce qui augmente fortement l'activité de CDK2 et donc la prolifération cellulaire. Les
formes courtes de la cycline E sont ainsi connues pour leur association a un mauvais pronostic
dans le cancer du sein depuis ces 10 derniéres années.

Nous montrons dans cette étude, et ce pour la premiere fois, que I'[L-17A et 'IL-17E
augmentent la génération de LMW-E dans les lignées tumorales, et non dans les cellules non-
transformées qui expriment pourtant les récepteurs IL-17RA et RC. Nous démontrons ainsi
une relation entre 1’expression d’IL-17RB et celle des formes LMW-E dans les cancers du

sein, et non dans les cellules épithéliales saines.
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Associé a la surexpression des cytokines IL-17A et IL-17E par les tissus tumoraux,
nous avons confirmé la surexpression d'IL-17RB dans ces tissus. Contrairement aux données
de Furuta et al.*** nos résultats suggérent le role pro-oncogénique de I'IL-17E, similaire &
celui décrit et publié de I'lL-17A 2. De plus, le traitement par ces cytokines ne conduit & la

mort des cellules tumorales mais diminue au contraire leur chimiosensibilité.
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Summary

Pro-inflammatory IL-17 cytokines were initially described for their pathogenic role in
chronic inflammatory diseases and subsequent accumulating evidence indicated their
involvement in carcinogenesis. In the present study we report that IL-17A and IL-17E
as well as their receptors are present in breast cancer. We studied the molecular
signaling recruited following the stimulation of human breast cancer cell lines with IL-
17A and IL-17E. We found that IL-17A and IL-25/IL-17E induced the phosphorylation
of c-RAF, ERK1/2 and p70S6Kphosphorylation, a pathway involved in the
proliferation and survival of tumor cells. Accordingly, both cytokines promoted
resistance to docetaxel but, in contrast to a previous report, failed to induce
apoptosis. Interestingly, we also reveal that both cytokines induced the generation of
tumorigenic low molecular weight forms of cyclin E (LMW-E), which are detected in
patients with breast cancers and where their high levels correlated strongly with a
poor survival. These results show for the first time some of the molecular pathways
activated by IL-17A and IL-17Ethat may participate to their pro-oncogenic activity in

breast cancers.
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Introduction

The IL-17 cytokine family is composed of six members, IL-17A to IL-17F with IL-17A
as the prototypic one [1]. A total of five receptors have been described, IL-17RA
to IL-17RE. IL-17A binds and signals through the IL-17RA/IL-17RC receptor
complex whereas IL-25/IL-17E is a ligand for the IL-17RA/RB heterodimer [2] . IL-
17A is mainly produced by T helper 17 (TH17) cell subset and by innate immunity
cells including TCR-yd" T cell, iNKT, lymphoid tissue inducer (LTi) cells, CD3
NKp46® lymphocytes or neutrophils that are potentially responsible for initiating
pathogenic TH17 cells proliferation [1, 3-5] . A growing body of evidence indicated
important roles for this cytokine and TH17 cells in the development of allergic and
autoimmune diseases as well as in protective mechanisms against bacterial and
fungal infections [6] and gained prominence in cancer, particularly in breast
carcinomas [7, 8]. Mouse models of breast cancers revealed that IL-17A promotes
tumor growth and angiogenesis [9, 10]. Recently, we have shown that IL-17A
produced by tumor infiltrating Iymphocytes promotes breast cancer cell
chemoresistance and proliferation through activation of ERK1/2 pathway [11]. In
addition, it has been reported that IL-17B produced by malignant cells could drive
breast tumor growth in an autocrine manner [12]. Surpinsingly however, IL-25 was
reported to be produced by normal mammary epithelial cells and, through the binding
to IL-17RA-IL-17RB complex, induce breast cancer cell apoptosis [13]. It was
suggested that IL-17E expression by the normal epithelium may prevent the
emergence of transformed epithelial cells by inducing apoptosis, while expression of
IL-17B by transformed cells displaced IL-17E from the IL-17RB and promote cancer
cell survival through activation of NFkB [12, 13] .

In the present study, we aimed to identify in breast cancer cells the signaling

pathways recruited following IL-17A and IL-17E cytokine stimulation. The results
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reveal that both cytokine activate similar oncogenic pathways in breast malignant cell
lines leading to docetaxel resistance and generation of LMW cyclin E. In contrast to
previous report, ILL7E was not expressed by non-transformed epithelial cells and
failed to induce breast cancer cell apoptosis. These results shed new light on the
potential role of IL-17A and IL-17E in breast cancer and further studies should be led
to understand whether they could be potential therapeutic targets. Furthermore, they

guestion the role of IL17E as a potential tumor suppressor.
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Results

Expression of IL-17A, IL-17E and their receptors in breast cancer biopsies and
cell lines

To elucidate the potential role of IL17A and IL-17E in breast cancer, we first
assessed the expression of the two cytokines and their functional receptors in human
normal and cancer breast tissues. IL-17A expression was assessed using IHC,
whereas IL-17E, IL-17RA, IL-17RC and IL-17RB were assessed using RT-gPCR.As
illustrated in Figure 1, both IL-17A and IL-17E are present in breast cancer biopsies
and their expression is higher in tumor tissues than in the normal breast.
Furthermore, the three IL-17R subunits were highly up-regulated in tumor versus
normal samples, suggesting that IL-17A and IL-17E signaling are active in human
breast cancer.

We then asked whether the cytokines and their receptors are expressed by the tumor
cells or other cells from the tumor microenvironment. To address this question, we
assessed the expression of IL-17A, IL-17E, IL-17RA, IL-17RC and IL-17RB in various
human breast cancer cell lines as well as in non-transformed mammary epithelial
cells MCF10A, in primary tumor cells (1731-12) derived ex vivo from an ER-negative
breast cancer biopsy, and in TIL isolated from patient AL (75% of CD4 positive cells).
As illustrated in Figure 2, the expression of the IL-17RA and IL-17RC receptor
subunits was ubiquitous as all the primary cells and cell lines tested expressed high
levels of IL-17RA and IL-17RC. In line with the results from biopsies (Fig. 1) and a
report from Furuta et al., IL-17RB was undetectable in non-transformed MCF10A
cells and significantly up-regulated in most breast cancer cell lines tested, suggested

that up-regulated expression of IL17RB could be a malignant trait.
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In contrast, the human cell lines and the primary tumor cells did not expressed IL-17A

or IL-17E, suggesting that the production of these cytokine by tumor cells is unlikely

and the cytokines are likely to be produced by the TME. In line with such speculation,

IL-17A was for instance produced by primary TIL AL in culture. Although Furuta et al.

reported that non-transformed MCF10A mammary epithelial cells express IL-17E; we

were unable to detect IL-17E transcripts in this cell line.
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Figure 1: Expression of IL-17 cytokines and receptors in clinical samples. The TissueScan Breast
Tissue qPCR array was used to determine transcript levels of the IL-17 cytokines (IL-17A and IL-17E) and
their receptors (IL-17 RA, IL-17 RB and IL-17 RC). The breast tissue scan contains 48 tissues covering 4
diseases stages and normal tissues. The target transcript levels were normalized to B-Actin and calibrated to
the mean mRNA level (arbitrary value of 1) in normal tissue.

Datawere compared using student's ¢ test (* P<0.05, ™ P<0.01, ™ P<0.001)
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Figure 2: expression of IL-1T cytokines and receptors in human breast cell lines. Real-Time RT-FCR analysisof theIL-17
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IL-17E failed to induce breast cancer cell apoptosis and promoted
chemoresistance

Furuta et al. reported that non-transformed mammary epithelial cells express IL-17E
and low levels of IL-17RB and that IL-17E induced apoptosis of transformed breast
cells (with up-regulated IL-17RB) but not non-transformed cells, thereby serving as a
tumor suppressor. Although we confirmed here that IL-17RB is much higher in tumor
cells than in non-transformed cells, we were unable to detect IL-17E mRNA in
MCF10A cells and IL-17E was even express at higher levels in tumor biopsies than in

normal breast. These expression data raised questions about the potential role of IL-
17E as a tumor suppressor.

135



We therefore decided to test the ability of IL-17E to induce apoptosis of breast cancer
cell lines. As illustrated Figure 3A, we analyzed PARP proteolysis in T47D cells
treated with IL-17E or IL-17A at 100ng/ml or 500ng/ml. Treatment with Docetaxel at
10pg/ml was used as a control of apoptosis. The results clearly show that, in contrast
to Docetaxel, neither IL-17A nor IL-17E induced PARP cleavage at indicated
concentration. Similar results were obtained with MCF-7 cells treated with both
cytokines (data not shown).

Next, to further confirm the lack of apoptosis induced by IL-17A and IL-17E, we
measured the level of cell death of MCF7, T47D and MDA-MB468 cells cultured in
the presence of 20ng to 500ng/ml of recombinant IL-17A or IL-17E. Docetaxel at
10ug/ml and 1% TritonX100 were used as positive controls. Results presented
Figure 3B show that IL17A and IL-17E did not induce the cell death of MCF-7,

T47Dor MDA-MB468.
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Although IL-17E failed to mediate apoptosis of IL-17RB expressing breast cancer
cells, we tested whether it could increase (or decrease) cell death induced by
chemotherapy drugs. We previously reported that 1 to 10ng/ml of IL-17A was very
potent at inhibiting docetaxel induced cell death in various human breast cancer cell
lines [11] .The results shown in figure 4 indicate that MCF-7, T47D or primary tumor
cells 1JG-1731 stimulated with 1 to 10 ng/ml of IL-17E consistently result in

decreased Docetaxel-induced cell death.
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Figure 4: IL-17E induces cell chemoresistance to Docetaxel. Breast cancer cells were cultured in complete medium
alone (medium) or supplemented with IL17-Aor -E for 48 h. Cells were then switched in FCS-free medium supplemented
with the respective cytokine for 24h before adding Docetaxel at various concentration for 7h at 37°C. The cytotoxicity was
determined using the Cytotoxicity Detection Kit (Roche).

Data shown are representative of 3 independent experiments. (* P<0.05; ™ P=0.01; ™P<0.001)
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IL-17A and IL-17E promote the phosphorylation of c-Raf, ERK and p70S6
kinase.

In order to identify the kinases involved in chemoresistance after IL-17A and IL-17E
pre-treatments, we explored the activation of cellular signaling pathways involved in
cancer progression. To this aim, MCF-7, T47D, and primary tumor cells 1JG-1731
cells were cultured in serum free culture medium overnight then treated with the
cytokines. We analyzed their phosphorylation status within 20 min following the
cytokine treatment. In cell lines tested, we observed an activation of the MAP kinases
pathway through the phosphorylation of c-RAF on Serine 338 (p-cRAF) and
p42/p44MAPK (data not shown, [11]). C-RAF serine 338 is phosphorylated by the
p21 activated kinase [14] and corresponds to similar phosphorylated sites in A-Raf
(Ser299) and B-Raf (Ser445) [15]. On untreated 1JG-1731 and MDA-MB468 cells p-
cRAF was almost undetectable and was highly induced after addition of cytokines.
120% up to 1000% increased signal was obtained, depending on the IL-17 cytokine
used Figure 5.

Because the PIBK/mMTOR/p70S6K axis is well known to play an important role in cell
growth and survival and is described to be involved in breast cancer cell proliferation
and chemoresistance [16], we looked at the activation of the p70S6K(p70°%), which
regulates cell cycle, inhibits the pro-apoptotic protein BAD and controls protein
synthesis through the phosphorylation of the S6 protein of the 40S ribosomal subunit
[17] . We measured the phosphorylation of Thr389, which closely correlates with p70
kinase activity in vivo [18] and the results show that incubation with IL-17A or II-17E
enhanced its phosphorylation (Fig. 5). We could not reproduce this result with MCF7

cell line due to the constitutive phosphorylation of the S6 kinase (data not shown).
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Figure 5: IL-17A and IL-17E induce breast cancer cell survivalthrough recruitiment of c-Raf and
pT0S6 kinase. Activation of ¢c-Raf (pSer338) and p7056 kinase (pThr 388) was analyzed by Westem
Bloton T470, MDA-MBA68 and IG-1731 celllines. Cellswere treated with eitherlIL-17A or IL-17E at
20naimil for 20 min before cell lysis, 70pag of proteinwere loaded for each condition and loading contral
wasdone with an anti B-actinmab.

Foreach cellline, data are representative of 3 independent experiments.

IL-17A or IL-17E treatment enhance the generation of low molecular weight
forms of cyclin E (LMW-E) in breast tumor cell line.

As found that breast malignant cell proliferation is increased by IL-17A or IL-17E, we
investigated the expression of the full length of cyclin E, which is a regulatory subunit
of Cdk2 that contributes importantly in G,/S transition, and its LMW forms for which
the regulator domain is missing [19, 20] .

Interestingly, we found that IL-17A or IL-17E did not increase their expression of full
length of cyclin E, when compared to the control medium culture. However, with the
exception of the primary breast cancer cell line IJG-1731 where a consistent increase
of cyclin E is obtained when cultured with each of the IL-17 cytokines (Fig. 6). More
importantly, we found that all breast cancer cell lines up-regulate the generation of
LMW-E forms. Although some of LMW-cyclin E forms could be weakly present at
basal level, we were able to detect almost all of the five published short forms [21] ,

ranging from 34 to 49kDa, after 72h of treatment with each of the cytokines. Cyclin E
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proteolysis might be a tumor specific mechanism as IL-17A failed to up-regulate the

generation of LMW-E forms in the non-transformed mammary epithelial cells

although these cells express significant levels of IL-17RA and IL-17RC (Fig. 1) that

potentially rendered them sensible to IL-17A cytokine. Of note, MCF10A cells lack IL-

17RB and did not respond to IL-17E.
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suggesting a speciftic feature of tumor cells,
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Discussion

Our previous data as well as a recent report demonstrated that micro-environmental
IL-17A produced by infiltrating lymphocytes induced tumor cell migration and invasion
as well as resistance to chemotherapy through ERK recruitment [11] and to anti-
angiogenic treatment [22] . Similar results were reported for the breast tumor cell
secreted IL-17B which is found bind IL-17RB in breast cancer cells and promote
tumorigenesis via the recruitment of NF-kB-mediated anti-apoptotic signaling [12].
Surprisingly, it was reported that IL-17E is produced by normal breast epithelial cells,
competes for the binding to IL-17RB and promotes pro-apoptotic signaling in IL-17RB
expressing breast cancer through displacing pro-tumoral IL-17B. It was therefore
suggested that it serves as a tumor suppressor in the mammary gland. Here we
investigated the expression and action of IL-17E and IL-17A on cell survival using
human breast cancer cell lines and cancer primary tumor cell line established from an
ER-negative breast cancer biopsy. We investigated cell signaling events induced by
after recruitment of IL-17RA/IL-17RC or IL-17RA/IL-17RB heterodimer receptors.

We found that stimulation with either IL-17A or IL-17E down-modulates drug
sensitivity. None of these cytokines induced breast cancer cell apoptosis. These
findings are contradictory to those of Furuta et al showing a pro-apoptotic effect of IL-
17E on breast cancer cell line expressing IL-17RB such as MDA-MB468 and are in
agreement with Huang et al indicating that IL-17RB has an important role in breast
tumorigenesis and that its high expression correlates with shorter survival.

During the last decade it was shown that high expression of low molecular form of
cyclin E (LMW-E) corresponded to a poor disease free survival factor in breast
cancers [23]. LMW-E forms, generated by proteolysis from the full length cyclin E,
highly enhance CDK2 activity and are not inhibited by p21 and p27 proteins [20]. It

was demonstrated using transgenic mice model with ectopic LMW-E expression
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develop mammary carcinoma and metastasis compared to mice transfected with the
full length cyclin E [23]. Here, we report a direct relationship between the expression
of IL-17RB and LMW-E generation in breast cancers and not in normal mammary
epithelial cells. For the first time we show that IL-17A and IL-17E up-regulate the
generation of LMW-E forms and induce phosphorylation of p70S6K and c-RAF.
Activation of c-RAF and b-RAF are interconnected and their heterodimerization
increase the activity of both kinases [24, 25]. Thus, our data introduce a mechanistic
point of view to previous findings demonstrating that b-RAF-ERK1/2-mTOR signaling
is up-regulated in tumors with high expression of LMW-E forms [25] and suggest that
several IL-17 family members present in the tumor breast cancer microenvironment
may be a survival factors and may promote chemoresistance.

Further work focused on the expression of IL-17 receptors from metastatic breast
cancer cells compared to primary tumor could be informative, especially for liver and
lung metastasis where IL-17E is expressed [26, 27]. Whether IL-17E confers a
growth advantage for the breast cancer cells, its impact on tumor immunity and
cellular microenvironment remain to be determined. Breast cancer infiltrating
lymphocytes is investigated as well as the consequences of the cytokine secretion
and the anti-tumor cell cytotoxicity.

Taking together the findings reported here suggest that IL-17A and IL-17E are
expressed and active in breast cancer and may participate to tumorigenesis. It was
reported that IL-17A and IL-17B neutralizing antibody treatment led to decreased
breast cancer growth in mice. It would therefore be interesting to test whetheranti-IL-
17A, IL-17B and/or IL-17E based therapies could affect tumor growth and sensitivity

to chemotherapy and immunotherapy (anti-HERZ2) in animal models of cancer.
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Materials and Methods

Cell lines and culture conditions

T47D (ATCC No. HTB-133) cells and MCF7 (ATCC No. HTB-22) and 1JG-1731 cells
were cultured in a complete RPMI-1640 media with L-glutamine, supplemented with
10% fetal calf serum (FCS) and penicillin—streptomycin solution (100 pg/ml each)
(Life technology). All cells were cultivated in a humidified 5% CO2 incubator at 37 °C.
Cells were grown for 4-5 days until confluency. Cells were harvested with 0.25%
Trypsin—EDTA solution (Life technology) and then passed into new T-75 tissue

culture flasks. Starvation medium did not contain FCS.

Generation of 1JG-1731 cell line

I1JG-1731 cell line was obtained from a LumB tumor characterized as a ypT2NlaM
tumor. Briefly, biopsy was cut and trypsinized to liberate tumor cells. Cell preparation
obtained was then cultured in complete RPMI1640 medium. After several weeks of
cell culture stabilization, cells were phenotyped as negative for eostrogen,

progesterone and HER2 receptors, and positive for EGFR (HERL1).

Tumor-infiltrating lymphocyte (TIL) cultures.

TILs from breast cancer biopsies were isolated and expanded according to the
protocol adapted from Bagot M et al. Briefly, TILs from patients were obtained from
surgical tumor fragments mechanically dispersed into single-cell suspensions and
cultured in 12-well plates with culture medium consisting of RPMI 1640, 2 mmol/L L-
glutamine, penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 pg/mL), 10% heat-inactivated
human serum (Life Technologies) and 100U/mL interleukin-2 (Peprotech). Cultures

were then fed every 3 days with IL-2—containing culture medium and the growing
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wells were expanded for 2 weeks. TILs were then washed and cultured in IL-2—
containing medium with irradiated PBL (feeders) stimulated with PHA at 1ug/ml
‘Sigma-Aldrich). After 3 days the expanded TILs were extensively washed and fed

with IL-2—containing medium for 6 days.

Antibodies

Rabbit Anti-phospho Ser388 c-RAF (clone 56A6), mouse anti-phospho Thr389 P70
S6 kinase (clone 1A5),rabbit phospho Erk1/2 (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E), rabbit
Erk1/2 (137F5), mouse anti-Cyclin E (clone HE12), polyclonal rabbit anti-
PARP/cPARP and rabbit anti-Actin (clone 13E5) were obtained from Cell Signaling
Technology.

IL-17A immunohistochemistry. IL-17A staining on tissues arrays (SUPER BIO

CHIPS, slide CBA3) was performed by a pathologist using a standard peroxidase
method according to a protocol adapted from Coury et al. and validated on renal
allograft paraffin sections from patient with chronic active rejection. Goat polyclonal
anti-human IL-17A antibody (dilution 1:40, R&D Systems) was employed as the
primary antibody followed by anti-goat antibody (LSAB kit, DAKO).

Proliferation assay (°H)

400 cells per well (total volume of 200ul) were seeded in a 96 wells plate with
medium alone or completed with cytokines at 20ng/ml during 72 hours at 37°C, 5%
CO2 After 72h of culture, cells were pulsed for 16h with 1 pCi of tritiated thymidine
([BH]-TdR) per well. [3H]-TdR uptake was measured using PerkinElmer PerkinElmer

MicroBeta2 plate counter (PerkinElmer). All conditions were done in triplicate.

Immunoblotting

c-RAF and S6 kinase: To detect phosphorylation of c-RAF, and p70S6 kinase 3.10°

cells per well (6 wells plate) are seeded in 2ml of starvation medium then cultured
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overnight. Medium is removed and cells are activated with cytokine at 20ng/ml (1ml)
in free FCS RPMI. After an incubation of 20 min at 37°C, the cells were lysed in 1%
Triton X100 lysis buffer, incubated for 1h on ice and centrifuged at 4°C for 20 min at
10,000g. The supernatants were collected and protein concentration was determined
using the Bradford Assay (Bio-Rad). Proteins (70 pg) were resolved in 8% SDS—
PAGE and transferred on nitrocellulose membrane. The membrane was blocked for
1h at room temperature, by using 5% nonfat milk in Tris-buffered saline (TBS)
containing 0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich) and incubated overnight at 4°C with an
anti-phospho-c-RAF antibody (1:1,000), anti-phospho S6 kinase (1/1,000) or with an
anti-Actin antibody (1:1,000) (Cell Signaling) used as a loading control, in blocking
solution. After 3 washes, the membrane was incubated 1h at room temperature with
goat anti-rabbit or goat anti-mouse secondary antibodies (1:10,000) (Jackson
Immunoresearch) conjugated to horseradish peroxydase.

Cyclin E: To detect multiple forms of Cyclin E, cells were seeded in a 6 wells plate in
2ml of starvation medium then cultured overnight. Cells are activated with cytokines
diluted at 20ng/ml in a 3% FCS medium for 72 hours. Cells are then treated as
described above

PARP/cleaved PARP: 3.10° cells per well (6 wells plate) are seeded in 2ml of
starvation medium then cultured overnight. Medium is removed and cells are
activated with cytokine at 20ng/ml (1ml) in free FCS RPMI. A positive control was
performed by treating cells with Docetaxel at 10ug/ml. After 24h of culture, the
medium is removed and cells are immediately lysed as described previously.

For each sample, 70 ug of protein were subjected to 8% SDS-PAGE under reducing
conditions. Resolved proteins were transferred onto nitrocellulose membrane which
was blocked in 5% milk/TBS Tween20 0.1% (TBS-T) solution for 1 h at RT. Primary

antibodies were added overnight at 4°C in 5% Bovine Serum Albumin (BSA)/TBS-T

145



solution and extensively washed with TBS-T. Corresponding horseradish peroxidase
conjugated anti-mouse or anti-rabbit antibodies (Jackson Immuno Research) were
used at dilution 1:10 000 for 1 h at RT before final wash with TBS-T and subsequent
detection of protein bands using SuperSignal West Pico Chemoluminescent Kkit

(Thermo Scientific). All experiments were performed in triplicates.

cDNA synthesis

Total RNA was isolated using the GenElute™ Mammalian Total RNA kit (Sigma—
Aldrich) following the manufacturer’s instructions. Total RNA (1 ug) was treated with
1 U/ug RNA of DNase | Amplification Grade (Life Technologies) according to the
manufacturer’s instructions, and in the presence of 10 U/ug RNA of RNaseOUT (Life
Technologies). After DNase inactivation, RNA was reverse transcribed using random
nonamers (Sigma-Aldrich) and M-MLV Reverse Transcriptase H Minus (Promega)

according to the manufacturer’s instruction.

Polymerase chain reaction of reverse transcribed mRNA

The forward and reverse primers used in the PCR reaction were designed with
Primer-BLAST software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), except for
IL-17A [28] and GAPDH [29], and were listed in Table 1.

Real-time polymerase chain reaction quantification was carried out with the
LightCycler 480 Il System (Roche Diagnostics) using the SYBR Premix Ex Taq
(TliRNaseH Plus) kit (Ozyme). The cycling conditions were as follows: 95 ° C for 1
min followed by 40 cycles of 95 ° C for 20 s, 60 ° C for 20 s and 72 ° C for 30 s. The
sizes of the RT-PCR products were confirmed by agarose electrophoresis. At the end
of the amplification, a melting temperature analysis of the amplified gene products

was performed routinely for all cases; the PCR products were melted by gradually
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increasing the temperature from 60 to 95 ° C in 0.3 ° C steps, and the dissociation
curves were generated with the Melting Curve analysis tool of the LightCycler 480
software (Roche Diagnostics). We confirmed that only one product was consistently
amplified in all PCR reactions. The negative water control showed no amplification.
The relative expression of the genes of interest normalized to GAPDH was

determined by the delta Ct method.

Tissue gPCR array

The target genes expression was also analysed in normal and tumoral breast tissues
using the TissueScan Breast Tissue gPCR array (BCRT502, OriGene Technologies).
This tissue scan is a panel of normalized cDNA from 5-normal and 42 different
stages of breast cancer tissues. A description in depth pathology report (including
histology sections) for all of the RNA used in the panel can be viewed on OriGene’s
Website.

For this study, the real-time PCR was carried out with the ABI Prism 7300 Real-Time
PCR (Applied Biosystems) using the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). The cycling conditions were as follow according to the manufacturer’s
instruction: 50°C for 2 min for the activation, 95°C for 5 min for the pre-soak followed
by 42 cycles of 95°C for 15s, 60°C for 1 min and 72°C for 30s. As the LightCycler
480 Il System, a melting temperature analysis of the amplified gene products was
performed at the end of the amplification. The relative expression of the genes of
interest normalized to B-Actin (provided by OriGene), was determined by the delta Ct

method.
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Gene and GenBank accession Primer sequence Product length

5’- ACTACAACCGATCCACCTCAC-3
IL17-A # NM_002190.2 83 bp
5-ACTTTGCCTCCCAGATCACAG-3’

5-TCCCCCTGGAGATATGAGTTGGACA-3'
IL-17E # NM_022789.3 175 bp
5'-GGCATGGCCGCCGGTAGAAG-3'

5-TGCCCCTGTGGGTGTACTGGT-3'
IL17RA # NM_014339.5 151 bp
5'-GCAGGCAGGCCATCGGTGTA-3'

5'-TACCCCGAGAGCCGACCGTT-3
IL17RB # NM_018725.3 182 bp
5'-GGCATCTGCCCGGAGTACCCA-3'

5'-GGCTTGGTTTCACGCGCAGC-3'
IL17RC # NM_153460.3 192 bp
5'-CGGCCCTGCAAGAAGTCGGG-3'

5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3'
GAPDH 199 bp
5'-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3'

5-CAGCCATGTACGTTGCTATCCAGG-3
B-Actin 151 bp
5-AGGTCCAGACGCAGGATGGCATG-3’

Table 1 : Primer sequence and product length

Cytotoxicity assay (LDH assay)

MCF7, T47D (1000 cells/well), BT20, MDA-MB468 and MDA-MB157 cells (3,000
cells/well) were seeded in a 96 wells plate in adequate complete medium alone or
treated with recombinant cytokines (1 or 10ng/ml). After 48h of culture, medium was
changed to a FCS-free one supplemented with corresponding concentration of
cytokines. After 24h, culture medium is then further supplemented with Docetaxel at
5, 10, 20 or 40ug/ml as indicated. Untreated cells (control medium) and Triton X100
treated cells (100% cell death) were used as controls. Each condition was performed
in duplicates. The cytotoxicity was determined using the Cytotoxicity Detection Kit
(Roche) according to the manufacturer's instructions. To this aim, 50ul of supernatant

from each well were collected into a 96 wells plate and incubated with 50ul of freshly
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prepared Reaction Mixture for 30 minutes at room temperature. Optical density was
then read at 490nm. The percentage of cytotoxicity is calculated as followed: % =
100 x (exp value - control medium value)/(Triton X100 treated cells value - control

medium value)
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DISCUSSION & PERSPECTIVES

Avec environ 49 000 nouvelles femmes touchées chaque année, le cancer du sein est le
plus répandu des cancers féminins. Le dépistage organisé et individuel du cancer du sein,
ainsi que l'amélioration des traitements, notamment systémiques (chimiothérapies,
hormonothérapie, thérapies ciblées), ont fait diminuer la mortalité mais il reste aujourdhui
encore le plus meurtrier des cancers feminins en France. L'efficacité des traitements demeure

donc en deca des espoirs attendus.

Une des pistes de recherche prometteuse concerne l'immunologie, il est en effet désormais
largement reconnu que les cellules tumorales peuvent étre identifiées par le systeme
immunitaire. Mais les connaissances générales de I'immunité anti-tumorale nécessitent d'étre
précisées dans de nombreux cancers, notamment le cancer du sein, afin de pouvoir les
transférer aux malades en vue d'une immunothérapie, qu'elle soit cellulaire et/ou humorale :

c'est ce qui définit la recherche translationnelle et clinique.

"La recherche clinique se base sur les résultats de la recherche fondamentale pour inventer et
prouver l'efficacité de nouveaux traitements.” C'est ainsi dans une volonté de
décloisonnement entre la recherche expérimentale et la recherche clinique, que mon projet de

these s'est articulé autour de deux projets concernant chacun un de ces domaines de recherche.

A) Stratégie néoadjuvante des cancers du sein opérables, étude des facteurs

pronostiques

Afin de me former a la recherche clinique, j'ai d'abord travaillé au bureau de recherche
clinique de l'institut Jean Godinot ou j'ai rempli la fonction d'’ARC. Cet institut étant un
établissement spécialisé dans la prise en charge du cancer du sein, sujet auquel je
m'intéressais déja particulierement, cette fonction m'a permis d'effectuer une exploration
clinique de I'ensemble des cancers du sein.

Je me suis alors intéressée plus particulierement a la stratégie de la chimiothérapie
néoadjuvante pour des cancers du sein opérables. En effet, si cette stratégie est un gold-
standard pour les cancers du sein localement avancés et les cancers du sein inflammatoires,
elle a également été de plus en plus utilisée, depuis prés de quarante ans, pour des tumeurs a

pronostic immédiat mais grave et de taille importante empéchant toute chirurgie mammaire
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conservatrice immédiate. Plusieurs études contrdlées ont ainsi été menées au début des années
2000 et ont démontré l'efficacité de la CTNA au moins identique & la chimiothérapie

adjuvante post-opératoire 128129322

. L'utilisation de la CTNA présente de plus plusieurs
avantages: - celui d'augmenter le taux de chirurgies conservatrices en diminuant la taille des
tumeurs, - celui de traiter plus précocement les micro-métastases, - ainsi que d'analyser
précisément la réponse au traitement anti-cancéreux sur la piéce chirurgicale. Certaines
caractéristiques de cette analyse peuvent s'avérer étre des facteurs pronostiques de survie sans
rechute et de survie globale. Jai donc décidé d'identifier ces nouveaux facteurs pronostiques

de la CTNA pour les cancers du sein opérables a l'institut Jean Godinot.

Pour cela, jai di entiérement créer une base de données a partir des patientes traitées par
CTNA depuis I'année 2000, pour des cancers du sein invasifs primaires opérables. Cette étude
rétrospective monocentrique constitue un groupe de patientes homogene puisqu'elles ont suivi
un plan strict de CTNA, réunissant les 3 principales drogues actuelles de la chimiothérapie du
cancer du sein. Celles-ci sont: les anthracyclines, principalement I'épirubicine, les taxanes,
principalement le docétaxel, et le trastuzumab si la tumeur est HER2-positive, drogue

justement disponible depuis le début des années 2000.

- Réponses a la CTNA

Dans un premier temps, j'ai observé que l'objectif premier de la CTNA en terme
d'augmentation du taux de chirurgies conservatrices était effectivement atteint. En effet, la

derniére méta-analyse, publiée en 2007 3***

et regroupant les résultats de 14 études
randomisées et 5500 patientes a démontré que la CTNA diminuait significativement le taux de
mastectomies. La chirurgie conservatrice est donc significativement plus fréquente chez les
patientes traitées en situation néoadjuvante (64%), que chez les patientes ayant recu le
traitement en adjuvant (47%), avec un changement positif du plan initial de prise en charge
locale dans 26% des patientes traitées par CTNA. Notre taux de 58,8% de conservation du
sein dans notre série se trouve légerement en-dessous de la moyenne des données observées
dans la littérature. Il serait intéressant qu'un travail de theése d'exercice pour le dipléme
d'études supérieures de chirurgie générale ou celui de gynécologie obstétrique puisse avoir
lieu sur les mastectomies aprés CTNA. Il s'agirait de confronter la taille tumorale initiale, la

réponse clinique, la localisation dans le sein, le type de chirurgie et enfin la taille histologique
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du résidu, pour faire éventuellement évoluer nos pratiques chirurgicales a l'institut Jean
Godinot.

Concernant la réponse clinique, les réponses completes et partielles sont regroupées sous le
terme de réponse objective (résultat dénommeé réponse clinique dans l'article 1), celle-ci est
évaluée par palpation dans notre institut, (67,3%) et par mesures radiologiques comprenant la
mammographie et I'échographie (70,4%). Ces deux types d'évaluation de la réponse clinique
ne sont pas significativement différents (p=1,00). Cela reste constant lorsque I'on compare les
réponses cliniques obtenues selon les différentes chimiothérapies suivies. Que la réponse soit
évaluée par palpation () ou par mesure radiologique (%) la réponse objective est supérieure
pour les patientes ayant recu une CTNA & base d'anthracyclines seules (*: 69,7% / *: 76,8%)
comparées aux patientes ayant recu une CTNA séquentielle (*: 61,2% / *: 66,5%) et celle-ci
est encore largement supérieure pour les patientes traitées par trastuzumab et CTNA (*: 83,7%
I R: 71,4%). Toutefois ces résultats semblent discutables puisque certaines études ont montré
que la palpation n'est pas suffisamment précise pour évaluer la tumeur résiduelle *** ou encore
que la combinaison de la mammographie et de lI'échographie est moyennement précise pour
évaluer la taille résiduelle de la tumeur suite & un traitement par CTNA 2.

* En effet, aprés un traitement par CTNA la palpation d'un tissu de fibrose ou de nécrose peut
conduire a surestimer la taille résiduelle tumorale, de plus, pour des petites tumeurs dans un
sein dense ou pour des tumeurs irréguliéres il est toujours trés difficile d'évaluer la taille du
résidu par palpation.

* L'évaluation de la réponse tumorale par mammographie connait également certaines limites,
celle-ci dépend tout d'abord de l'aspect mammographique initial de la tumeur, en effet la
mesure devient difficile dans le cas d'un sein dense car le contraste est faible entre le tissu

tumoral et le tissu sain. De plus, Moskovic et al.*?

ont démontré que la persistance des
microcalcifications malignes et la distorsion architecturale visibles sur la mammographie
aboutissent a de grosses erreurs d'interprétation de la maladie résiduelle apres une CTNA.
* Quant a l'évaluation par échographie, Londero et al.**’ ont prouvé que cette technique de
mesure est supérieure a la palpation et a la mammographie pour évaluer le résidu apres
CTNA.

Cependant I'évaluation radiologique prise en compte pour notre étude combine la

mammographie et I'échographie, or Peintinger et al.*®

ont montré que cette combinaison est
moyennement précise pour cette évaluation. La corrélation entre l'imagerie et la taille
tumorale résiduelle histologique varie ainsi de 78,6% a 74% en fonction de sa taille et la

précision est également influencée par le type histologique de la tumeur.
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Interviennent alors des techniques plus récentes dimagerie, telles que I'RM et le TEP-
Scanner.
* L'IRM s'est avérée supérieure a la mammographie et a I'échographie, avec une excellente

328 et

corrélation entre la taille tumorale mesurée par IRM et la taille résiduelle histologique
peut ainsi étre utilisée pour I'évaluation du résidu tumoral. Elle est notamment souvent utilisée
pour évaluer des tumeurs mammaires difficiles a suivre par des méthodes conventionnelles
comme les tumeurs multifocales ou les carcinomes lobulaires invasifs.

* La technique par Tomographie par Emission de Positons-18F-FluoroDésoxyGlucose ou
TEP-Scan peut également étre utilisée pour évaluer la réponse au traitement par CTNA. Cette
technique est basée sur une consommation accrue de glucose par les cellules tumorales en
comparaison a celle des cellules saines. Bien que le role dans le diagnostic initial de tumeurs
mammaires du TEP-Scan soit rendu difficile par la fixation physiologique du tissu mammaire
et ce de maniere trés variable, son réle dans I'évaluation de la réponse a une chimiothérapie
est deja reconnu. En effet la variation métabolique liée au traitement pourrait étre observee
beaucoup plus tdt que le changement de taille tumorale mesuré par les imageries
conventionnelles. Ainsi la prédiction précoce de la réponse a la chimiothérapie par TEP-Scan
est une indication reconnue par la FDA, aux Etats-Unis, dans le cancer du sein, et en Europe
dans les cancers des voies aéro-digestives supérieures et dans les lymphomes.

Il semble donc que, bien que ces données ne fussent pas disponibles en routine pour
une analyse entre les années 2000 et 2012, I''RM et le TEP-Scan sont désormais des
techniques plus fiables dévaluation de la réponse tumorale clinique, qu'il conviendra
d'intégrer a l'avenir dans toute étude prospective de recherche clinique en CTNA du cancer du

sein.

Concernant ensuite la réponse histologique, les analyses des pieces opératoires ont toutes été
réalisées par notre laboratoire d'anatomie et de cytologie pathologique, qui a utilisé
exclusivement la classification de Chevallier. Avec un taux global de pCR de 19,5% notre
série se compare favorablement a celles de la littérature. Une méta-analyse datant de 2012
rapporte effectivement un taux de pCR de 18,7% pour prés de 20 000 patientes évaluées. Le
modele de la CTNA pour le cancer du sein opérable pratiqué a l'institut Jean Godinot est donc
valide.

La pCR, ou réponse histologique compléte, est évaluée aprés la CTNA et combine
I'envahissement ganglionnaire et la taille tumorale histologique. Dans de nombreux essais
cliniques néoadjuvants les patientes atteignant une pCR ont montré une meilleure survie a

long terme, indiquant la pCR comme un facteur pronostique fort ***°. Ainsi la FDA a
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approuvé l'utilisation de la pCR comme objectif a atteindre dans les essais cliniques en
situation néoadjuvante dans les cancers du sein a haut risque, afin d'accélérer I'approbation de
nouvelles drogues . Le probléme reste que différentes définitions de la pCR existent dans la
littérature, en effet I'absence de tumeur invasive dans le sein seulement ou dans le sein et les
ganglions, ainsi que I'absence ou non de tumeur in situ, également dans le sein seulement ou
dans le sein et les ganglions ne sont pas encore établies. De ce fait le taux de pCR varie selon
les études et une définition précise et uniforme de la pCR est encore requise. Néanmoins, la
plupart des études, dont la nbtre, suivent la recommandation de la FDA et de von

Minckwintz>

selon laquelle la pCR, définie comme I'absence de tumeur résiduelle invasive
et in situ dans le sein et les ganglions, est le meilleur moyen de discriminer les patientes de
bon pronostic de celles de mauvais pronostic.

Il faut également noter que la valeur pronostique de la pCR est valable lorsqu'on ne
différencie pas les sous-types moléculaires, en effet, lorsque ceux-ci sont pris en compte, les
taux de pCR différent considérablement: les tumeurs luminales A obtiennent de faibles taux
de pCR, les luminales B un taux intermédiaire, tandis que les tumeurs triple négatives et celles
surexprimant le récepteur HER2 obtiennent de bons taux de pCR *%. De plus, l'impact
pronostique n'est pas le méme: pour les tumeurs Luminales A et B la pCR n'est pas associée
au pronostic, alors que pour les patientes présentant des tumeurs hautement prolifératives
comme les cancers TN et les tumeurs surexprimant le récepteur HER2 (RH") la pCR peut

discriminer précisément les bons versus les mauvais pronostics >,

455 corrélée avec des

La pCR reste néanmoins considerée comme un facteur pronostique fort
SSR et SG améliorées **°. Ainsi, correspondant au taux de pCR décrit ci-dessus, jai obtenu
une SSR a 10 ans de 69,6% et une SG a 10 ans et 60,2%. Premiérement, la SSR est presque
toujours inférieure a la SG dans la littérature, ce que je ne retrouve pas car ces 2 courbes se
sont croisees a environ 8 ans, du fait du décés de 4 patientes pour d'autres causes que leur
cancer du sein, et donc sans rechute. Deuxiemement, ayant trouvé la majorité des données
récentes de survie de la littérature évaluées a 8 ans j'ai recalculé les SSR et SG de notre série
également a 8 ans, nous sommes, a ce moment-la, au croisement des 2 courbes, les survies
globale et sans rechute sont alors égales et d'environ 68%.

L'étude de Rastogi et al.**® suite au protocole NSABP B-18 donne une SSR de 58% et une SG
de 68% a 8 ans, et I'étude, plus récente, de von Minckwitz et al.*** donne quant & elle une SSR
de 60% et une SG de 67,5% a 8 ans. Je remarque donc que la SG reste trés constante selon ces
différentes séries et que notre SSR est bien supérieure aux autres, suggérant qu'il y a une

bonne prise en charge par l'institut Jean Godinot.

155



A la recherche d'une analyse plus aboutie, j'ai ensuite relevé cette réponse histologique
compléte en fonction du type de CTNA. Alors méme que la thérapie a base d'anthracyclines et
de taxanes est désormais recommandée pour une chimiothérapie premiére suite a plusieurs

études prospectives révélant quelle était associée aux meilleurs taux de réponse 3433

, Jai
obtenu 17,2% de pCR pour les patientes traitées par chimiothérapie a base d'anthracyclines
seules alors que les patientes traitées par chimiothérapie séquentielle obtenaient un taux de
PCR plus faible: 14,3%. Cependant ces résultats ne sortent pas significativement différents, et
nous ne pouvons donc rien en déduire.

Par contre, pour les patientes traitées par trastuzumab et chimiothérapie (anthracyclines plus
ou moins taxanes), ce qui concerne 17% de notre population, le taux de pCR est de 40,8%.
C'est donc l'ajout de trastuzumab a la chimiothérapie dans le sous-groupe concerné qui a
permis de se rapprocher du taux de 20% de pCR pour I'ensemble des patientes traitées avant
chirurgie, dans notre série. Suite & plusieurs essais de phase 111 3>137139332 j| ot maintenant
admis que le pronostic des patientes porteuses de tumeurs mammaires surexprimant HER?2

rejoint celui des patientes présentant un cancer du sein HER2-négatif.

- Les facteurs pronostiques

Dans un deuxiéme temps je me suis intéressée aux facteurs pronostiques de la tumeur initiale
et de la maladie résiduelle, en effet I'évaluation de la réponse tumorale ne peut pas étre
seulement quantitative, prenant en compte la taille du résidu, mais doit aussi étre qualitative et
donc prendre en compte les facteurs intrinséques du résidu. Les facteurs pronostiques sont des
mesures prises au diagnostic ou lors de la chirurgie et qui, en absence de thérapie adjuvante,

sont associés aux taux de rechute, de décés par cancer ou tout autre événement clinique.

D'une part j'ai analysé les facteurs évalués au diagnostic:

- la taille tumorale clinique initiale, le statut axillaire clinique initial, et donc le stade
clinique, sont connus comme facteurs pronostiques acceptés et restent effectivement des
facteurs pronostiques de la SSR et de la SG significatifs lors de mes analyses univariée et

multivariée.

- Le grade SBR a parfois été critiqué du fait que 50 a 60% des tumeurs sont classées

dans le grade Il ; or, ce grade regroupe a la fois des patientes qui évoluent trés favorablement
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et d’autres qui évoluent tres défavorablement. Le Doussal et al.”* ont alors proposé un grade
SBR modifié, le MSBR, qui élimine du score final la différenciation. Ce grade comprend 5
subdivisions qui aboutissent a deux groupes pronostiques: un groupe a faible risque
métastatique (MSBR 1, 2 et 3) et un groupe a haut risque métastatique (MSBR 4 et 5).
Cependant le grade le plus utilisé actuellement reste le grade SBR classique, il
constitue un facteur pronostique important et indépendant pour le risque métastatique et la
survie des patientes. Plusieurs études ont montré que la survie globale et la survie sans rechute
sont meilleures chez des patientes présentant une tumeur tres différenciée (grade 1) comparé a
des patientes présentant une tumeur moyennement (grade Il) ou peu différenciée (grade
111)>*°%, Lors de mon analyse univariée j'ai obtenu des SG & 9 ans de 94,1%, 57,9% et 55,1%
(p=0,069) pour les tumeurs de grade I, 1l et 1l respectivement, ainsi que des SSR a 9 ans de
92,1%, 80,2% et 60,9% (p=0,025); le grade SBR reste donc un facteur pronostique significatif
de la SSR et méme si la différence n'est pas tout a fait significative pour la SG, la tendance est
conservée. De plus, le grade SBR au diagnostic est le premier facteur pronostique a sortir de
I'analyse multivariée, aussi bien pour la SSR (p=0,0001) que pour la SG (p=0,0033). Je suis

donc en accord avec la littérature au sujet de ce parameétre clinique.

- Les marqueurs biologiques tels que le statut des récepteurs hormonaux et du
récepteur HER2 sont des facteurs pronostiques reconnus dans le domaine du cancer du sein.
Notamment, le récepteur HER2 est devenu un important marqueur prédictif, il y a quelques
années, et était associé a un mauvais pronostic pour les patientes avant l'arrivée du

trastuzumab. Cependant je n‘ai pas retrouvé cette signification pronostique lors de mes

analyses.
h SSR - >6
s RH* RH
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* Concernant les récepteurs hormonaux, les courbes se croisent et les tendances pronostiques
different selon qu'il s'agisse de la SSR ou de la SG alors qu'au vue de la littérature nous
pouvions nous attendre & des meilleures SSR et SG pour les patientes RH™ grace aux thérapies

endocrines adjuvantes **.
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* En revanche, concernant I'HER2, la tendance se prononce sur mes courbes en faveur des
patientes HER2", ce qui correspond a la littérature car nous savons que les tumeurs HER2"
sont tres agressives. Cependant j'obtiens une différence qui n'est pas significative
statistiguement (p=0,15 pour la SSR, p=0,14 pour la SG), ce qui résulte certainement du

traitement par trastuzumab, qui cible spécifiquement HER2 3.

D'autre part, j'ai étudié les facteurs évaluant la réponse a la CTNA :

- la taille de la tumeur résiduelle est mesurée histologiquement, c'est donc une mesure
déja beaucoup plus précise que la mesure clinique pré-opératoire. Il a ainsi été montré que la
taille tumorale histologique était un facteur pronostique puissant de la SG et de la SSR, et ce,

* que chez des

aussi bien chez des patientes ayant recu une chimiothérapie adjuvante
patientes ayant recu une CTNA *3. Lors de mes 2 analyses, univariée et multivariée, j'ai établi
un cut-off a 0 et 2 cm pour reprendre la valeur utilisée en clinique des 2 cm concernant le
diagnostic et ai obtenu ainsi (Cf article 1, fig. 3) une confirmation de ce facteur pronostique
puisque les survies sont meilleures plus le résidu est petit. En effet méme si la SG a 9 ans des
résidus de plus 2 cm est meilleure (65,2%) que celle des résidus différents de 0 mais inférieurs
a 2 cm (48,6%), la SG a 9 ans des patientes ne présentant pas de résidu est de 98,3%, d'ou
nous obtenons une différence significative (p=0,028). De plus l'ordre logique des courbes est
rétabli lors de I'analyse des SSR, a 9 ans j'ai obtenu 90,9%, 70,1% et 62,6% pour les résidus
de 0, moins de 2 cm et supérieurs ou égales a 2 cm, respectivement (p=0,011). De plus, la
valeur pronostique de la taille résiduelle est confirmée par mon analyse multivariée, puisque

ce paramétre sort 2°™ en SG (p=0,017) et en SSR (p=0,0051).

- La CTNA est parfois controversée de par le fait qu'elle peut éliminer des ganglions
positifs alors que I'envahissement ganglionnaire est le facteur pronostique le plus utilisé pour

évaluer l'indication d'une chimiothérapie adjuvante. Cependant, la puissance pronostique du
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nombre de ganglions résiduels chez des patientes ayant recu une CTNA a été démontrée par

plusieurs études >

. En conséquence de ces derniers résultats je suggére que cette
controverse n'a plus lieu d'étre. Pour ces analyses il a ici encore fallu établir un cut-off pour le
nombre de ganglions résiduels, je me suis cette fois concentrée sur les effectifs, voulant
classer les patientes dans des groupes suffisamment homogénes pour l'analyse statistique,
ainsi les patientes ne présentant pas de ganglion résiduel sont au nombre de 167, 1 a 3
ganglions ont été retrouvés pour 78 patientes et plus de 3 pour 63 patientes. Ce cut-off semble
poser probleme (Cf article 1, fig. 3) puisque les patientes avec peu de ganglions résiduels
présentent une SG a 9 ans inférieure (49,5%) a celle des patientes avec de plus nombreux
ganglions (53,3%), ce qui donne une différence non-significative entre les 3 groupes
(p=0,079). Néanmoins j'ai réussi a confirmer la valeur pronostique du nombre de ganglions
résiduels en SSR ou j'obtiens alors des survies a 9 ans de 82,4%, 65,6% et 48,7% pour les
patientes sans ganglion résiduel, avec 1 a 3 ganglions ou plus de 3 ganglions, respectivement
(p=0,011). Le nombre de ganglions résiduels sort également, en 3éme place, dans I'analyse

multivariée de la SSR (p=0,0039).

- Le grade SBR évalué au diagnostic est un facteur pronostique reconnu, de plus
I'étude d'Amat et al.*** a démontré son évolution durant la CTNA. Plus tard cette méme
équipe a montré la valeur pronostique des grades SBR et MSBR post-CTNA *®, ce qui a été
confirmé par mon analyse univariée (Cf article 1, fig. 3). J'ai effectivement obtenu les SSR a 5
ans de 100%, 74,3% et 60,5% pour les grades I, 1l et Il respectivement; qui révele le grade
SBR du résidu tumoral comme facteur pronostique significatif de la SSR (p=0,0032), et cette
tendance est conservée avec les SG de 94,7%, 88,4% et 84,2% bien que la différence ne soit
plus significative (p=0,19). La valeur pronostique du grade SBR évalué au diagnostic reste
également significative dans l'analyse multivariée regroupant les patientes présentant un
résidu, ou ce parametre sort le premier de I'analyse avec p=0,0064 pour la SG et p=0,00033
pour la SSR.

- Lors de cette étude j'ai regretté de ne pas posséder suffisamment de données sur I'état
des marqueurs biologiques aprés CTNA. En effet plusieurs études ont suggéré que les
marqueurs RH et/ou HER2 pouvaient étre modifiés par la CTNA, ce qui pourrait avoir un
impact sur les facteurs prédictifs et/ou pronostiques *'%. J'aurais aimé pouvoir étudier cette
variation, sa présence ou non, ainsi que son sens et son impact pronostique et/ou prédictif. Ces
données étant néanmoins désormais de plus en plus relevées, cela pourra étre le sujet d'une

future étude sur ma base de données.
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Jiai également manqué de données en ce qui concerne le marqueur immunohistochimique Ki-
67 puisque ce marqueur n'est évalué en routine a l'institut Jean Godinot que depuis
récemment. Cet index de prolifération qui permet de quantifier la prolifération cellulaire et de
classer les tumeurs du sein selon les 5 sous-types moléculaires décrits par Pérou®* semble
également pouvoir étre un facteur pronostique. En effet plusieurs études ont prouvé sa valeur

prédictive et pronostique "%

, en revanche le débat sur le cut-off entre le groupe de faible et
de haut risque reste ouvert. Des données suggéraient qu'un Ki-67 supérieur a 10-14%
définissait le groupe de patientes a haut risque, mais cette hypothése a été mise en doute par
Yerushalmi et al.***. En 2009 les experts du St Gallen ont considéré que le Ki-67 est un index
important pour sélectionner les patientes porteuses de tumeurs mammaires RH"™ nécessitant
une chimiothérapie en plus de la thérapie endocrine et pour classer les tumeurs comme faible,
intermédiaire ou hautement proliférative avec des valeurs de Ki-67 <15%, 16-30%, et >30%,

respectivement '3, Le cut-off de cet index reste donc un sujet intéressant d'investigation.

- Des études ont montré que les facteurs pronostiques classiques et utilisés a I'heure
actuelle pour définir la chimiothérapie a administrer pouvaient conduire a un sur-traitement
des patientes dont environ 85% ne tireront pas d'avantage de la chimiothérapie au regard de la
survie spécifique de la maladie & 10 ans 3. Avec l'arrivée des études d'expression de génes
pour classer le cancer du sein, certains tests multigéniques ont été développés afin de mieux
guider les cliniciens dans la décision thérapeutique tels que MammaPrint®, Oncotype™,
IGG®, EndoPredict®, PAM50 et Breast Cancer Index™ (Cf Chap 2 /3 /e + Tableau 8). Ces
tests apportent des informations supplémentaires et sont plus puissants que les facteurs
cliniques et biologiques classiques.

Cependant, il faut tenir compte de la faisabilité en pratique de ces tests et de leur colt. Il est
donc important que la recherche de nouveaux facteurs biomoléculaires continue afin d’en
obtenir des plus faciles a utiliser en routine et capables de prédire de plus en plus finement la
survie des patientes ou la sensibilité aux traitements afin d’aider les cliniciens dans la décision

thérapeutique.
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Test Modéle  Approbation Sous-types Suivi Valeur Valeur  Support Analyse LOE
industriel ~ de laFDA de cancers pronostique prédictive
évalués de laCT
Oncotype 100% . SSM ] .
D™ centralisé Non RH 10 ans Oui Oui FFP  gRT-PCR |
MammaPrint  100% . RH/RH  SSM ) Tumeur .
. Oui Oui Non . Microarray 1l
® centralisé N 10 ans congelée
I6C® 100% . SSM . Tumew |
- Non RH"/HER2 Oui Non congelée Microarray Il
centralisé 10 ans
ou FFP
Breast 100% . SSM .
Cancer centralisé Non RH 10 ans Oui Non FFP gRT-PCR 1l
EndoPredict Décentralisé
® sur SSM .
Non ¥ ; 0] Non FFP RT-PCR Ib
plateformes RE/HER2 10 ans u g
locales
PAMS50  Décentralisé
sur ., . SSM . .
plateformes Non RH'/RH 10 ans Oui Non FFP gRT-PCR |
locales

SSM: Survie sans rechute métastatique
FFP: Tissus fixés avec du formol et inclus en paraffine
LOE: Level of Evidence
Tableau 8 : Comparaison des tests multigéniques selon leurs caractéristiques

- En plus de ces facteurs pronostiques, il existe plusieurs combinaisons prenant en
compte plusieurs parameétres pour évaluer la maladie résiduelle. En Europe les classifications
de Chevallier et de Sataloff sont les plus utilisées. Je me suis d'abord concentrée sur la
classification de Chevallier, qui est une combinaison simple et avec des bornes bien
délimitées, tandis que la classification de Sataloff sépare seulement les patientes en réponse
pathologique complete ou incompléte, sans prendre en compte le carcinome in situ, qu'il est
pourtant conseillé d'analyser séparément par les derniéres recommandations internationales®*’.
Ainsi, lI'influence pronostique de la classification de Chevallier n'est désormais plus a prouver
et c'est un résultat que jai retrouvé dans mon analyse univariee (p=0,016 pour la SG et
p=0,0060 pour la SSR) ainsi que dans l'analyse multivariée regroupant les patientes présentant
un résidu (p=0,012 pour la SSR). En revanche, cette combinaison prenant seulement en
compte la taille du résidu et la présence ou non de tumeur in situ, je me suis intéressée a un
index plus complexe: RDBN, pour Residual Disease in Breast and Nodes ***. Comme son
nom l'indique, cet index prend en compte tous les facteurs évalués post-chimiothérapie : taille
de la tumeur résiduelle, grade SBR du résidu et nombre de ganglions résiduels envahis. J'ai
alors testé sa valeur pronostique en analyse univariée et l'index est sorti trés significatif
(p=0,0082 pour la SG et p=0,0022 pour SG). En revanche, étant clairement corrélé aux autres

parameétres inclus dans cette analyse, je n'ai pas pu le tester en analyse multivariée. Toutefois

161



Corben et al."* ont déja démontré I'association de cet index avec la SSR via une analyse

multivariée.

- Valeur pronostique dans les différents sous-types

Le cancer du sein n'est désormais plus reconnu comme une simple entité, mais comme
5 maladies distinctes, ayant chacune des cibles thérapeutiques différentes. Il m'a donc semblé
logique que I'évaluation des facteurs pronostics puisse prendre en compte ces sous-types.

C'est pourquoi jai testé la valeur pronostique de l'index RDBN dans chaque sous-type
moléculaire (Cf article 1, tab. 4).

- Pour le sous-groupe des tumeurs luminales (A+B) (n=223) j'ai observé une discrimination
pronostique significative en SSR (p=0,0031),

- j'ai également validé la signification pronostique de RDBN pour le sous-groupe des TN sur
la SSR (p=0,013) et sur la SG (p=0,0064), malgré un nombre réduit de patientes (n=73), du
fait que ce groupe est trés chimiosensible,

- en revanche, je n'ai pas pu conclure pour le sous-groupe des HER2-positifs a cause d'un
nombre de patientes trop restreint (n=19).

Je me suis ensuite interrogée sur la classification de Chevallier, a savoir si sa valeur
pronostique était plus ou moins forte que celle de RDBN. J'ai alors observé que cet index est
un facteur pronostique significatif des SG (p=0,0097) et SSR (p=0,003) seulement pour les
TN, ne parvenant pas a conserver de valeur pronostique pour les autres sous-types de tumeurs.

C'est ainsi que je suis arrivée a une suggestion finale: étant donné les connaissances
actuelles sur le cancer du sein, RDBN est l'index le plus approprié pour évaluer la maladie

tumorale résiduelle et prédire les événements cliniques aprés CTNA.

- Conclusions et perspectives de cette étude:
* L'institut Jean Godinot posséde dorénavant une base de données sur la CTNA du cancer du
sein opérable. En augmentant la base de données au fil des années ou en la complétant avec
des données de patientes dautres centres nous pourrions atteindre des populations
suffisamment importantes dans chaque sous-type moléculaire et ainsi étudier la valeur
pronostique de divers index dans chaque sous-type.
Il serait notamment intéressant d’y tester I’index RDBN car si I’on parvenait & prouver sa

supériorité sur les autres index nous pourrions le guider vers une évaluation en routine.
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L’harmonisation de 1’évaluation de la réponse anatomopathologique permettrait ainsi

d’apporter un facteur pronostique de survie additionnel aux cliniciens.

* Les résultats de cette série monocentrique et homogéne sur le plan thérapeutique se
comparent favorablement aux études de la littérature concernant: - le taux de pCR, celui-ci
étant proche de 20%, - la SG, qui reste constante selon les différentes études, - et la SSR, qui
quant a elle, dépasse les données de la littérature. Donc, bien que le taux de chirurgies
conservatrices soit l1égerement inférieur aux données de la littérature, nos résultats suggeérent

une bonne prise en charge des patientes traitées par CTNA par l'institut Jean Godinot.

* Les résultats de cette série permettent également de confirmer une fois de plus la puissance
pronostique de la réponse a la CTNA. lls confirment l'intérét majeur de cette analyse
individuelle pour I’identification des patientes pour qui une thérapie adjuvante non-résistante
sera profitable, tout en minimisant la toxicité pour les patientes qui ne risquent pas de rechute,

c¢’est-a-dire pour l'indication de traitements additionnels systémiques et/ou locaux.

* Cependant des études complémentaires doivent étre menées sans tarder pour optimiser les
résultats de la CTNA des différents types moléculaires de cancers du sein. Cela ne peut se
concevoir que par des études prospectives multicentriques mettant en perspectives d'autres
concepts de la cancérogénése mammaire intégrant les nouvelles connaissances dans ce
domaine telles que la protéomique et la génomique ou encore l'immunologie tumorale
cellulaire ou environnementale.

Un protocole est ainsi en discussion avec 1’équipe de recherche du Centre Jean Perrin,
a Clermont-Ferrand, dont I’objectif consiste a évaluer lI'importance de l'infiltration tumorale
par les lymphocytes et, en particulier, par ceux exprimant CD8, pour la prédiction de la
réponse a la CTNA et des survies des patientes présentant un cancer du sein luminal
(RH'/HER2). En effet, nous ne disposons actuellement pas de facteur prédictif de la
chimiothérapie pour ce type de cancer du sein. Cette équipe a alors obtenu de premiers
résultats encourageants, a la fois pour I'administration personnalisée des traitements
cytotoxiques et des traitements immunostimulatoires, avec une cohorte de 128 patientes. La
validation de leurs résultats aurait desormais besoin d'étre réalisée sur une cohorte plus large,
ce que je me propose de faire grace a la base que j'ai déja établi et qui contient les données de
survies de 223 patientes RH*/HERZ2'".
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B) Etude moléculaire d'un mécanisme d'échappement tumoral. Rbles des

IL-17A et E dans la progression tumorale et I'invasion des cancers du sein

Le projet autour de I'lL-17 a été développé suite au constat clinique de 1’évolution
péjorative de patientes atteintes d’un cancer du sein localisé triple négatif, notamment a la fin
de leur traitement adjuvant. L'équipe du laboratoire d'immunologie cellulaire et moléculaire a
alors étudié des patientes ayant ce profil évolutif et a constaté le caractére inflammatoire de la

rechute, pouvant étre associé a la présence de différentes formes d’IL-17.

Nos précédents résultats ainsi que de récentes publications ont démontré que I’'IL-17A
produit dans le microenvironnement, par les lymphocytes T infiltrant la tumeur, se fixe au
récepteur formé par les chaines IL-17RA/RC et induit la migration cellulaire, ’invasion, ainsi
que la résistance & la chimiothérapie et aux traitements anti-angiogéniques **® via l'activation
de la voie ERK/IMAPK 2!, Des résultats similaires ont été rapportés pour 1’IL-17B, sécrétée
par les cellules tumorales mammaires, qui se fixe a I’homodimére (IL-17RB), et favorise ainsi
la tumorigénése via le recrutement de la voie de signalisation anti-apoptotique NF-kB 2%,
Nous aurions alors pu suggeérer un réle pro-tumoral pour I'ensemble des cytokines de la
famille 1L-17.

Cependant I'lL-17E (ou IL-25) dont le récepteur est I'lL-17RA/RB et partage donc des sous-
unités avec les récepteurs de I'IL-17A et B, a été décrite pour son réle anti-tumoral. En effet
I’étude de Furuta et al.*** démontre que I'IL-17E, produite par les cellules mammaires
épithéliales non transformées, entre en compétition avec 1I’IL-17B via cette sous-unité
commune IL-17RB et favorise un signal pro-apoptotique par cette derniere. Les cellules
saines résistent a la mort cellulaire, du fait de la faible expression de ce récepteur en

comparaison aux cellules malignes.

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires induits par I'lL-17E, nous nous
sommes intéressés aux voies de signalisation que cette cytokine recrute dans les cellules
cancéreuses mammaires. De plus, afin de trancher sur la problématique du réle pro- ou anti-
tumoral de I'lL-17E, nos études sur cette cytokine ont été menées en parallele avec I'lL-17A,

338

dont le réle pro-tumoral a été confirmé par de récentes publications ainsi que nos

précédents travaux 2",
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Dans un premier temps nous avons démontré que I’IL-17A et I’'IL-17E sont fortement
surexprimées dans les tissus tumoraux en comparaison avec les tissus sains mammaires
humains. Nous montrons également que ces cytokines ne sont pas produites par les cellules
saines ou tumorales en culture, ce qui suggere que les cytokines puissent étre produites par le
microenvironnement tumoral ou que ce dernier puisse induire leur expression par les cellules
tumorales. Ces résultats sont cohérents avec I'étude récente de Chen et al.?®® qui démontre une
infiltration de 18% des tumeurs mammaires analysées par des cellules productrices d'IL-17A.
Nous avons également analysé I'expression des 3 sous-unités constituant les récepteurs de ces
cytokines. L'IL-17RA et I'IL-17RC sont exprimés sur les cellules tumorales comme sur les
cellules non-transformées, tandis que l'expression de I'IL-17RB, faible dans les cellules
saines, est fortement augmentée dans les cellules tumorales. Il semble donc que la
surexpression d'lIL-17RB soit une caractéristique propre aux cellules tumorales, comme l'avait

. 32! puis confirmé celle de Huang et al.**. En revanche

déja démontré I'étude de Furuta et a
tandis que cette premiére etude démontre un effet pro-apoptotique médié par ce récepteur,
cette deuxiéme montre que la surexpression de I'lL-17RB conduit a la croissance tumorale. Il
est important de noter que ce récepteur peut fixer I'lL-17B en s’homodimérisant ou I'lL-17E
lorsqu’il est associé avec I'lL-17RA. Le role de cette sous-unité de récepteur pourrait donc
varier en fonction de la formation du complexe dimérique et de son ligand. L'étude de
Maezawa et al.** appuie les résultats de Huang puisqu'elle montre que le récepteur IL-17RB
induit l'activation de la voie NF-xB. Nous avons alors voulu tester si I'IL-17E était réellement
capable d'induire I'apoptose des cellules mammaires tumorales. Notre étude montre que I'lL-
17E, comme I'lL-17A, ne conduit pas a I'apoptose des cellules mammaires tumorales.

De plus, nous montrons que la stimulation de cellules tumorales par I'lL-17E, comme I'IL-
17A, augmente la chimiorésistance au Taxol.

Afin d'identifier les kinases impliquées dans cette chimiorésistance, nous avons étudié la
phosphorylation de protéines jouant un rdle dans les voies de signalisation impliquées dans la
progression tumorale et avons ainsi mis en évidence les phosphorylations de c-RAF, acteur
majeur de la voie MAP kinase, et celle de la kinase S6 qui est une cible de la voie mTOR. Il a
déja été démontré que les voies PISBK/AKT/mMTOR et MAPK sont surexprimées dans de
nombreuses tumeurs, notamment celles de sein et peuvent induire une chimiorésistance **° ou
une résistance aux thérapies endocrines >34,

De plus l'activation de la voie b-RAF-ERK1/2-mTOR a été associée avec de hauts niveaux
d'expression de formes courtes de la cycline E: LMW-E in vitro et dans des tissus tumoraux
humains, notamment dans cancers du sein 3*. La cycline E est une sous-unité régulatrice de

CDK2, qui contribue a la transition des phases G1 a S. Il existe des formes courtes : les
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LMW:-E, auxquelles il manque le domaine régulateur, et qui ne peuvent donc pas étre
inhibées par les protéines p21 et p27, ce qui augmente fortement I'activité de CDK2 et donc la
prolifération cellulaire. Cette méme étude a effectivement démontré que cette forte expression

de LMW-E était corrélée & un mauvais pronostic >*.

Dans ce contexte, nous avons donc étudié¢ 1’expression de la cycline E et de ses différentes
formes et avons pu démontrer que I’'TL-17A et I’'TL-17E augmentent la génération de LMW-E
dans les lignées mammaires tumorales et non dans les cellules saines. Ces derniéres expriment
pourtant les récepteurs IL-17RA et RC, ce n'est donc pas l'absence de ces récepteurs qui
explique l'absence de génération de LMW-E inductible par I’'IL-17A. Ce mécanisme,
spécifique des cellules tumorales, doit donc étre acquis indépendamment des IL-17, comme la

synthése de protéases particuliéres, telles que les élastases ***.

A l'avenir il serait également intéressant d'étudier I'impact des I1L-17s sur la cycline D (1, 2 et
3), qui agit en amont de la cycline E. En effet, la cycline D1 a déja été largement étudiée pour
son rble dans le cancer du sein et pourrait se révéler comme cible thérapeutique via ses
kinases cycline-dépendantes: CDK4 et CDK6 **,

En conclusion, nos données indiquent que les cytokines IL-17A et IL-17E partagent un méme
effet pro-tumoral. Une caractéristique importante et propre aux cellules mammaires tumorales
est la surexpression d'IL-17RB qui est liee a la prolifération et a l'augmentation de la

chimiorésistance de ces cellules via l'activation des voies PISK/AKT/mTOR et MAPK.

Pour continuer ces études j'aimerais profiter de ma proximité avec le centre
d'anatomopathologie de l'institut Jean Godinot pour tester lI'expression des récepteurs des
différentes IL-17s sur différents types de tumeurs. Nous pourrions ainsi comparer les
expressions d'IL-17s sur des tumeurs inflammatoires ou non, des tumeurs de patientes qui ont
présenté des rechutes ou non, ou encore sur les 5 sous-types moléculaires de tumeurs

mammaires.

Les mécanismes d'‘échappement mis en place pour les cellules tumorales sont nombreux.
Notre projet autour de I'lL-17 étant initialement parti d'un constat clinique concernant
particuliérement les tumeurs inflammatoires, il serait intéressant d’observer comment 1'IL-17
peut modifier ce contexte inflammatoire. Nous pourrions établir s'il existe une relation entre

les IL-17s et les lymphocytes infiltrant la tumeur, si ces cytokines participent au recrutement
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de certaine sous populations cellulaires (lymphocytes, macrophages...) et/ou d'autres
cytokines comme l'expression d'IL-6 et/ou IL-8, dans le microenvironnement tumoral, qui
pourraient participer a l'inhibition de la cytotoxicité des lymphocytes via une
reprogrammation de lymphocytes T CD8" 2®>2%_ On pourrait également étudier le role des IL-
17s dans la dissémination métastatique, la premiére idée que jaimerais développer serait
I'observation d'une modulation ou non de I'expression de molécules d'adhésion par la

cytokine.

Enfin, le r6le pro-tumoral de plusieurs IL-17s étant désormais clair, il serait intéressant de
tester des anticorps anti-IL-17 dans un premier temps sur des modeéles murins, puis sur
I'Homme. Divers anticorps anti-IL-17A sont déja en cours d'évaluation clinique chez
I'Homme, trois preuves de concept ont démontré en 2010 que l'anticorps AIN457, devenu
désormais Secukinumab était un agent thérapeutique efficace dans la lutte contre le psoriasis,
la polyarthrite rhumatoide et I'uvéite auto-immune **°. Ce méme anticorps a cependant donné
des résultats inattendus dans un essai pour la maladie de Crohn **®. En revanche un autre anti-
IL-17A, Ixekizumab a été validé en phase Il contre la polyarthrite rhumatoide, de méme que
le Brodalumab avance vers une étude de phase Il contre le psoriasis.

Jaimerais donc pouvoir tester des traitements par anticorps neutralisant chacune des IL-17s
sur des modeles murins pour voir comment ces thérapies pourraient affecter la croissance
tumorale et la sensibilité de la tumeur aux chimiothérapies ou immunothérapies (trastuzumab)

dans ces modeles animaux.

Pour conclure, j'aimerais regrouper mes 2 axes de recherche a l'intérieur d'un seul protocole.
Ainsi je souhaiterais analyser I'expression des IL-17s, par PCR et/ou IHC, sur différents types
de tumeurs préalablement traitées par CTNA. De nombreuses données, et notamment les
données de survie de ces patientes sont déja enregistrées dans ma base de données et il sera
possible de retrouver les tumeurs congelées dans notre laboratoire d'anatomopathologie, pour
les tests d'expression de nos marqueurs d'intérét. Cette étude nous permettra d'analyser

I'expression des IL-17s selon divers parameétres déja recueillis dans ma base.
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Cancers du sein et Immunologie anti-tumorale

Avec environ 49 000 nouvelles femmes touchées chaque année, le cancer du sein est le plus répandu des cancers
féminins. Le dépistage du cancer du sein, ainsi que I'amélioration des traitements ont fait diminuer la mortalité mais il reste
encore le plus meurtrier des cancers féminins en France.

Le cancer du sein étant une maladie hétérogéne, individualiser les traitements des patientes est désormais I'un des objectifs
premiers des praticiens. C'est autour de cet objectif commun que se sont articulés les 2 projets de ce travail de thése.

D'une part, pour I'étude clinique, jai établi une base de données sur la stratégie néoadjuvante des cancers du sein
opérables, regroupant 318 patientes traitées a l'institut Jean Godinot. Cette base nous permet de comparer nos résultats a
ceux de la littérature, de mettre en avant l'intérét de la chimiothérapie néoadjuvante pour déterminer de nouveaux facteurs
pronostics, et de valider I'évaluation des résidus tumoraux dans le sein et les ganglions par Iindex RDBN.

D'autre part, '¢tude expérimentale nous a permis d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes moléculaires
d'échappement tumoral. Nous avons ainsi démontré le réle pro-tumoral de I’'IL-17A mais aussi de I'IL-17E, ces deux
cytokines pouvant étre présentes dans le microenvironnement tumoral, et mis en évidence leur implication dans la

dérégulation du cycle cellulaire a travers la génération des LMW-E et I’acquisition d’un mécanisme de chimiorésistance.

Mots clés: cancers du sein, chimiothérapie néoadjuvante, facteurs pronostiques, index RDBN, interleukine-17A, interleukine-17E

Breast cancers and anti-tumor immunology

With around 49 000 new affected women each year, breast cancer is the most common of feminine cancers. Breast
cancer screening, and treatments improvements make mortality decreased but it stays the most murderous of feminine
cancers in France.

Breast cancer being a heterogeneous disease, individualizing patients' treatments is now one of first goals of practitioner. It
is around of this common aim that my 2 thesis projects are turned on.

On the one side, for clinical study, | designed a database on the neoadjuvant strategy of operable breast cancers,
assembling 318 patients treated at Jean Godinot institute. This database allow us to compare our results with literature ones,
to highlight the interest of neoadjuvant chemotherapy to determine new prognostic factors, and to validate evaluation of
residual disease in breast and nodes by RDBN index.

On the other side experimental study allowed us to improve our knowledge on molecular mechanisms of tumor
escape. We demonstrated pro-tumoral role of IL-17A but also of IL-17E, these two cytokines can be presents in tumoral
microenvironment, and evidenced their implication in cell cycle dysregulation through generation of LMW-E and

acquisition of chemoristance mechanisms.

Key words: breast cancers, neoadjuvant chemotherapy, prognostic factors, RDBN index, interleukin-17A, interleukin-17E
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